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Liste des abréviations

A

ABC : ATP-Binding Cassette

ADME : Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion
AGMI : Acides Gras Monoinsaturés

AGPI : Acides Gras Polyinsaturés

AGS : Acides Gras Saturés

AhR : Aryl hydrocarbon Receptor

AIP : AhR Interacting Protein

AKR : Aldo-Kéto Réductases

ALA : Acide a-linoléique

ALIX : ALG-2 interacting protein X

Alix : Apopotosis-Linked gene 2-Interacting protein X
AMS : Spectrométrie de Masse par Accélérateur
ANA : Acénaphtene

o-NF : a—Naphthoflavone

ANT : Anthracene

ANY : Acénaphtyléene

AP-1: Activator Protein-1

APP : Amyloid Precursor Protein

ARF6 : ADP-Ribosylation Factor 6

ARNT : AhR Nuclear Translocator

ATPase : Adenosin TriPhosphatase

B

B[a]A : Benzo[a]anthracéne

B[a]P : Benzo[a]pyrene

B[b]F : Benzo[b]fluoranthéne

B[c]F : Benzo[c]fluoréne

B[ghi]P : Benzo[g,h,i]péryléne

B[j]JF : Benzol[j]fluoranthéne

B[k]F : Benzo[k]fluoranthéne

BCRP : Breast Cancer Resistance Protein
bHLH/PAS : basic helix-loop-helix-PER-ARNT-SIM
BPDE : B[a]P-diol-époxydes

BRCP : Breast Cancer Resistance Protein

C

Clcd]P : Cyclopenta[c,d]pyrene

[Ca 2*]i : Concentration du calcium intracytosolique
CAR : Constitutif Androstane Receptor

Cav-1: Cavéoline-1

CCL1 : C-C motif chemokine Ligand 1

Cdc42 : Cell division control protein 42 homolog
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CDK : Cyclin-Dependent Kinase

CH223191 : 2-Methyl-2H-pyrazole-3-carboxylic acid (2-methyl-4-o-tolylazo-phenyl)-amide
Chl : Chlorophylles

CHR : Chrysene

CIRC : Centre International de Recherche contre le Cancer

CITEPA : Centre Interprofessionnel Technique d'Etudes de la Pollution Atmosphérique
CLP : Classification, étiquetage et emballage des produits chimiques

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMR : Cancérogene, Mutagéne, Reprotoxique

COX IV : Cytochrome c oxidase subunit 4

COX2 : Cyclooxygénase 2

c-src : Proto-oncogene tyrosine-protéine kinase src

CXCR4 : CXC-Chemokine Receptor 4

CYP : Cytochrome

D

DB[ae]P : Dibenzo[a,e]pyréne
DB[ah]P : Dibenzo[a,h]pyrene

DB[ai]P : Dibenzo[a,i]pyréne

DB[al]P : Dibenzo[a,l]pyréne

DBA : Dibenz[a,h]anthracéne

DCFDA : 2’, 7’-dichlorodihydrofluorescéine
DEP : Diesel Exhaust Particles

dGTP : désoxyguanosine triphosphate
DHA : Acide docosahexaénoique
1,2-DHN : 1,2-dihydroxynaphtaléne
DiOH-PYR : Dihydroxypyrénes

DMSO : Diméthysulfoxide

E

EFSA : Autorité Européenne de Sécurité des Aliments

EGF : Epidermal Growth Factor

EGR-1: Early Growth Response protein 1

EH : Epoxydes Hydrolases

EMT : Transition Epithéliale Mésenchymateuse

EPA : Acide eicosapentaénoique

ERCC2 : Excision Repair Cross-Complementing rodent repair deficiency, complementation
group 2

ERK1/2 : Extracellular signal-Regulated Kinase

ERO : Espéces Réactives de I'Oxygene

ERa : Récepteur aux cestrogénes alpha

ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport
EXO : Exosome
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F

FAK : Focal Adhesion Kinase

FAO : Organisation des Nations-Unies pour I'alimentation et 'agriculture
FAS-L : Fatty Acid Synthase-Ligand

FGF : Fibroblast Growth Factor

FICZ : 6-formylindolo[3,2-b]carbazole

FICZ : 6-Formylindolo[3,2-b]carbazole

FLA : Fluoranthene

FLU : Fluoréne

FPG : Formamidopyrimidine DNA N-glycosylase

FSEV : Société Francaise des Vésicules Extracellulaires

G

GAPDH : Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase

GC-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
GPx : Gluthathion Peroxydase

GST : Glutathion S-transférase

H

HAP : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

HDL : High Density Lipoprotein

HPLC-FLD : Chromatographie liquide a haute performance avec détection par fluorescence
HPLC-SFS : Chromatographie couplée a la spectrométrie de fluorescence synchrone

HSP : Heat Shock Protein

HSPG : Heparan Sulfate Proteoglycan

|

I[cd]P : Indeno[1,2,3-c-d]pyrene

ICAM : Intercellular Adhesion Molecule

IDL : Intermediate Density Lipoprotein

ILV : Vésicules intraluminales

INERIS : Institut National de I'Environnement industriel et des RISques
iNOS : Inducible Nitric Oxide Synthase

Interleukine : IL

IRNS : Institut National de Recherche et de Sécurité

Irset : Institut de recherche en santé environnement et travail
ISEV : Société Internationale des Vésicules Extracellulaires

J
JECFA : Comité d’experts FAO/OMS sur les additifs alimentaires
JEV : Journal of Extracellular Vesicles

L

LBA : Liquide Broncho Alvéolaire
LBD : Ligand Binding Domain
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LBPA : Lysobiphosphatidique

LC/MS/MS : Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a triple
guadripoéles

LC3 : microtubule-associated protein 1 light chain 3

LDL : Low Density Lipoprotein

LFA1 : Lymphocyte Function-Associated antigen 1

LPS : Lipopolysaccharides

L-VE : Grandes Vésicules

M

MAP : Mitogen-Activated Protein

MCV : Maladies cardiovasculaires

MDR1 : Multi Drug Resistance 1

mEH : Epoxyde-Hydroxyde microsomal

MET : Microscopie Electronique a Transmission
MIMMA : Métabolisme, bio-Ingénierie des Molécules de Micro-algues et Applications
MMP : Métalloprotéinases Matricielles

MMR : Mismatch Repair

MMS : Mer, Molécules, Santé

MRP : Multidrug Resistance Protein

MTH1 : MutT Homologue 1

5MT : 5-méthylchryséne

MV : Microvésicules

MVB : Corps multivésiculaires

N

NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NAP : Naphtalene

NER : Nucleotide Excision Repair

NES : Nuclear Export Signal

NF-kB : Nuclear factor-kappa B

NLS : Nuclear Localization Signal

NO : Oxyde Nitrique

NQO1 : NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1
Nrf2 : Nuclear factor erythroid-2-related factor 2
nSMAse-2 : Sphingomyélinase neutre 2

NTA : Nanoparticle tracking analysis

(0)

OATP : Organic Anion Transporting Polypeptides
OCT : Organic Cation Transporter

OGGL1 : Oxoguanine DNA glycosylase 1
9-OH-B[a]P : 9-hydroxy B[a]P

9-OH-FLU : 9-hydroxyfluorenes

1-OH-NAP : 1-naphtols

9-OH-PHE : 9-hydroxyphénanthrenes
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1-OH-PYR : 1-hydroxypyréne

3-OH-B[a]P : 3-hydroxy B[a]P

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OT : Ostreococcus tauri

8-0x0dG : 8-ox0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine

8-0x0dGMP : 8-oxo0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine5’-triphosphate
8-0x0-dGTP : 8-ox0-2'-deoxy-guanosine-5’-triphosphate

8-oxoGua : 8-oxo0-7,8-dihydroguanine

P
P16D : 1,6-dione-pyréne

P18D : 1,8-dione-pyréne

P2X7 : P2X purinoceptor 7

PAS : PER-ARNT-SIM

PCB : Polychlorobiphényles

PCB77 : 3,3’4,4’-Tétrachlorobiphényl

PD98059 : 2-(29-amino-39-methoxyphenyl)-oxanaphthalen-4-one
PDCD6IP : Programmed Cell Death 6 Interacting Protein
PECAML : Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule
PGE2 : Prostaglandine E2

P-gp : P-glycoprotéine

PHE : Phénanthréne

PHED : phénanthrenes-diols

PKC : Protéine Kinase C

PLA2 : Phospholipase A2

PLD : Phospholipase D

PMPCB : Peptidase, Mitochondrial Processing Beta Subunit
PPARs : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor

PrP : Prion Protein

PS : Phosphatidylsérine

PT : Phaeodactylum tricornutum

PYR : Pyréne

Q
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Avant-propos

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) représentent une classe majeure
de polluants de I'environnement. Ces composés toxiques produits de maniére naturelle ou
anthropique, sont impliqués directement ou indirectement dans la survenue et/ou
I'aggravation de pathologies telles que les cancers et les maladies cardiovasculaires. Ainsi, ils
constituent une priorité en termes de santé publique. En raison de leur omniprésence dans
I’environnement et dans les aliments, I’élimination compléte de ces polluants est
techniquement irréalisable. Il apparait donc que I'exposition de 'Homme est inévitable. Ainsi,
il est fondamental de trouver de nouveaux marqueurs d’exposition et/ou d’effets précoces de
risque de développer des pathologies dues a I'exposition aux HAP, et de proposer de nouvelles

stratégies afin de prévenir leurs effets toxiques.

Dans le cadre de la recherche de nouveaux biomarqueurs, nous nous sommes
intéressés aux vésicules extracellulaires (VE) produites par les cellules endothéliales en
présence d’"HAP. Ces nanostructures membranaires, accessibles dans les fluides biologiques
(sang, urines...) semblent étre des biomarqueurs prometteurs non invasifs. En effet, leur
composition et leur production dépendent du type et de I'état physiopathologique de la
cellule productrice. Afin de prévenir les effets toxiques des HAP, nous nous sommes intéressés
a I'effet de deux extraits de microalgues sur la toxicité induite par le prototype des HAP, le
benzo[a]pyrene. De par leur capacité a synthétiser de nombreux composés phytochimiques,
connus pour leur bienfait sur la santé, les microalgues apparaissent aujourd’hui comme une

nouvelle source de composés bioactifs d’intérét nutraceutique.

La premiere partie de ce mémoire présente une synthése bibliographique sur les HAP,
les vésicules extracellulaires et enfin sur les microalgues et leur potentiel nutraceutique. Cette
synthése est suivie par une deuxiéme partie regroupant les résultats obtenus sous la forme
de deux articles. Enfin, la derniére partie est dédiée a la discussion générale sur I'ensemble
des résultats obtenus au cours de cette these et aux perspectives des travaux a plus long

terme.
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Chapitre A. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

1. Généralités sur les HAP

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des polluants environnementaux
omniprésents générés principalement lors de la combustion incomplete de matieres
organiques ou par pyrolyse. lls constituent une famille de plus d’'une centaine de molécules
organiques composées d’au moins deux cycles aromatiques condensés. Les HAP se présentent
généralement sous forme de mélanges complexes, qui peuvent comprendre des centaines de

composés.

1.1. Structure chimique

Les HAP sont de structures variables, comprenant au moins deux cycles benzéniques
condensés. lIs sont composés uniqguement d’atomes d’hydrogéne et de carbone. Ces noyaux
aromatiques sont accolés soit de facon linéaire, soit angulaire ou en grappe (Figure 1). Les
HAP sont communément classés en deux catégories : les HAP a bas poids moléculaire, ayant
moins de quatre cycles aromatiques et les HAP a haut poids moléculaire, ayant au moins cinq
cycles aromatiques (Hussain et al., 2018). Leurs masses moléculaires varient de 128 g/mol
(C10Hs) @ 1792 g/mol (CiasgHea) (Lafleur et al., 1996; Glasier et al., 2001). Le Benzo[a]pyrene
(B[a]P), de formule chimique CxoH12, le HAP de référence, est composé de 5 cycles aromatiques

accolés en grappe. Il est classé dans les HAP a haut poids moléculaire (Figure 1, Tableau 2).

Ces molécules sont présentes dans l'environnement sous forme de mélanges
complexes et difficiles a caractériser. L’analyse de ces mélanges se réalise généralement par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ou par
chromatographie en phase liquide a haute performance couplée a des détecteurs UV ou

fluorimétrique.
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Ex: Anthracéne

Linéaire OO

Ex: Benz[a]anthracéne

Angulaire OO

Ex: Benzo[a]pyréne

o O&‘

Figure 1 : Disposition moléculaire des hydrocarbures aromatiques polycycliques.
(Adapté de Edwards, 1983; Abdel-Shafy and Mansour, 2016).

1.2. Classification par les autorités

De nombreuses autorités ont évalué la toxicité et la présence de certains HAP (Tableau
1). C'est le cas de I’Agence de Protection de I'Environnement des Etats-Unis (US-EPA), le
Centre International de Recherche contre le Cancer (CIRC), le comité d’experts FAO/OMS
(Organisation des Nations-Unies pour I'alimentation et I'agriculture/Organisation Mondiale de
la Santé) sur les additifs alimentaires (JECFA), le comité scientifique de I'alimentation humaine

(SCF) et I'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA).

Des 1976, 'US-EPA a sélectionné 16 HAP par ordre de priorité en fonction de leurs
effets potentiels sur la santé humaine et de leur présence dans I'’environnement. Le CIRC a
classé le B[a]P dans le groupe 1 (IARC, 1987). C’est le seul HAP classé comme cancérogene
avéré par le CIRC. Du fait de sa cancérogénicité et de sa présence dans les mélanges auxquels
I'Homme est exposé, le B[a]P est la molécule modele pour I'étude des HAP. De plus, selon le
réglement européen CLP (classification, étiquetage et emballage des produits chimiques), le
B[a]P est classé CMR (Cancérogene, Mutagene, Reprotoxique). Il est placé dans la catégorie
1B pour sa cancérogénicité, sa mutagénécité sur les cellules germinales et pour sa toxicité

pour la reproduction.

Le SCF a évalué |'effet potentiel cancérogéne et génotoxique de 33 HAP. Sur la base

d’études réalisées in vivo chez les animaux, il a recommandé la surveillance de 15 HAP (SCF,
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2002). Ce comité a également suggéré d’utiliser le B[a]P comme marqueur de la présence
d’HAP cancérogenes dans les aliments. Parmi ces 15 HAP, 8 figurent également dans la liste
des HAP prioritaires de I'US-EPA et 13 sont classés par le CIRC comme étant cancérogenes ou
potentiellement cancérogenes pour I'étre humain. Le JECFA a réévalué les HAP en 2005, en
prenant en compte des études plus récentes. Il a conclu que 13 HAP sont clairement
génotoxiques et cancérogenes pour les animaux (JECFA, 2006). Ce sont les mémes HAP que

ceux cités par le SCF a I'exception du benzo[g,h,i]péryléne et du cyclopenta[c,d]pyrene.

En 2008, I'EFSA conclut que le B[a]P ne peut étre utilisé comme indicateur de la
présence d’'HAP dans les aliments. En effet, certaines études ont montré la présence de HAP,
tels que le chryséne, en I'absence de B[a]P dans les denrées alimentaires. Ainsi, I'utilisation du
B[a]P seul, comme indicateur, conduirait a sous-évaluer la quantité de HAP dans les aliments
et de leur potentiel toxique (EFSA, 2008). Sur la base des données évaluées et de la toxicité
des HAP, I'EFSA a sélectionné 4 HAP (benz[a]anthracéne, le benzo[b]fluoranthéne, le
benzo[a]pyrene et le chryséne) ou 8 HAP (benz[a]anthracéne, benzo[b]fluoranthéne,
benzo[k]fluoranthene, benzo[g,h,i]péryléne, benzo[a]pyréne, chryséne,
dibenz[a,h]anthracéne et I'indéno[1,2,3-cd]pyréne) comme indicateurs de la contamination

des aliments par les HAP.
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Tableau 1 : Structures moléculaires des HAP évalués par les autorités.

Composé Abréviation Structure US-EPA JECFA SCF UE CIRC
Acénaphténe ANA O'O X 3
Acénaphtyléne ANY ;O X ND
Anthraceéne ANT OOO X 3
Benz[a]anthracéne B[a]A OOO? X X X X 2B
Benzo[a]pyréne B[a]P

x
x
x
x
=

Benzo[b]fluoranthéne B[b]F O 2B

Benzolc]fluoréne B[c]F O‘% X 3

x
x
>
x

Benzo[g,h,i]pérylene  B[ghi]P %

Benzol[j]fluoranthéne  BJj]JF O O

w
K
=
x
<
x
x

Benzo[k]fluoranthéne O 2B

Chryséne CHR OOQO X X X X 2B

Cyclopentalc,d]pyréne C[cd]P ‘O‘O. X X 2A

Dibenzo[a,e]pyréne DB[ae]P ) X X X 3
e

Dibenz[a,h]anthracéne DBA (LI L] X X X X 2A

(Suite page suivante)
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Composé Abréviation Structure US-EPA JECFA SCF UE CIRC

Dibenzo[a,h]pyréne DB[ah]P YT T X X X 2B
S
Dibenzol[a,i]pyréne DB[ailP [ I ] X X X 2B
PP
Y
Dibenzo[a,l]pyréne DB[al]P ll Py X X X 2A

Fluoranthene FLA 0_0 X 3

Fluoréne FLU 0.0 X 3

Indeno[1,2,3-c,dlpyréne I[cdlP [ X X X X 2B

5-méthylchryséne 5MT

Phénanthréne PHE

Naphtaléene NAP X 2B

PYR ‘O

US-EPA: I’Agence de Protection de I’Environnement des Etats-Unis ; JECFA : comité d’experts
FAO/OMS sur les additifs alimentaires ; SCF : comité scientifique de I'alimentation humaine ;
UE: Union Européenne ; Classement par le Centre International de Recherche sur le Cancer
(CIRC) : (1) Substance cancérogéne, (2A) Substance probablement cancérogéne, (2B) Substance
possiblement cancérogéne, (3) Substance inclassable quant a sa cancérogénicité ; ND : Non
déterminé ; X : HAP classés par les autorités. (Adapté de SCF, 2002; JECFA, 2006; EFSA, 2008;
IARC, 2010; Zelinkova and Wenzl, 2015).

Pyréne

1.3. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des HAP varient en fonction de leurs poids
moléculaires et de leurs structures (Tableau 2). Ce sont des composés lipophiles qui se
dissolvent facilement dans les solvants organiques tels que le diméthysulfoxide (DMSO) ou

I’acétone (Skupinska et al., 2004). A température ambiante, les HAP sont des solides incolores,
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blancs ou jaunes pales, comme le B[a]P. lIs se caractérisent également par une hydrosolubilité
faible et un coefficient de partage octanol/eau (Kow)! élevé. Cette caractéristique leur octroie
un important potentiel d’adsorption sur les particules en suspension dans I’air ou dans I'eau.
Ainsi, ils peuvent étre transportés sur de longue distance dans I’environnement. Ce coefficient
est également un indicateur de la capacité des polluants a pénétrer les membranes
biologiques. Ainsi, une molécule est considérée comme lipophile et potentiellement
bioaccumulable dans les tissus organiques riches en lipides lorsque son log Kow est supérieur

a3.

Les HAP sont des molécules chimiquement inactives et stables. lls sont considérés
comme des polluants atmosphériques dangereux dans le groupe des composés organiques
non halogénés avec le benzene, les phénols et les aldéhydes. IIs se définissent également par
des points de fusion et d’ébullition élevés ainsi qu’une faible pression de vapeur (Achten and
Andersson, 2015). Leur solubilité aqueuse et leur pression de vapeur diminuent avec
I"augmentation du nombre de cycles aromatiques, rendant les HAP plus résistants a
I’oxydation et a la réduction (Hussain et al., 2018). lIs possedent des spectres d'absorption UV
trés caractéristiques permettant de les identifier. De plus, la plupart des HAP sont fluorescents
et émettent a des longueurs d'onde caractéristiques de la lumiere lorsqu'ils sont excités

(Abdel-Shafy and Mansour, 2016).

! Coefficient de partage octanol/eau (Kow) : Rapport des concentrations d’équilibre d’une substance dissoute
dans un systéme a deux phases composées de deux solvants non miscibles (octanol/eau). Le Kow permet
d’appréhender le caractére hydrophile ou hydrophobe d’'une molécule. Ainsi, il est utilisé pour évaluer le
caractere lipophile d’une molécule.

26



Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques des 16 HAP classés par I’'US-EPA.
(Adapté de Harner et al., 2018).

Pression  Solubilité

Masse Point de Point

Formule Log de dans 'eau
HAP Molaire fusion  d’ébullition

chimique Kow vapeur a 25°C

(g.mol?) (°C) (°C)
(mmHg)  (mg.L")

ANA CioHy 154,21 3,92 95,0 279 3,75E-03 3,8
ANY C,,Hg 152,20 3,85 92,0 280 2,90E - 02 16,1
ANT CuH,, 178,23 445 2180 342 2,55E-05 0,045
B[a]P CisHy5 228,29 591 160,7 435 1,54E - 07 0,011
B[a]P CoH12 252,32 6,35 179,0 495 4,89E-09 0,0038
B[b]F CyoHy5 252,32 578 168,0 481 8,06E-08  0,0015
B[ghi]P CyoH1z 276,34 6,90 278,3 500 1,00E-10 0,00026
B[k]F CyoHys 252,32 6,11 215,77 480 9,50E-11  0,0008
CHR CigHys 228,29 5,79  254,0 448 7,80E-09  0,0015
DBA CyoHyy 278,35 6,75 266,0 524 2,10E -11 0,0005
FLA CieHio 202,26 490 1089 375 8,13E- 06 0,26
FLU Ci3Hqp 166,22 4,11 11456 295 3,24E-03 1,9
I[cd]P CyoHys 276,34 6,70 163,6 536 1,40E - 10 0,062
NAP CoHg 128,17 3,50 80,0 218 8,89E - 02 31
PHE CuH,, 178,23 447 989 340 6,80E - 04 1,1
PYR CieHio 202,26 5,18 156,0 404 4,25E - 06 0,132

1.4. Sources

Les HAP présents dans |'environnement proviennent de sources naturelles et
anthropiques. Ils sont produits lors de phénomeénes naturels tels que les feux de forét, les
éruptions volcaniques, les suintements de pétrole ou encore I'érosion des roches
sédimentaires contenant des hydrocarbures (Figure 2). Néanmoins, la principale source de

production des HAP est anthropique (Srogi, 2007). En effet, ces polluants de I'environnement
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sont produits lors de procédés industriels (cokeries, sidérurgies...) ou lors d’activités

domestiques (chauffage résidentiel, gaz d'échappement des véhicules, fumée de cigarette...).

Sources d’'HAP

Naturelles [ Anthropiques J

» Hydrocarbures (terpénes) produits * Pétrole non brdlé, solvant
a partir de plantes * Combustion incompléte de

* Incendies de forét combustibles fossiles
* Eruptions volcaniques * Echappement de voiture
* Sources biologiques * Avions a réaction
* Pétrole naturel * Poussiére de route
* Synthése végétale * Chauffage au bois
* Minéraux rares * Aliments fumés

* Fumée de cigarette

* Eaux usées industrielles

* Formulations de pesticides
* Brilage agricole

* Cokeries

* Autres industries/procédés

Figure 2 : Sources naturelles et anthropiques des HAP.
(Adapté d'Abdel-Shafy and Mansour, 2016; Agrawal et al., 2019).

Les HAP sont essentiellement formés lors de processus pyrolytiques, pétrogéniques ou
biologiques (Abdel-Shafy and Mansour, 2016). Les HAP pyrolytiques sont générés durant la
combustion incompléte de matieres organiques (charbons, bois, huile...) dans des conditions
de température élevée (allant de 350°C a plus de 1200°C) et de faible teneur en oxygéne. Lors
de processus pétrogéniques, les HAP sont générés a partir des produits pétroliers ou de leurs
dérivés (déversements d'hydrocarbures océaniques, rejets d'essence, huile moteur...). De
plus, les HAP peuvent étre produits biologiquement. lls sont en mesure d’étre synthétisés par
certaines plantes et bactéries ou étre formés lors de la dégradation de la matiére végétale

(Seo et al., 2007; Ghosal et al., 2016; Chen et al., 2019).

En France depuis les années 90, le secteur résidentiel reste la source majoritaire
d’émissions d’"HAP dans I'atmosphére (Tableau 3). Cependant, les émissions totales des HAP
ont diminué de plus de la moitié sur I'ensemble des secteurs qui contribuent aux émissions.

La majorité des HAP produits en 2015 sont d’origine anthropique et proviennent du secteur
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résidentiel. Depuis 1990, dans ce secteur, les émissions sont passées de 120 tonnes a 42
tonnes en 2015. Les émissions des HAP sont également liées aux conditions climatiques et
donc a la consommation du bois de chauffage. Dans certains secteurs, tels que les transports
routiers, cette baisse est moins importante. En effet, I'augmentation du trafic routier et de la
pénétration des véhicules diesel dans le parc automobile a augmenté les émissions d’"HAP

jusqu’en 2003 avant de diminuer lentement (CITEPA, 2017).

Tableau 3 : Emissions atmosphériques en tonnes de huit HAP*.

Tonnes HAP/an 1990 2010 2015
Transformation énergie 8,8 3,0 3,0
Industrie manufacturiere 51 4,1 3,9
Résidentiel / tertiaire 120,0 52,0 42,0
Agriculture / sylviculture 4,4 39 41
Transport routier 17,0 19,0 18,0
Autres transports 1,0 0,8 0,7

Total 156 83 72

*benzo[a]pyréne, benzo[b]fluoranthéne, benzo[k]fluoranthéne, indeno[1,2,3-cd]pyréne,
benzol[g,h,ilpéryléne, fluoranthéne, dibenz[a,h]Janthracéne, benzo[a]anthracéne par secteur
en France. Données issues du CITEPA, 2017; (https://www.citepa.org/fr/air-et-
climat/polluants/polluants-organiques-persistants/hydrocarbures-aromatiques-

polycycliques).

1.5. Distribution et dégradation dans I’environnement

Les HAP sont retrouvés de maniere ubiquitaire dans I'environnement que ce soit dans
I'air, le sol et I'eau (Figure 3). lls sont présents sous forme de mélanges, dont la composition
dépend de la matiére organique d’origine et des procédés de combustion (EFSA, 2008; Nagy

and Szabo, 2018).
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Figure 3 : Cycle des HAP dans I’environnement.
(Adapté de Suess, 1976; Abdel-Shafy and Mansour, 2016; Dhar et al., 2019).

Dans I'atmosphere, I'une des voies principales de distribution dans I'environnement,
les HAP sont transportés sur de longues distances par les vents. lls se répartissent entre la
phase particulaire et gazeuse. Les HAP légers, ayant une solubilité et une volatilité plus
élevées, se retrouvent principalement dans la phase gazeuse. Tandis que ceux de hauts poids
moléculaires, se retrouvent dans la phase particulaire, adsorbés sur d’autres particules
atmosphériques. Les HAP peuvent étre tranférés de I'air au sol, soit par dépo6t atmosphérique
humide di{ aux précipitations, soit par dépbts atmosphériques secs, correspondant aux
particules en suspension dans I'atmospheére. Une fois déposés sur les sols, ils sont transférés
dans les milieux aquatiques via les eaux pluviales et les eaux usées (Skupinska et al., 2004). En
raison de leur nature hydrophobe, les HAP présents dans les milieux aquatiques s’accumulent
principalement dans les sédiments. Ils peuvent également étre absorbés par différents
végétaux via les feuilles et les racines. Ainsi, ils sont présents dans I'alimentation des animaux

et s’accumulent au sein de la chaine alimentaire (INERIS, 2006).
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Les HAP sont dégradés par des réactions photochimiques et par biodégradation dans
Iair, I'eau et les sols (Agrawal et al., 2019). Dans I'atmosphere, ils subissent des réactions
photochimiques, telles que la photolyse, permettant leur dégradation. |l existe également
I’oxydation chimique, qui semble cependant étre un mécanisme mineur de dégradation des
HAP (Abdel-Shafy and Mansour, 2016). Certains micro-organismes (bactéries), champignons

et algues, ont également la capacité de biodégrader les HAP (Agrawal et al., 2019).

Le B[a]P est ainsi retrouvé dans tous les milieux de I’'environnement (Tableau 4). Dans
Iair, exposé au processus de pyrolyse, il possede une demi-vie relativement courte, de I'ordre
de quelques heures. Par rapport aux eaux de mers et de rivieres, il est présent en forte
quantité dans I'’eau de pluie. Dans ce milieu et dans les sols, il posséde une demi-vie beaucoup

plus longue (en jours et années).

Tableau 4 : Concentration moyenne et demi-vie du B[a]P dans les différents compartiments
de I'environnement.
(Adapaté de van den Berg et al., 2003; INERIS, 2006)\

Milieu Concentration Demi-vie
Air <10 pg/m? 2,4 h
Eaux :
Mers et riviéres 0,01a1ng/L 54 a
Eaux de pluie =10 ng/L 17,3 ans
Sols =2 ug/kg
o 151 jours a
Sédiments -1 ug/kg 14,6 ans

(marins et rivieres)

2. Voies d’exposition

Du fait de la multiplicité des sources d’émissions des HAP, I’'Homme est exposé par
voies digestive, respiratoire et cutanée (Figure 3, Tableau 5). De nombreux facteurs
influencent le niveau d’exposition de I’'Homme, tel que le lieu d’habitation (urbain ou rural),
le mode de cuisson des aliments, le mode de chauffage, le tabagisme et la profession (EFSA,
2008). Certaines expositions peuvent impliquer simultanément plusieurs voies, affectant la
dose totale d'absorption (exposition par voie cutanée et par inhalation d'air contaminé)

(Rengarajan et al., 2015).
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Tableau 5 : Voies d’exposition au B[a]P pour ’'Homme en Europe.
(Adapté de EFSA, 2008).

Voies d’exposition B[a]P (ng/jour)
Alimentation 185-255
Tabagisme :

Actif 105
Passif 40
Air inhalé 20

Eau potable 0,2-2

2.1. Exposition par voie orale

Chez les non-fumeurs, la principale voie d’exposition aux HAP est I’alimentation
(Duedahl-Olesen, 2013). En effet, jusqu’a 70% de I'exposition humaine peut étre associée a
I'alimentation (Skupinska et al., 2004). Certains aliments comme les céréales, les [égumes et
la viande accumulent les HAP (Tableau 6). Ainsi, I'apport en HAP dépend du régime
alimentaire. Selon les études, 'Homme ingérerait entre 2 et 500 ng/jour de B[a]P (Ramesh et
al., 2004). Plus, récemment I'EFSA a estimé que cet apport était de 185 a 255 ng/jour (Tableau
5).

Les aliments (céréales/végétaux) sont contaminés dans I’environnement par les sols
et/ou par des dépots atmosphériques. Les animaux d’élevage, quant a eux, sont contaminés
par leur alimentation et par les dépots atmosphériques. Les processus industriels de
transformation (cuissons a hautes températures, séchage, fumage, torréfaction) et
I’emballage des aliments sont également responsables de la contamination. Certains modes
de cuisson, notamment en feu ouvert, tels que le barbecue, favorisent la production d’"HAP
contrairement a des cuissons plus longues et a plus basses températures (EFSA, 2008;
Zelinkova and Wenzl, 2015). L'Homme est également exposé aux HAP via I’eau de boisson,
avec un apport de 0,2 a 2 ng/jour de B[a]P (Tableau 5). Bien que certains types d’aliments
accumulent les HAP, la contribution de ces aliments dans les apports quotidiens d’"HAP dépend

uniguement de leur fréquence dans le régime alimentaire des individus.
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Tableau 6 : Consommation moyenne en B[a]P et en HAP par catégories d’aliments.
(Adapté de EFSA, 2008).

B[a]P HAP 4 HAP 8

Catégories d’aliments R ) .
g (ng/iour)  (ng/jour) (ng/jour)

Céréales, produits céréaliers 67 257 393
Légumes, noix, légumineuses 50 221 378
Viandes, produits carnés 42 195 279
Fruits de mer 36 289 421
Graisses (végétales/animales) 26 177 239
Poissons 21 170 210
Café, thé, cacao 21 106 156
Fromage 6 20 30
Fruits 5 75 87
Boissons alcoolisées 4 25 74
Sucre, produits sucrés 5 25 39

HAP 4 et HAP 8 : indicateurs de HAP dans les aliments par I'EFSA ; HAP 4 : benz[a]anthracéne,
benzo[b]fluoranthéne, benzo[a]pyréne et chrysene ; HAP 8 : HAP 4 + benzo[k]fluoranthéne,
benzo[g,h,i]péryléne, dibenz[a,h]anthracéne et I'indéno[1,2,3-cd]pyréne.

2.2. Exposition par voie respiratoire
2.2.1. La pollution atmosphérique

L’exposition humaine par inhalation dépend du lieu d’habitation et du métier exercé.
Dans les zones urbaines, compte tenu de la densité de la population, de I'intensité du trafic
routier et de la faible dispersion des polluants atmosphériques, 'Homme est exposé a des
concentrations de HAP 3 a 5 fois plus élevées que dans les zones rurales (EFSA, 2008). Il a été
estimé que I'exposition via I'air ambiant était de 10 a 50 ng/jour d’"HAP et de 20 ng/jour de
B[a]P (Ramesh et al., 2004; EFSA, 2008) (Tableau 5). De nombreuses industries (production
d’aluminium, de silicium ou de bitume...) générent des HAP et surexposent les travailleurs par
voies respiratoires, augmentant leur risque de développer des cancers du poumon (Petit et
al., 2019). Dans ces industries, la concentration en B[a]P dans I'air peut atteindre 100 pg/m?
tandis que les concentrations classiques dans l'air ambiant est de 'ordre du ng/m3 (EFSA,

2008).
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2.2.2. Le tabagisme

La consommation de tabac augmente considérablement I'exposition aux HAP d’un
individu. Selon les études et les marques de cigarettes, la fumée principale? peut contenir
entre 118,1 a 2599 ng/cigarette de HAP totaux dont 1,9 a 36,3 ng/cigarette de B[a]P (Lodovici
et al., 2004; Ding et al., 2005; Vu et al., 2015). Selon I'EFSA, un individu fumant 20 cigarettes,

est exposé a 105 ng/jour de B[a]P (Tableau 5), soit 5,25 ng/cigarette.

L’exposition au tabagisme passif® influence également I'apport en HAP. En effet,
I’apport journalier de B[a]P provenant du tabagisme passif a été estimé a environ 40 ng/jour
pour une exposition a 10 ng/m3durant 5 heures (Tableau 5). Dans la fumée secondaire*, entre
2,3 a3,9 ug/cigarette de HAP totaux et 15 a 78 ng/cigarette de B[a]P ont été observés (Lodovici
et al., 2004). En plus du tabagisme passif, il a été montré que la fumée de tabac est a I'origine
des HAP observés dans les poussiéres domestiques. Ainsi, la fumée tertiaire®> entraine une

exposition aux HAP a plus long terme dans les environnements intérieurs (Hoh et al., 2012).

Il existe peu d’étude sur la teneur en B[a]P dans le sérum humain. Dans une cohorte
de femmes non-fumeuses et fumeuses régulieres, la concentration sérique en B[a]P est
passée de 0,22 + 0,15 ng/mL (soit entre 0,28 et 1,47 nM) chez les non-fumeurs a 0,98 + 0,56
ng/mL (entre 1,66 et 6,1 nM) chez les fumeuses réguliéres (Neal et al., 2008). Concernant les
femmes exposées au tabagisme passif, I'augmentation de I'apport en B[a]P dans le sérum a
doublé par rapport aux individus non-fumeurs avec 0,40 + 0,13 ng/mL (soit entre 1,07 et 2,1
nM). Dans le sérum de 111 personnes a Hong Kong (Chine), la concentration sérique en B[a]P
chez les non-fumeurs était de 7,27 ng/g de lipides et a doublé chez les fumeurs avec 15 ng/g
de lipides (Qin et al., 2011). Dans le sérum de 650 personnes décédées de causes diverses aux
Etats-Unis, la concentration des 16 HAPs prioritaires de I’'US-EPA allait de 3,4 + 0,78 ng/mL a
12,8 ng/mL (Ramesh et al., 2014).

2 Fumée primaire ou principale : fumée inhalée par le fumeur

3 Tabagisme passif : fumée secondaire et tertiaire

4 Fumée secondaire ou latéral : fumée s’échappant de I'extrémité de la cigarette
5> Fumée tertiaire : fumée rejetée par le fumeur
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2.3. Exposition par voie cutanée

La principale exposition des HAP par voie cutanée est liée au milieu professionnel.
Certaines professions et activités industrielles telles que les pompiers, les industries de la
cokerie, de I'aluminium, du raffinage du pétrole et la pose de bitumes, ont été associées a
I’exposition aux HAP par voie cutanée (Vanrooij et al., 1992; Cherry et al., 2019). L’exposition
se fait par contact avec des vétements ou des outils contaminés mais également par contact

cutané direct et par I'exposition aux aérosols.

3. Toxicocinétique des HAP

La toxicocinétique couvre les phénomenes d’absorption, de distribution, de métabolisme
et d’excrétion (ADME). Comme tout xénobiotique, le devenir des HAP dans I'organisme est
régi par ce systeme. Ainsi, ils sont absorbés dans I'organisme via les poumons, l'intestin et la

peau.

3.1. Absorption
3.1.1. Absorption par les voies respiratoires

Le taux d'absorption des HAP par les poumons dépend de la lipophilie et de la nature
chimique des particules sur lesquels ils sont adsorbés. Ainsi, plus un composé est lipophile,
plus sa vitesse de diffusion a travers |'épithélium trachéobronchique vers la circulation
sanguine est faible (Bostrom et al., 2002). La majorité des HAP liés aux particules traverse en
quelques minutes la barriére épithéliale mince des alvéoles pour atteindre la circulation
sanguine (Gerde et al.,, 1993). Cette absorption par I'épithélium alvéolaire est une voie
d’entrée importante dans la circulation sanguine des HAP non métabolisés (Gerde, 2001). Ces
derniers sont ensuite métabolisés principalement par le foie. Une fraction mineure de HAP se
dépose sur I'épithélium bronchique/bronchiolaire, plus épais. lls sont alors rapidement
absorbés par les cellules épithéliales puis métabolisés et transportés lentement vers la
circulation sanguine. Ceux liés aux particules, sont également partiellement éliminés dans le
tractus gastro-intestinal par I'épuration mucocilliare (Sun et al., 1984; Bevan and Ruggio,

1991).
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3.1.2. Absorption par le tractus gastro-intestinal

L’absorption des HAP via I'alimentation dépend de la taille et du caractere lipophile de
la molécule. Le phénanthréne, plus lipophile que le B[a]P, est retrouvé dans le sang de porc a
des concentrations plus élevées que le B[a]P, malgré une dose d’admission trois fois plus faible
(Laurent et al., 2001). L’absorption du B[a]P est rapide, les niveaux les plus élevés ayant été
observés dans les ganglions lymphatiques thoraciques 3 a 4h aprés administration par gavage
chez le rat (Douglas Rees et al., 1971). Le taux d’absorption des HAP dépend également de
I’alimentation et de la présence de sels biliaires (Rahman et al., 1986). L’absorption du B[a]P
administré par des aliments riches en graisses est plus importante que lorsque le B[a]P est
administré par un régime riche en fibres ou en protéines (Kawamura et al., 1988; O’Neill et

al., 1991).

3.1.3. Absorption cutanée

L'absorption cutanée des HAP dépend des especes et de leur age. Chez le rat et le
cochon d’Inde, I'absorption du B[a]P, in vivo, est de 95% et 51% respectivement, aprés 48h.
Chez 'Homme, in vitro, sur une peau agée de 32 ans, I'absorption cutanée est de 23% et
augmente a 43% sur une peau agée de 50 ans (Moody, 1995). L'absorption cutanée varie
également en fonction de la zone corporelle exposée. Chez 'Homme exposé a du goudron de
houille, la constante de vitesse d'absorption des HAP sur la peau de I'avant-bras est environ
deux fois plus élevée que celle de la peau de I'épaule et deux fois plus faible que celle de la
peau de la cheville et de la face palmaire de la main (VanRooij et al., 1993). L’absorption
cutanée est relativement rapide et dépend du véhicule/matrice utilisé. Chez la souris,
I'absorption du B[a]P est de 6% aprés 1h et 40% apres 24h (Sanders et al., 1984). Chez
I"'Homme, in vitro, 'absorption cutanée est de 56% lorsque le B[a]P est dissous dans I'acétone
et de 15% lorsque la peau est exposée au sol de jardinage enrichi en B[a]P (Moody et al.,
2007). De plus, le B[a]P peut étre métabolisé au niveau cutané via les kératinocytes (Jacques

et al., 2010; Brinkmann et al., 2013).
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3.2. Distribution

Quelle que soit la voie d’entrée (pulmonaire, orale et cutanée), le B[a]P est rapidement
et largement distribué dans I'organisme, particulierement dans les tissus tres vascularisés tels
que le foie, les poumons et les reins (Marie et al., 2010) (Figure 4). Dans la plupart des organes
internes, des taux détectables de B[a]P ont été observés quelques minutes a quelques heures
aprés administration (Moir et al., 1998). Les niveaux détectés les plus élevés sont obtenus
dans le foie (Foth et al., 1988). Le tractus gastro-intestinal contient également des niveaux
relativement élevés de métabolites, ceci étant di a I'excrétion hépatobiliaire (Schlede et al.,
1970; Wiersma and Roth, 1983). Les métabolites hydrophiles sont excrétés par I'urine et les
feces et les produits lipophiles sont transportés vers l'intestin par la circulation entéro-
hépatique. Les tissus riches en lipides (tissus mammaires et tissus adipeux) sont d’importants
dépots de stockage de HAP. lls sont libérés dans le lait maternel pendant la lactation par

I'intermédiaire des triacylglycérols (Harris et al., 2013).
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Figure 4 : Devenir des HAP dans |'organisme apreés ingestion et inhalation.
(Adapté de Ramesh et al., 2004; Harris et al., 2013).
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3.3. Métabolisme

3.3.1. Métabolisme des xénobiotiques

Les xénobiotiques pénéetrent dans les cellules par diffusion ou par I'intermédiaire de
transporteurs membranaires, appelés pompes d’influx, tels que I'OATP (Organic Anion
Transporting Polypeptides) ou I'OCT (Organic Cation Transporter) (Figure 5). Ces
xénobiotiques sont alors pris en charge par les enzymes du métabolisme des xénobiotiques
de phases | et Il ou par des transporteurs membranaires, appelés pompes d’efflux, tels que la
P-glycoprotéine (P-gp), permettant d’exporter directement la molécule a I'extérieur de la
cellule. Lors de la phase | (phase de fonctionnalisation), les xénobiotiques subissent
généralement des réactions d’oxydo-réduction, faisant notamment intervenir les
cytochromes P450 (CYP). Cette phase a pour objectif de rendre la molécule plus polaire et
d’augmenter son hydrophilie facilitant ainsi son excrétion. Lors de la phase de conjugaison, la
molécule plus hydrophile est prise en charge par les enzymes de phase Il, telles que la
Glutathion S-transférase (GST). Ces enzymes ajoutent des groupements hydrophiles aux
métabolites permettant de réduire leur niveau d’hydrophobicité, facilitant ainsi leur

élimination de la cellule par les pompes d’efflux (ex : Multidrug Resistance Protein (MRP)).

Phase | Phase ll
Fonctionnalisation Conjugaison

Phaselll
Transport

XOH

Cellule

Figure 5 : Les trois phases du métabolisme des xénobiotiques.

CYP450 : cytochrome P450; GST: Glutathion S-transférase; MRP : Multi Drug Resistance
Proteins; OCT: organic cation transporter; P-gp: P-glycoprotéine; X: xénobiotique
hydrophobe; XOH et XOR : métabolites du xénobiotique plus hydrophiles.

38



3.3.2. Les cytochromes P450

Les CYP sont des hémoprotéines formant une famille de métallo-enzymes inductibles,
ayant des propriétés d’oxydo-réduction. Cette superfamille d’enzymes inductibles est
impliquée dans la bioactivation et la détoxication des xénobiotiques. Elles sont principalement
situées au niveau du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie (Manikandan and Nagini,
2018). Les CYP agissent comme des mono-oxygénases et utilisent principalement la
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) comme donneur d’électrons par
I'intermédiaire d’une cytochrome P450 réductase. La réaction d’hydroxylation par le CYP est

la suivante :

RH + NADPH + H* + 02 & ROH + NADP* + H,0.

L'activité de réduction du CYP s’effectue a travers un cycle dit catalytique (Figure 6).
Le substrat se lie au site actif de 'enzyme, a proximité du groupe héme sous forme ferrique
(Fe'") (1). Cette fixation induit un changement dans la conformation du site actif et entraine le
déplacement d’une molécule d’eau (2). Puis, le Fe'" est réduit en fer ferreux (Fe") par un
électron provenant du NADPH, un partenaire d’oxydo-réduction (3). L’étape suivante consiste
a lier le complexe ferreux, lié au substrat, a 'oxygene moléculaire (4). La liaison a I'oxygéne
conduit & un réarrangement du complexe Fe'O, pour former un complexe oxy-P450. Ce
complexe peut parfois se dissocier libérant un radical superoxyde réactif, avec un retour de
I’enzyme a son état de repos, interrompant ainsi le cycle catalytique (Denisov et al., 2005).
Puis, un deuxiéme électron, fourni par le NADPH, s’introduit dans le complexe et forme un
intermédiaire peroxoferrique (5a). Le groupe peroxo formé est rapidement protoné formant
un intermédiaire hydroperoxoferrique (5b), qui est protoné une seconde fois, a I'atome
d’oxygene distal. C’'est alors qu’une hétérolyse de la liaison O-O se produit avec la libération
d’une molécule d’eau et la formation d’une espéce de fer (IV)-oxo trés réactive (6). Pour finir,

le substrat est hydroxylé et libéré dans le cytoplasme (7) (Denisov et al., 2005).
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Figure 6 : Cycle de monooxygénation par les CYP.
(Adapté de Denisov et al., 2005).

Les CYP450 peuvent également récupérer des électrons par des cytochromes P450
réductases et les cytochromes b5 au niveau du réticulum endoplasmique (Figure 7). En effet,
le cytochrome b5 est capable de transférer les électrons provenant de la cytochrome P450
réductase ou de la cytochrome b5 réductase, par réduction du NADPH ou du NADH,
respectivement, au cytochrome P450 (Porter, 2002). De plus, la cytochrome b5 réductase et
le cytochrome b5 peuvent agir comme transporteurs d’électrons, avec le NADH comme
donneur au P450 pour I'oxydation notamment du B[a]P, indépendamment de la présence de

la cytochrome P450 réductase (Stiborova et al., 2016; Reed et al., 2018).
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Figure 7 : Voies de transfert des électrons vers le cytochrome P450 dans le réticulum
endoplasmique.
(Adapté de Porter, 2002; Riddick et al., 2013).

3.3.3. Métabolisation du B[a]P

Le B[a]P, aprés absorption et distribution dans |‘organisme, est métabolisé
principalement par le foie. Cependant, il peut étre également biotransformé dans les
poumons, le tractus gastro-intestinal et la peau. Comme tous les xénobiotiques, le B[a]P suit
les trois phases de métabolisation (Figure 5). Ces différentes réactions métaboliques
impliquent 'action d’enzymes permettant de rendre les molécules plus hydrophiles afin de
pouvoir les excréter ensuite par les voies fécale et urinaire. Cependant, ce processus peut
conduire a la formation de nombreux métabolites et notamment des métabolites
électrophiles ainsi que des Espéces Réactives de I’'Oxygene (ERO). Ces molécules réactives

étant a I'origine de la cytotoxicité du B[a]P.

3.3.3.1. Phase | ou Phase de fonctionnalisation

Lors de la phase de fonctionnalisation, le B[a]P est oxydé par différentes enzymes et
particulierement les CYP de la famille 1. Le B[a]P est capable d’induire I'expression des CYP
qui participent a son propre métabolisme via I'activation du récepteur aux hydrocarbures
aromatiques (AhR: Aryl hydrocarbon Receptor). L'activation de ce récepteur géneére la
transcription de genes cibles codant pour les CYP1A1 et 1B1. Ces deux enzymes sont les plus

importantes dans l'activation métabolique du B[a]P (Arlt et al., 2007). D’autres isoformes
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telles que le CYP1A2, 2C8, 2C9, 2C19 et 3A4 sont également impliquées dans le métabolisme
du B[a]P mais a des niveaux moins importants (Sulc et al., 2016; Shiizaki et al., 2017).
Cependant, il semblerait que le CYP1A1 et le CYP1B1 jouent des réles différents dans le
métabolisme du B[a]P. En effet, le CYP1B1 serait impliqué a la fois dans la bioactivation et la
détoxification du B[a]P alors que le CYP1A1l serait impliqué majoritairement dans la

détoxification (Shiizaki et al., 2017; Reed et al., 2018).

Durant la phase de fonctionnalisation du B[a]P, plusieurs voies de bioactivation et de
détoxification sont simultanément activées (Verma et al., 2012). Il existe quatre voies
principales entrainant la formation de métabolites réactifs : la voie du 9-hydroxy B[a]P (9-OH-
B[a]P), la voie du radical cation, la voie des o-quinones et la voie des diols-époxydes (Gelboin,
1980; Fang et al., 2001; Miller and Ramos, 2001; Sen et al., 2012) (Figure 8). Ces voies
aboutissent a la formation de métabolites réactifs pouvant induire des dommages cellulaires
par la formation d’adduits (ADN et protéines) et des ERO. La cinquiéme voie est la voie
principale de détoxification, formant des composés phénoliques ou dihydrodiols (Miller and

Ramos, 2001).

Quelles que soient les voies de bioactivation, le B[a]P est pris en charge par les CYP
puis par des Epoxydes Hydrolases (EH) et des Aldo-Kéto Réductases (AKR). Lors de la voie de
détoxification, cing époxydes sont principalement formés : 1,2-oxyde; 2,3-oxyde; 4,5-oxyde;
7,8-oxyde et 9,10-oxyde. lls subissent un réarrangement spontané non-enzymatique pour
former des phénols (Miller and Ramos, 2001). Ainsi, le 3-OH-B[a]P est le métabolite
majoritairement formé. C'est un composé non réactif qui est ensuite glucurono-conjugué
permettant son élimination. Il est retrouvé dans I'urine humaine et est ainsi utilisé comme
biomarqueur d’exposition aux HAP (cf. Chapitre A.6.1.1.2). Néanmoins, d’autres composés
phénoliques minoritaires peuvent se former : le 1-OH-B[a]P, le 6-OH-B[a]P, le 7-OH-B[a]P et
le 9-OH-B[a]P. L'isomére 9-OH-B[a]P, peut étre a l'origine de métabolites réactifs (voie du 9-
OH-B[a]P). Les époxydes peuvent également subir une hydratation en trans-dihydrodiols par
I'action d’époxydes hydrolases et former le B[a]P-9,10-trans dihydrodiol, le B[a]P-4,5-trans
dihydrodiol et le B[a]P-7,8-trans dihydrodiol.
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Figure 8 : Les principales voies du métabolisme du B[a]P.

AKR : Aldo-Kéto Réductase; B[a]P: Benzo[a]pyréne, BPDE : B[a]P-diol-époxydes; CYP:
Cytochrome P450; EH: Epoxyde Hydrolase; GST: Gluthathion S-transférase; SULT :
Sulfotransférase ; UGT : UDT-Glucuronyltransférase. (Adapté de Verma et al., 2012).

Parmi les voies de bioactivation on retrouve celle du 9-OH-B[a]P. L'époxyde B[a]P-9,10-
oxyde formé par les CYP, subit une hydroxylation spontanée pour former le 9-OH-B[a]P. Il est
ensuite métabolisé par les CYP en B[a]P-9-OH-4,5-oxyde capable d’induire des adduits a ’ADN.

Concernant la voie des diol-époxydes, qui est la voie prédominante, le B[a]P-7,8-oxyde, sous
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I'action d’EH, forme du B[a]P-7,8-trans dihydrodiol, puis est métabolisé par les CYP en 4
énantiomeres de B[a]P-diol-époxydes (BPDE), considéré comme le cancérogene ultime du
B[a]P. Par la suite, le BPDE peut étre hydrolysé en tétraols inactifs ou conduire a des
dommages de I’ADN par la formation d’adduits. Le B[a]P-7,8-trans dihydrodiol peut également
conduire a la formation de catéchol (B[a]P-7,8-catéchol) via I'action d’AKR qui, par deux
oxydations successives, forme du B[a]P-7,8-dione, correspondant a la voie des o-quinones.
Pour finir, le radical cation, un composé trés instable, est formé par oxydation d’un électron
en faisant intervenir des CYP a activité peroxydase (Cavalieri and Rogan, 1992). L’hydrolyse
spontanée du radical cation aboutit a la formation de 6-OH-B[a]P qui, par auto-oxydation, va
former trois quinones : B[a]P-1,6-dione, B[a]P-3,6-dione, et B[a]P-6,12-dione (Sen et al.,
2012). Ces quinones formées peuvent subir des réactions d’oxydo-réductions, ce qui peut
conduire a l'apparition d’hydroquinones qui elles-mémes peuvent étre retransformées en

quinones.

3.3.3.2. Phase Il ou Phase de conjugaison

La phase de conjugaison ou phase Il est médiée par les enzymes de phase Il ou
également appelées enzymes de conjugaison. Parmi ces enzymes, on retrouve les GST, les
UDP-Glucuronyl Transférases (UGT) et les Sulfotransférases (SULT) (Gelboin, 1980). Ainsi, ces
enzymes ajoutent des groupements polaires endogenes tels que le glutathion pour la GST,
I'acide glucuronique pour 'UGT et des groupements sulfates pour la SULT. De fagcon générale,
la SULT prend en charge le catéchol et les GST le BPDE. Tandis que les UGT prennent en charge
différents métabolites phénoliques du B[a]P. La conjugaison de ces groupements aux
métabolites entraine une augmentation de leur hydrophilie facilitant leur élimination et ainsi

diminuant la formation d’adduits a I’ADN.

3.3.3.3. Phase lll ou Phase de transport

Les métabolites formés a l'issue des phases | et Il sont éliminés au cours de cette phase
via des transporteurs d’efflux. Ces transporteurs permettent I'élimination des métabolites de
la cellule. Le transport des métabolites est assuré par des transporteurs membranaires de la
famille des ATP-Binding Cassette (ABC) tels que la P-gp, les MRP ou les BCRP (Breast Cancer

Resistance Protein).
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3.4. Elimination

Les B[a]P et ses métabolites sont éliminés par |'organisme principalement par le
systeme hépatobiliaire et le tractus gastro-intestinal indépendamment de la voie
d’administration (Foth et al., 1988; Vandewiel et al., 1993). L’excrétion urinaire est une autre
voie d’élimination mais reste mineure. Chez le rat, entre 4 et 12% de la dose de B[a]P
administré par voie orale est éliminé dans I'urine en 72h (Yamazaki and Kakiuchi, 1989) et 70-

75% du B[a]P et de ces métabolites sont éliminés dans les feces.

4. Voies de signalisations associées a la toxicité du B[a]P

4.1. Récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AhR)

L’AhR est un facteur de transcription appartenant a la superfamille de bHLH/PAS (basic
helix-loop-helix-PER-ARNT-SIM). Il joue un role crucial dans la régulation du métabolisme des
xénobiotiques et dans divers processus cellulaires tels que le cycle cellulaire, la fonction de
barriere épithéliale, la migration et I'adhésion cellulaires (Murray et al., 2014). AhR est activé
par de nombreuses molécules exogenes (B[a]P) mais également des molécules endogénes
(Bersten et al., 2013). Chez I’'Homme, I’AhR est ubiquitaire et particulierement exprimé dans
les poumons, le placenta, la rate, le pancréas et le foie, ainsi que dans les muscles du ceceur,
du cerveau et les muscles squelettiques (Yi et al., 2018). En plus de son rdle capital dans la
régulation du métabolisme des xénobiotiques, il est connu pour étre impliqué dans
I'inflammation, 'immunité, la reproduction, le métabolisme énergétique et le développement

(Bock, 2019).

4.1.1. Structure et partenaires de AhR

Les structures du gene et de la protéine codants pour AhR sont similaires aux autres
membres de la famille bHLH/PAS. Le géne AhR est localisé sur le chromosome 7p21 chez
I'Homme. Il est aussi hautement conservé chez les animaux (Formosa and Vassallo, 2017). La
protéine AhR est composée de 848 résidus d’acides aminés et de trois domaines fonctionnels :

le domaine bHLH, les domaines PAS et le Domaine de Transactivation (TAD) (Figure 9).
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Figure 9 : Les domaines fonctionnels de la protéine AhR et de son partenaire ARNT.

Acide : Domaine acide (glutamate/aspartate) ; Ahr : Aryl hydrocabon receptor ; ARNT : AhR
Nucleat Translocator ; LBD : Ligand Bonding Domain ; PAS : PER-ARNT-SIM ; Hsp90 : Heat
Shock Protein 90; NES: Nuclear Export Signal; NLS: Nuclear Localization Signal; Q:
glutamine ; S/T/P : sérine, thréonine et proline ; TAD : domaine de transactivation. (Adapté de
Formosa and Vassallo, 2017; Larigot et al., 2018).

Le domaine b/HLH est situé dans la région N-terminale de la protéine. Il contient les
domaines Nuclear Localization Signal (NLS) et Nuclear Export Signal (NES) qui contrdlent la
distribution d'AhR entre le cytoplasme et le noyau (lkuta et al., 2009). Les régions basiques (b)
sont impliquées dans la liaison a 'ADN et la partie HLH intervient dans I’hétérodimérisation
de AhR avec son translocateur nucléaire, AhR Nuclear Translocator (ARNT). HLH intervient
également dans la liaison avec les protéines chaperonnes, Heat Shock Protein 90 (Hsp90)
(Antonsson et al., 1995). Le domaine b/HLH est suivi par deux domaines PER-ARNT-SIM (PAS),
le domaine PAS A et le domaine PAS B. Le domaine PAS A est impliqué dans
I’hétérodimérisation entre AhR et ARNT. Quant au domaine PAS B, il possede un Ligand
Binding Domain (LBD) permettant la liaison du ligand sur ce domaine. Il est également
impliqué dans la liaison avec les protéines chaperonnes Hsp90. Dans la région C-terminale de
la protéine, le TAD joue le r6le de médiateur dans |'activation transcriptionnelle. Il est
composé de trois sous-domaines: un sous-domaine enrichi en résidus acides
(glutamate/aspartate), un deuxiéme enrichi en glutamine (Q) et un troisieme enrichi en

sérine, thréonine et proline (S/T/P). TAD est impliqué dans le recrutement de co-activateurs
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participant a la régulation de I'activité transcriptionnelle de AhR (Murray et al., 2014; Larigot

et al,, 2018).

La forme non activée de AhR est localisée dans le cytoplasme sous la forme d’un
complexe avec plusieurs protéines chaperonnes dont deux Hsp90, une co-chaperonne p23 via
I’'Hsp90, X-Associated Protein 2 (XAP2 ou appelé AIP : AhR Interacting Protein) et la tyrosine
kinase src (c-src). Ce complexe multiprotéique sert a maintenir la conformation correcte du
récepteur, a assurer la capacité de AhR a fixer les ligands et a renforcer son efficacité
transcriptionnelle. Les Hsp90 ont pour fonction de masquer I'activité de liaison a ’ADN de AhR
et de maintenir le récepteur dans une conformation permettant une affinité élevée de liaison

avec les ligands.

XAP2 est impliquée dans la stabilité du complexe entre AhR et les Hsp90. Elle participe
également au repliement et a la stabilisation de AhR, facilitant sa localisation cytoplasmique
et ainsi, empéchant sa translocation dans le noyau. De plus, elle limite la dégradation de AhR
par le protéasome. La co-chaperonne p23 protege AhR contre la dégradation due a
l'ubiquitination et assure la localisation cytoplasmique. La protéine kinase c-src (Proto-
oncogene tyrosine-protéine kinase src) participe aux premiéres étapes de I'activation de AhR
lors de la liaison au ligand et aux mécanismes non génomiques de sa signalisation
(Rothhammer and Quintana, 2019). ARNT a une structure similaire a celle de AhR (Figure 9).
Les domaines b/HLH et PAS A sont impliqués dans la dimérisation avec AhR et dans la liaison
avec I’ADN. Elle possede également un domaine TAD. Cependant, malgré la présence d'un

domaine PAS B, ARNT n'est pas capable de fixer des ligands (Larigot et al., 2018).

4.1.2. Ligands de AhR

De nombreux ligands de AhR ont été décrits dans la littérature ayant des effets
agonistes ou antagonistes. Les ligands de AhR peuvent étre classés en deux catégories : les
ligands endogénes et les ligands exogenes (Tableau 7). Les ligands exogénes comprennent les
polluants de I'’environnement tels que les HAP mais également les polychlorobiphényles (PCB)
et les dioxines halogénées. La 2,3,7,8-Tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) appelée
également dioxine, est considérée comme le ligand prototypique de AhR. La toxicité induite

par la TCDD chez 'Homme est notamment médiée par sa capacité a activer AhR. Ce polluant
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peut entrainer des lésions cutanées, des atteintes du systeme immunitaire, hépatiques,
neurologiques, des fonctions reproductives et des cancers (White and Birnbaum, 2009).
D’autres composés synthétiques tels que des pesticides (propanil) et des médicaments
(oméprazole) ainsi que des composés naturels comme les polyphénols (resvératrol), ont été
décrits comme ligands de AhR (Yi et al., 2018). Les ligands endogénes comprennent les
indigoides, les métabolites hémiques, les eicosanoides, et des dérivés du tryptophane

(Tableau 7) (Stejskalova et al., 2011).

Tableau 7 : Exemples de ligands de AhR.

Exogénes Endogénes
Composants synthétiques Composants naturels
Polluants de I'environnement Polyphénols Indigoides
HAP Resvératrol Indigo
PCB Diosmine Indirubine
TCDD Quercétine
Médicaments Alcaloides Métabolites hémiques
Oméprazole Berbérine Bilirubine
Primaquine Harmane Biliverdine
Hémine
Inhibiteurs de kinase Caroténoides Eicosanoides
PD98059 Astaxanthine Lipoxine A4
uo126 Canthaxanthine
Flavonoides synthétiques Dérivés du tryptophane
TMF Tryptamine
a-NF Acide indole-acétique
FICZ
Pesticides
Propanil
Diuron

Nouveaux ligands synthétiques
CH223191
VAF347

a-NF : a—Naphthoflavone ; CH223191 : 2-Methyl-2H-pyrazole-3-carboxylic acid (2-methyl-4-o-
tolylazo-phenyl)-amide; FICZ: 6-Formylindolo[3,2-b]Jcarbazole; HAP: Hydrocarbures
Aromatiques Polycycliques; PCB: Polychlorobiphényles,; PD98059: 2-(29-amino-39-
methoxyphenyl)-oxanaphthalen-4-one ; TCDD : 2,3,7,8-Tétrachlorodibenzo-p-dioxine ; TMF :
6,2',4'-Triméthoxyflavone ; Uuo126 : 1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-
aminophenylthio]butadiene ; VAF347 : [4-(3-Chloro-phenyl)-pyrimidin-2-yl]-(4-
trifluoromethyl-phenyl)-amine. (Adapté de Stejskalova et al., 2011; Yi et al., 2018).
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4.1.3. Activation canonique de AhR

Une fois entré dans la cellule, le ligand cytoplasmique, tel que le B[a]P, se fixe a AhR
au niveau du LBD dans le domaine PAS B. La liaison du ligand modifie la conformation de AhR
entrainant I'exposition du site de translocation nucléaire (Figure 10). Le complexe
cytoplasmique est alors transloqué vers le noyau ou il s’hétérodimérise avec ARNT provoquant
sa dissociation avec son complexe cytoplasmique. Le dimeére ainsi formé, se lie a des
séquences d'ADN spécifiques situées dans les régions promotrices de genes cibles appelées
Xenobiotic Response Element (XRE). Cette fixation active le recrutement de divers
composants de la machine transcriptionnelle et permet la transcription de nombreux genes
cibles tels que les CYP1A1, 1A2, 1B1, UGT1A1, NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 (NQO1),
Multi Drug Resistance 1 (MDR1) et Breast Cancer Resistance Protein (BRCP) (Beischlag et al.,
2008). Puis AhR est exporté hors du noyau, et est rapidement dégradé dans le compartiment
cytoplasmique par le protéasome. Parmi les génes cibles activés par AhR, AhR Repressor
(AhRR) est un facteur d’autorégulation de la voie de signalisation associée a AhR. AhRR est
induit par les ligands de AhR et en devient un compétiteur pour se fixer a ARNT. Il permet

ainsi, en ce liant a ARNT, de moduler la transcription des genes dépendants de AhR.
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Figure 10 : Activation de AhR par le Bla]P.

AhR : Aryl hydrocarbon Receptor ; ARNT : AhR Nuclear translocator ; B[a]P : Benzo[a]pyréne ;
CYP : Cytochrome P450 ; Hsp90 : Heat Shock Protein ; c-src : Proto-oncogéne tyrosine-protéine
kinase src; XAP2 : X-associated Protein 2 ; XRE : Xenobiotic Response Element. (Adapté de
Murray et al., 2014; Rothhammer and Quintana, 2019).

4.1.4. Activation non-canonique de AhR

AhR peut également activer des voies dites non-canoniques. Ces voies sont génomiques
ou non-génomiques et indépendantes de I'activation de ARNT (Figure 11). Ainsi, AhR peut
induire I'expression de genes par I'intermédiaire d’autres facteurs de transcription tels que
Nuclear factor-kappa B (NF-kB) et le récepteur aux cestrogénes alpha (ERa) (Denison et al.,
2011; Guyot et al., 2013; Jackson et al., 2015). AhR est capable de se lier avec les sous-unités

RelA et RelB (appelé également p65) de NF-kB, induisant la transcription de plusieurs
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cytokines pro-inflammatoires telles que I'interleukine-6 (IL-) et I'IL-8, et du proto-oncogéne c-

myc (Vogel and Matsumura, 2009; Chen et al., 2012).

L'activation de AhR peut également conduire a une signalisation non-génomique (Guyot
et al., 2013; Larigot et al., 2018). Il a récemment été démontré que ces voies provoquent
I’'augmentation de la concentration calcique intracytosolique (provenant a la fois du milieu
extracellulaire et du réticulum endoplasmique) et l'activation de la tyrosine kinase Src
(Matsumura, 2009; Tomkiewicz et al., 2013). L’activation de cette derniere peut également
étre accompagnée de I'activation de Focal Adhesion Kinase (FAK) qui modifie les propriétés
d’adhésion de la cellule par une perturbation des points d’adhésion focaux. L’'augmentation
du calcium (Ca?*) intracytosolique provoque I'activation de la Protéine Kinase C (PKC), qui
phosphoryle la Phospholipase A2 (PLA2) avec la production subséquente d'acide
arachidonique. L'activation paralléle des MAP kinases (Mitogen-Activated Protein kinases) par
Src entraine la transcription de la Cyclooxygénase 2 (COX2) via le facteur de trancription
Activator Protein-1 (AP-1). La COX2 utilise alors I'acide arachidonique pour produire des

prostaglandines associées a I'inflammation.

L'activation de AhR semble également affecter la structure de la membrane plasmique.
Dans les cellules endothéliales issues des artéres pulmonaires porcines, exposé au PCB77
(3,3’4,4’-Tétrachlorobiphényl), il a été démontré que la Cavéoline-1 (Cav-1) peut directement
se lier a AhR (Lim et al., 2008; Majkova et al., 2010). Dans les fibroblastes dermiques de souris,
I'activation de AhR permettrait le recrutement de la Cav-1 dans les radeaux lipidiques
participant ainsi a la migration cellulaire (Rey-Barroso et al., 2014). De plus, il a été démontré
que la signalisation non-génomique de AhR implique PAL2/Ca?* intracytosolique et I'activation
de Src/FAK (Puga et al.,, 1997; Dong and Matsumura, 2008; Tomkiewicz et al., 2013), qui
interagissent également avec la Cav-1 (Graziani et al., 2004; Patel et al., 2008; Majkova et al.,

2010).
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Figure 11 : Les voies de signalisation de AhR.

AhR : Aryl Hydrocarbon receptor ; ARNT : AhR Nuclear translocator ; B[a]P : Benzo[a]pyréne ;
[Ca ?*]i : concentration du calcium intracytosolique ; CYP : Cytochrome P450 ; Hsp90 : Heat
Shock Protein ; src: Protéine kinases src; XAP2 : X-associated Protein 2 ; X: Facteurs de
transcription. (Adapté de Holme et al., 2019a).

5. Toxicité du B[a]P

5.1. Immunotoxicité

De maniére générale, les HAP sont plutot décrits pour avoir des effets
immunosuppresseurs. Ainsi, il a été démontré que les HAP sont capables d’inhiber I'immunité
humorale et I'immunité a médiation cellulaire (Burchiel and Luster, 2001). En effet, chez la

souris in vivo et in vitro dans les splénocytes, le B[a]P inhibe la production d’anticorps par les
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lymphocytes B (White and Holsapple, 1984; Ladics et al., 1992). Une inhibition de la
production d’anticorps (IgG et IgA), a également été observée chez des travailleurs de four a
coke exposés de facon chronique aux polluants atmosphériques et notamment aux HAP
(Szczeklik et al., 1994). Les HAP sont également capables d’altérer I'immunité innée. Ainsi,
chez la souris, le B[a]P inhibe la présentation antigénique par les macrophages ainsi que leur
interaction avec les lymphocytes T (Myers et al., 1987, 1988). Chez 'Homme, in vitro, a partir
de monocytes sanguins, le B[a]P perturbe la différenciation et la maturation des cellules
dendritiques et réduit leur activité endocytaire (Laupeze et al.,, 2002). Le B[a]P pertube
également la différenciation des monocytes en macrophages, altére les propriétés
fonctionnelles de ce dernier (endocytose, phagocytose, production de Tumor necrosis factor
alpha (TNF-a ) déclenchée par le Lipopolysaccharides (LPS)) et provoque une apoptose des

macrophages humains différenciés (van Grevenynghe et al., 2003, 2004)

Parallélement a leurs effets immunosuppresseurs, selon les circonstances d’exposition
(dose et durée d’exposition), les HAP sont également capables de stimuler la réponse
immunitaire. Ainsi, le B[a]P est capable de stimuler le systéme immunitaire notamment en
augmentant la production de certaines cytokines/chimiokines telles que I'lL-8, le TNF-q, le C-
C motif chemokine Ligand 1 (CCL1) et I'IL-1B dans les macrophages humains (Lecureur et al.,
2005; N’Diaye et al., 2006; Podechard et al., 2008). De plus, les Diesel Exhaust Particles (DEP)
connus pour contenir du B[a]P, induisent une augmentation de la quantité d’IgE chez les
basophiles humains (Kepley et al., 2003). Ainsi, les HAP par leurs effets immunostimulateurs
seraient a l'origine du développement ou de l'aggravation de I'asthme et des troubles

allergiques (Pandya et al., 2002; Huang et al., 2018; Jung et al., 2012).

5.2. Cardiotoxicité

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentent la premiére cause de mortalité dans
le monde d’apres I'OMS (WHO, 2018). Les principaux facteurs de risques de MCV sont une
mauvaise alimentation, un manque d’activité physique, I'usage excessif d’alcool ainsi que le
tabagisme et la pollution atmosphérique. Le tabagisme et les polluants atmosphériques ont
été associés au développement de MCV. Il se trouve que les HAP font partie de leurs
constituants majeurs (Centers for Disease Control and Prevention (US) et al., 2010; Holme et

al., 2019b). De plus, une association positive et significative entre I'exposition aux HAP et un
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risque accru de MCV a été révélée (Poursafa et al.,, 2017). Dans certaines circonstances
professionnelles, I'exposition aux HAP a également été corrélée positivement a I'apparition
de MCV (Friesen et al., 2010; Brucker et al., 2014). Ainsi, un taux élevé de marqueurs du risque
de MCV (homocystéine®, High Density Lipoprotein (HDL)) et cholestérol) a été constaté chez
les ramoneurs, connus pour étre exposé aux HAP (Alhamdow et al., 2017). Chez des
travailleurs du bitume, il a été signalé un lien entre le niveau quantitatif d’exposition a long
terme aux HAP et le risque de décés par cardiopathie ischémique (Burstyn et al., 2005). Il a
également été démontré qu’une exposition in utero au B[a]P, chez la souris, entraine des
malformations cardiovasculaires chez les foetus (Jules et al.,, 2012). Les maladies
coronariennes, notamment |'athérosclérose, les maladies artérielles périphériques et les
infarctus du myocarde sont des MCV qui ont été associées aux HAP (Gustavsson et al., 2001;

Curfs et al., 2004; Burstyn et al., 2005; Xu et al., 2013).

Les cellules endothéliales sont des barriéres biologiques permettant le maintien de
I’'homéostasie vasculaire (Gerde, 2001; Bostrom et al., 2002). Du fait de leur caractére
lipophile, les HAP ont la capacité de traverser cette barriére et d’entrer dans la circulation
sanguine. |l apparait donc que les HAP peuvent étre présents dans la circulation sanguine sans
avoir subi de métabolisation et que les cellules endothéliales sont des cibles privilégiées pour

ces molécules.

Il est d’ailleurs reconnu que les HAP favorisent I'apparition de MCV notamment via un
dysfonctionnement de I'endothélium, favorisant I'apparition de MCV (Ji et al., 2013b; Holme
et al., 2019b). Les HAP comme le B[a]P sont considérés comme des facteurs d’initiation de
I’athérosclérose et participent a I'augmentation du volume des plaques athéromateuses.
Plusieurs mécanismes ont été associés a ces phénoménes notamment : la perturbation de la
vasomotricité, le dysfonctionnement endothélial (via la production d’ERO), 'augmentation de
I'adhésion des monocytes a la surface des cellules endothéliales, I'apparition des
macrophages spumeux (ce qui entretient I'état inflammatoire) et la prolifération des cellules

musculaires lisses (Ou and Ramos, 1992; Ramos and Parrish, 1995; Yang et al., 2009).

6 Homocystéine : acide aminé soufré produit au cours du métabolisme de la méthionine. Une augmentation
modérée de I'homocystéine plasmatique est associée a I'augmentation du risque de maladies coronariennes.
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5.3. Cancérogénicité
5.3.1. Chez I’animal

Le B[a]P est un cancérogene a la fois local et systémique. Il induit des tumeurs chez
toutes les espéces étudiées (souris, rat, hamster, cobaye, lapin, canard et triton) quel que soit
le mode d’exposition (orale, cutanée, inhalation, intratrachéale, intrabronchique, sous-
cutanée, intrapéritonéale, intraveineuse). Il a clairement été établi que le B[a]P induit des
tumeurs malignes dans les poumons, la trachée, le larynx, le pré-estomac’ (rongeurs), le foie,

les tissus lymphoides, la peau, les glandes mammaires et le sarcome (IARC, 2010).

5.3.2. Chez ’'Homme

Chez ’'Homme, les HAP augmentent la survenue du cancer du poumon, de la vessie et
de la peau (Armstrong et al., 2004; Bolt, 2014; Stenehjem et al., 2017). De nombreuses études
épidémiologiques ont montré une association significative entre I’exposition aux HAP en
milieu professionnel et ces cancers chez I’'Homme. Les tableaux 16 bis et 36 bis des maladies
professionnelles établies par I'Institut National de Recherche et de Sécurité (IRNS), listent
plusieurs cancers liés a I'exposition aux HAP notamment dans l'industrie des dérivés de la
houille, de la suie issue de la combustion du charbon et de certains dérivés pétroliers. Par
ailleurs, les HAP sont fortement suspectés de participer a I'incidence d’autres cancers tels que
les cancers colorectaux, du larynx, de I'estomac, de I'cesophage, du rein, de la prostate, du
pancréas, du sein et du foie (EFSA, 2008; IARC, 2010). Toutefois, des études complémentaires
sont nécessaires pour confirmer I'implication des HAP dans la survenue de ces cancers chez

’'Homme.

5.3.3. Cancérogenése et B[a]P

La cancérogenése est un processus décrit en 3 étapes: la phase d'initiation, la
promotion et la progression (Figure 12). Le B[a]P, ayant des effets reconnus sur les différentes

étapes de ce processus, est un cancérogene complet (Hardonniére et al., 2017).

7 Partie proximale de I'estomac, site de digestion bactérienne
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Figure 12 : Etapes de la cancérogenése.
(Adapté de Siddiqui et al., 2015).

La phase d’initiation correspond a I'altération ou a la modification d’une seule cellule
induite notamment par un agent génotoxique tel que le B[a]P, et provoque des changements
génétiques. Suite au métabolisme du B[a]P, des métabolites hautement réactifs tels que le
BPDE sont générés. Ce métabolite électrophile est connu pour réagir avec I’ADN et former des
adduits a I’ADN volumineux, principalement le BPDE-N2-désoxyguanoside. Les espéces
réactives issues du métabolisme du B[a]P peuvent entrainer des dommages a I’ADN avec pour
conséquences des anomalies chromosomiques, dans le cas ou celles-ci ne sont pas pris en
charge par les systémes de réparation de ’ADN ou peuvent bloquer la réplication de ’ADN
entrainant la mort cellulaire (Gu et al., 2008; Zhu et al., 2008). Ces changements conduisent a
des mutations de génes pouvant entrainer une dérégulation des voies de signalisation

associées a la prolifération cellulaire et I'lapoptose.

L’étape de la promotion est considérée comme un processus relativement long ou les
cellules prénéoplasiques, résistantes a I'apoptose, s’accumulent. Lors de cette étape, des
signaux de survie peuvent intervenir. Cependant, I'apoptose peut également participer a la
cancérogeneése et favoriser la promotion des cellules. En effet, I'induction de I'apoptose peut

aboutir a une prolifération compensatoire des cellules voisines (Ichim and Tait, 2016).

L’étape finale est la progression, ou des changements génétiques et phénotypiques
supplémentaires peuvent se produire dans les cellules néoplasiques. Ces changements
impliquent une augmentation rapide de la taille de la tumeur et permettent aux cellules
d’acquérir un potentiel invasif et métastatique. Ces phénoménes sont favorisés par
I'angiogenese tumorale. Les cellules acquiérent la capacité de migrer au travers de la paroi
des vaisseaux sanguins ou lymphatiques et atteignent la circulation sanguine conduisant a leur

dissémination dans I'organisme. |l est intéressant de constater que le B[a]P a été associé a la
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migration, l'invasion des cellules in vitro et in vivo, et I'angiogenése tumorale mais également
a la Transition Epithéliale Mésenchymateuse (EMT) (Ba et al., 2015; Wang et al., 2018). 'EMT
est un processus au cours duquel les cellules acquiérent un potentiel malin, par l'activation
des voies de signalisation impliquées dans la migration et I'invasion cellulaires (Huber et al.,
2005). L’exposition au B[a]P de cellules de carcinome hépatocellulaire s’accompagne de
I'apparition des marqueurs de cette transition : induction de I'expression de Zinc finger
protein SNAI1 (SNAIL), de Zinc finger protein SNAI2 (Slug), de la vimentine et de la N-cadhérine

et de I'inhibition de I'expression de la d’E-cadhérine.

5.4. Reprotoxicité et tératogénicité

Le B[a]P peut entrainer des atteintes des organes de la reproduction chez les animaux
aboutissant a sa classification 1B : reprotoxique selon le reglement européen CLP. Chez
I'animal, il a été observé une diminution du poids des testicules, de I'épididyme, des vésicules
séminales et de la prostate (Reddy and Reddy, 2016). |l a également été signalé une diminution
de la production de spermatozoides et des taux sériques de testostérone ainsi qu’une
diminution de la fertilité transgénérationnelle chez les souris males et femelles (Jurisicova et

al., 2007; Mohamed et al., 2010).

Chez les hommes, le B[a]P diminue le nombre de spermatozoides, altére leur
morphologie, leur motilité, I'intégrité de la chromatine (adduit a ’ADN) et induit un stress
oxydatif contribuant a l'infertilité masculine (Ji et al., 2013a; Jeng et al., 2015; Conti et al.,
2017; Alamo et al., 2019). Il existe peu d’étude sur I'effet des HAP et la fertilité chez la femme
(Bolden et al., 2017). Cependant, des travaux épidémiologiques indiquent que |'exposition a
la fumée de cigarette, contenant de nombreux HAP, réduit la fertilité et induit une ménopause
plus précoce (Sharma et al., 2013; Oboni et al., 2016). D’autres investigations suggerent que
les HAP ont la capacité d'affecter les systemes endocriniens et peuvent augmenter la
8

prévalence de maladies de la reproduction telles que le Syndrome des Ovaires Polykystiques

(SOPK) et la dysplasie cervicale® (Scheurer et al., 2014; Yang et al., 2015; Zhang et al., 2016).

8Syndrome des Ovaires Polykystiques (SOPK): Déséquilibre hormonal pouvant entrainer des troubles de la
fertilité, de la pilosité (hirsutine) ainsi que des complications métaboliques (diabétes).
% Dysplasie cervicale : modification anormale des cellules présentes au niveau du col de I'utérus.
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L’exposition in utero aux HAP peut entrainer des malformations foetales et I'apparition
de pathologies chez I'enfant. En effet, le B[a]P est connu pour traverser le placenta quel que
soit le mode d’exposition et ainsi atteindre le foetus (Karttunen et al., 2010). Une exposition
in utero aux HAP induit une diminution de la taille et du poids de naissance (Duarte-Salles et
al., 2010, 2012). L'exposition professionnelle de la mere aux HAP a été associée a I'apparition
de gastroschisis'® et a un risque accru de fente labiale!! avec ou sans fente palatine!? chez
I’enfant (Lupo et al., 2012; Langlois et al., 2013). De plus, ils sont suspectés d’induire une
craniosynostose!? et auraient des effets néfastes sur le développement cognitif des enfants
des I'age de 5 ans, dont une diminution de 3,8 points de quotient intellectuel (Ql) (Edwards et

al., 2010; Perera et al., 2011; O’Brien et al., 2016).

6. Biosurveillance des HAP

La biosurveillance humaine des expositions aux polluants de I'environnement suscite un
grand intérét en santé publique environnementale (Salines, 2012). Cette surveillance permet
d’évaluer les risques sanitaires encourus et fournit des bases scientifiques nécessaires a la
prévention et a la réduction de I'exposition. Elle repose sur la mesure d’indicateurs appelés
biomarqueurs. Chez I'Homme, ces mesures s’effectuent principalement dans les fluides
biologiques (urine, sang, lait maternel, air expiré), du fait de leur caractére peu ou non-invasif,

mais également dans les cheveux et les ongles.

L’OMS définit les biomarqueurs comme “toute substance, structure ou processus pouvant
étre mesuré dans le corps humain ou les matrices biologiques, susceptibles d’influencer ou de

prédire I'incidence ou I'apparition d’une maladie” (WHO, 2001). Elle a proposé de classer les

10 Gastroschisis ou laparoschisis : Défaut congénital de développement de la paroi abdominale entrainant chez
le feetus une déhiscence plus ou moins étendue en hauteur, entre les muscles droits de I'abdomen, avec
éviscération : extériorisation des visceres abdominaux (intestin gréle et foie).

1 Fente labiale : Malformation congénitale qui atteint le plus souvent la lévre supérieure latéralement et peut
s’accompagner de fente maxillopalatine.

12 Fente palatine : Malformation de la face résultant d’un défaut de soudure des bourgeons maxillaires supérieurs
avec le processus intermaxillaire du bourgeon ethmoidofrontal au niveau de la gencive et de la lévre et d’'un
défaut de réunion des processus palatins des deux bourgeons maxillaires supérieurs qui forment le palais osseux.
13 Craniosynostose : Ossification et soudure prématurées des synfibroses du crane chez le nouveau-né et le
nourrisson entrainant des déformations du crane, d’aspect variées selon les sutures intéressées et leur précocité,
et des complications cérébrales et sensorielles par compression cérébrale.
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biomarqueurs en trois catégories: biomarqueur d’exposition, biomarqueur d’effet et

biomarqueur de sensibilité ou de susceptibilité.

- Un biomarqueur d’exposition est une substance exogéne, un métabolite primaire ou
la réponse a une interaction entre un xénobiotique et une molécule ou cellule-cible, mesurée
dans un compartiment de I'organisme.

- Un biomarqueur d’effet est une altération biochimique, physiologique,
comportementale ou autre, mesurable dans un organisme, qui, selon son ampleur, peut étre
reconnue comme étant associée a une atteinte confirmée ou possible de I'état de santé ou a
une maladie

- Un biomarqueur de sensibilité ou de susceptibilité est un indicateur de la capacité
innée ou acquise d’un organisme a répondre a I'exposition a un xénobiotique spécifique.

Ces différents biomarqueurs sont utilisés comme indicateurs d’événements susceptibles
d’affecter la santé d’un individu. lls représentent les étapes successives allant d’une exposition
a une dose interne, d’une dose interne a une dose biologique efficace (biomarqueurs
d’exposition), d’un effet biologique précoce a I'altération d’une fonction biologique pouvant
entrainer une pathologie (biomarqueurs d’effets). De plus, certains biomarqueurs permettent
d’évaluer la sensibilit¢ de lindividu aux effets d’'une exposition (biomarqueurs de
sensibilité/susceptibilité) (Figure 13).

La recherche et la découverte de biomarqueurs d’exposition et/ou d’effets d’un risque de
développer des pathologies, sont des enjeux clés vers le développement d’une médecine
préventive et personnalisée. Le développement de ces biomarqueurs est dépendant de
I’acquisition de connaissance (génomique, protéomique....), du développement de nouvelles
technologies (sensible, spécifique, rapide et économique) nécessaire a leurs identifications et
leurs quantifications. Dans cette partie, nous nous focaliserons sur les biomarqueurs des HAP

retrouvés chez 'Homme.
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Figure 13 : Biosurveillance de I’exposition a la pathologie avec les trois types de biomarqueurs.
(Adapté d’Angerer et al., 2007; Vicens, 2015).

6.1. Biomarqueurs d’exposition

Les biomarqueurs d’exposition peuvent étre divisés en deux catégories: les

biomarqueurs de dose interne et les biomarqueurs de dose efficace (Figure 13).

Les biomarqueurs de dose interne indiquent I’exposition d’un composé particulier en
mesurant ce composé ou ses métabolites dans I'organisme (Timbrell, 1998). Dans le cadre de
la surveillance biologique de I'exposition aux HAP, la dose interne est majoritairement évaluée
par le dosage de métabolites urinaires issus de la métabolisation du pyréne, du B[a]P, du

naphtalene, du phénanthréne et du fluoréne (Tableau 8).

En ce qui concerne les biomarqueurs de dose efficace, ils indiquent I'interaction des

HAP ou de leurs métabolites avec une cible biologique, tels que I’ADN ou les protéines, ou leur
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effet nocif sur une molécule biologique (Timbrell, 1998). Cependant, ils sont également
considérés comme des biomarqueurs d’effets, s’ils sont capables d'induire des mutations

conduisant a des pathologies telles que le cancer (Miraglia et al., 2004).

Tableau 8 : Métabolites urinaires utilisés comme biomarqueurs d’expositions aux HAP.

HAP Métabolites urinaires
Pyréne 1-hydroxypyréne 1-OH-PYR
1,6-dione-pyréne P16D
1,8-dione-pyréne P18D
Benzo[a]pyréne 3-hydroxybenzo[a]pyréne 3-OH-B[a]P
B[a]P-Tétraol 7,8,9,10-0OH-B[a]P
Naphtaléne 1-naphtol 1-OH-NAP
2-naphtol 2-OH-NAP
1,2-dihydroxynaphtaléne 1,2-DHN
Phénanthréne 1-hydroxyphénanthréne 1-OH-PHE
2-hydroxyphénanthréne 2-OH-PHE
3-hydroxyphénanthréne 3-OH-PHE
4- hydroxyphénanthrene 4-OH-PHE
9- hydroxyphénanthréne 9-OH-PHE
1,2-diol-Phénanthréne 1,2-PHED
Fluoréne 1-hydroxyfluoréne 1-OH-FLU
2-hydroxyfluoréne 2-OH-FLU
3-hydroxyfluoréne 3-OH-FLU
9- hydroxyfluoréne 9-OH-FLU

6.1.1. Biomarqueurs de dose interne
6.1.1.1. Biomarqueurs du pyréne

Le pyréne est présent dans la plupart des mélanges de HAP et représente 2 a 10% des
HAP totaux (Kim et al., 2013). Le 1-hydroxypyréne (1-OH-PYR) est le principal métabolite
urinaire du pyrene (90%). Il possede une demi-vie moyenne d'environ 18 a 20 heures aprés

inhalation du pyréne. C'est le biomarqueur le plus utilisé dans la surveillance des expositions
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professionnelles (SBEP) aux HAP. Il est présent en grande quantité dans les urines (de I'ordre
du pg.L?), ce qui rend sa quantification plus aisée (Castano-Vinyals, 2004; Nikolova-Pavageau
and Pilliere, 2018). Ce métabolite urinaire est couramment recherché chez les travailleurs
exposés aux HAP, chez les fumeurs et dans la population générale exposée a la pollution
atmosphérique. Le tabagisme, I'alimentation et le style de vie, influencent la concentration de
1-OH-PYR urinaire. Les fumeurs ont environ deux fois plus de 1-OH-PYR dans les urines que
les non-fumeurs (Kim et al., 2013). Il est dosé par chromatographie liquide a haute
performance avec détection par fluorescence (HPLC-FLD) et/ou chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS). Il reflete I'exposition au pyréne mais
également |'exposition aux mélanges de HAP. Cependant, le 1-OH-PYR ne reflete pas
I’exposition aux HAP cancérogénes tels que le B[a]P. De plus, le rapport B[a]P/pyréne varie
selon la source d’émission (Gendre et al., 2002; Lafontaine et al., 2004). Certaines études ont
proposé d’utiliser d’autres métabolites du pyréne comme biomarqueurs chez les
professionnels et dans la population en général. En effet, la présence d’autres métabolites
urinaires du pyréne chez les animaux a amené a étudier leur potentielle utilisation comme
biomarqueur. C'est le cas du 1,6-dione-pyréne (P16D) et du 1,8-dione-pyrene (P18D) (Ruzgyte
et al., 2005; Seidel et al., 2008). Ces deux quinones sont formées a partir du 1,6-
dihydroxypyréne (1,6-DiOH-PYR) et du 1,8-dihydroxypyréne (1,8-DiOH-PYR) respectivement
(Lotz et al., 2016). Ces derniers sont issus d’une oxydation du 1-OH-PYR (Figure 14). Ainsi, ils
sont suscetibles de fournir des informations supplémentaires sur les voies métaboliques et
sur I'exposition interne au PYR. Toutefois, des études supplémentaires sont nécessaires pour

confirmer l'utilisation en routine du P16D et du P18D comme biomarqueurs d’exposition.
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Figure 14 : Métabolisme du pyréne en 1-hydroxypyréne (1-OH-PYR) et son oxydation ultérieure
en pyréne-1,6- et 1,8-quinone par l'intermédiaire du 1,6- et 1,8-dihydroxypyrénes (DiOH-PYR).
(Adapté de Lotz et al., 2016).

6.1.1.2. Biomarqueurs du B[a]P

Dans les années 2000, le dosage du 3-OH-B[a]P, le principal métabolite monohydroxylé
du B[a]P a été développé. Le 3-OH-B[a]P présente I'avantage d’étre plus représentatif des HAP
cancérogenes et permet I'évaluation de I'exposition aux substances cancérogenes chez les
travailleurs (Lafontaine et al., 2004; Barbeau et al., 2014). Cependant, ce métabolite est
présent en faible quantité dans les urines, de I'ordre du ng.L, contrairement au 1-OH-PYR,
nécessitant des techniques analytiques plus sensibles. La faible teneur de ce métabolite dans
les urines est notamment due au métabolisme du B[a]P (cf. Chapitre A. 3.3.3) qui produit de
nombreux composés (phénols, diols, quinones) mais également de la faible présence du B[a]P
en suspension dans I'air et de son élimination hépatobiliaire par I'organisme (Barbeau et al.,
2014). Chez le rat, le 3-OH-B[a]P urinaire ne représente que 0,21% de la dose administrée de
B[a]P par voie intraveineuse (Marie et al., 2010). L'analyse de ce métabolite s’effectue
notamment par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a triple

quadripdles (LC/MS/MS). Ce biomarqueur présent en faible quantité dans les urines est moins
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pertinent pour estimer les faibles expositions, notamment lors d’expositions
environnementales ol les concentrations urinaires n’ont pas été systématiquement détectées
(Leroyer et al.,, 2010). De plus, le 3-OH-B[a]P représente la voie de détoxification du
métabolisme du B[a]P. Ainsi, le dosage des B[a]P-tétraols, dont le (t)trans-anti-7,8,9,10-
tétrahydroxy-7,8,9,10-tétrahydrobenzo[a]pyréne (7,8,9,10-OH-B[a]P) issu de I’hydrolyse du
BPDE considéré comme le cancérogene ultime du B[a]P, a récemment été proposé pour étre
utilisé comme biomarqueur (Simpson et al., 2000; Hecht and Hochalter, 2014; Barbeau et al.,
2018). Le 7,8,9,10-OH-B[a]P semble étre un biomarqueur d’exposition pertinent et serait lié a

la proportion de B[a]P impliqué dans la voie du BPDE cancérogéene.

6.1.1.3. Biomarqueurs du naphtaléne

Le naphtaléne est majoritairement retrouvé en phase gazeuse dans I’environnement
et fait partie des constituants majeurs des mélanges d’HAP dans l'air. Il est également trés
bien absorbé par voie cutanée. Ainsi, le dosage des 1- et 2-naphtols (1- et 2-OH-NAP) urinaires,
métabolites du naphtaléne est I'un des biomarqueurs les plus utilisés. Il permet d’évaluer
I’exposition par voie respiratoire et cutanée chez les professionnels, mais également dans la
population générale pour des expositions liées a la circulation automobile, domestiques et
chez les nourrissons exposés a la naphtaline (Serdar et al., 2004; Orjuela et al., 2012). Les
concentrations de 1- et 2-OH-NAP urinaires sont corrélées a I'exposition au naphtaléne
mesuré dans |'air indépendamment de I'apport en HAP par I'alimentation (Li et al., 2010).
Toutefois, le tabagisme est un facteur a prendre en compte. Chez les fumeurs, les
concentrations en OH-NAP peuvent étre considérablement augmentées. De plus, le niveau de
2-OH-NAP peut étre affecté par le polymorphisme génétique notamment du CYP2E1 (Nan,
2001). Dans le but d’améliorer I'évaluation du risque induit par I'exposition au naphtaléne
chez 'Homme, il a été proposé d’utiliser le 1,2-dihydroxynaphtaléne (1,2-DHN) urinaire
comme biomarqueur (Klotz et al., 2011). Ce dernier étant le précurseur de la 1,2-
naphtoquinone connue pour induire des dommages a I'ADN (Kapuci et al., 2014). Malgré une
méthode de dosage qui reste a étre améliorée (stabilité des étalons), le 1,2-DHN s'est révélé
étre un biomarqueur plus sensible que le 1- et 2-OH-NAP pour une exposition interne au

naphtalene.
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6.1.1.4. Biomarqueurs du phénanthréne

L’exposition au phénanthréne est principalement évaluée par le dosage urinaire de ses
métabolites monohydroxylés : le 1-, 2-, 3-, 4- et 9-hydroxyphénanthrénes (1-, 2-, 3-, 4- et 9-
OH-PHE). Les teneurs en OH-PHE semblent étre influencées par le tabagisme, I'alimentation
et soumis a de larges variations individuelles. Cependant, ces teneurs semblent étre corrélées
a I'exposition du phénanthréne atmosphérique et aux HAP totaux (Forster et al., 2008). Les
phénanthrenes-diols (PHED), des métabolites dihydroxylés, dont le 1,2-diol-PHE (1,2-PHED),
sont également a I'étude pour étre utilisés comme biomarqueurs. Le 1,2-diol-PHE urinaire
semble étre un biomarqueur de I'exposition atmosphérique au phénanthréne et serait donc

potentiellement intéressant pour évaluer les expositions professionnelles (Seidel et al., 2008).

6.1.1.5. Biomarqueurs du fluoréne

Le fluoréne, comme le phénanthréne, est un HAP gazeux qui est retrouvé dans les
mélanges atmosphériques. Ainsi, ses métabolites sont considérés comme de bons
biomarqueurs de I'exposition professionnelle aux HAP gazeux (Rossbach et al., 2007; Li et al.,
2010; Barbeau et al., 2014; lamiceli et al., 2019). Les métabolites du fluorene utilisés sont les
1-, 2-, 3- et 9-hydroxyfluorénes (1-, 2-, 3-, et 9-OH-FLU). Ces métabolites semblent étre
corrélés a I'exposition au fluoréne et aux HAP totaux cependant ils sont influencés par le

tabagisme.

6.1.2. Biomarqueurs de dose efficace
6.1.2.1. Adduits d'ADN

La biotransformation des HAP génere de nombreux métabolites électrophiles
hautement réactifs. Ces métabolites sont capables d’interagir avec I’ADN et forment des
adduits a ’ADN pouvant conduire a des mutations a I’origine de la cancérogenése (cf Chapitre
A. 5.3.). De nombreuses études épidémiologiques ont associé I'exposition aux HAP et
I’'augmentation des adduits a ’ADN (Perera, 2000; Perera et al., 2005; Taioli et al., 2007). Dans
une population exposée a la pollution atmosphérique a Ostrava (République tchéque), il a été
observé que I'exposition au B[a]P augmente considérablement les niveaux d’adduits a I’ADN

dans les lymphocytes circulants (Rossner et al., 2013). Cependant, les niveaux d’adduits a
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I’ADN peuvent étre dépendants d’autres facteurs tels que I'age, le tabagisme, I'alimentation

et les polymorphismes génétiques (Shinozaki et al., 1999; Godschalk et al., 2003).

Parmi les métabolites du B[a]P a I'origine de la formation d’adduits a I’ADN, le BPDE
réagit principalement avec I’ADN au niveau de son carbone 10 avec le groupement amine N2
de la désoxyguanoside (dG-N2-BPDE) et/ou avec le groupement N6 de la désoxyadénosine
(dA-N®-BPDE) (Ewa and Danuta, 2017). Des adduits mineurs peuvent également se former
avec le groupement amine d’une désoxycytidine et le groupement N7 de la désoxyguanoside
(Xue and Warshawsky, 2005). Le radical cation, quant a lui, se lie a N7 ou au C8 des purines
pour former des adduits instables et générer des sites apuriniques dans I'ADN par

dépurination spontanée.

La détection et la mesure de ces adduits a I’ADN sont utilisées comme biomarqueurs
d’exposition et/ou d’effet des HAP cancérogenes. Les adduits a I’ADN sont évalués et
guantifiés dans de nombreux tissus humains. Cependant, la plupart des études privilégient les
globules blancs du fait de leur accessibilité et les tissus pulmonaires, une voie d'entrée

importante des HAP (Povey, 2000).

Trois approches méthodologiques sont principalement utilisées pour évaluer les
adduits a I’ADN causés par les HAP : |la spectrométrie de masse (MS et AMS (spectrométrie de
masse par accélérateur)), les méthodes immunologiques (ELISA et immunohistochimie) et le
marquage au P32 (Tableau 9). Elles se distinguent par leur sensibilité, leurs spécificités et le
co(t de I'instrumentation. Le marquage au P3? permet de déterminer le profil d’adduit a ’ADN
mais ne permet pas de déterminer la structure des adduits et posséde une faible spécificité.
L’ELISA et l'immunohistochimie sont des méthodes qui utilisent des anticorps pour identifier
des adduits d'ADN dans des échantillons d'ADN ou dans des tissus. La détection des différents
adduits est limitée par la disponibilité des anticorps spécifiques et ne permettent pas de
découvrir de nouveaux adduits. En outre, les anticorps utilisés ne sont pas forcément
spécifiques d’un seul type d’adduit. La spectrométrie de masse est la méthode la plus
spécifique et permet d’identifier la structure de l'adduit. Cependant, cette technique
nécessite une instrumentation complexe et colteuse. D’autres méthodes d’analyses sont
également utilisées pour la détection d’adduits a I’ADN, telles que I'HPLC-FLD, la GC-MS et la

chromatographie couplée a la spectrométrie de fluorescence synchrone (HPLC-SFS).
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Tableau 9 : Méthodes de détection des adduits a I'ADN dérivés des HAP.
Adapté de Poirier, 2004, 2016; Himmelstein et al., 2009).

Sensibilité Quantité
Méthodes (adduits/ d’ADN requise  Spécificité Avantages Limites
nucléotides) (ne)

Marquage P3? 1/10° 1-5 Faible Faible quantité d'ADN; Radioactivité élevée;
sensible et polyvalent; spécificité; Absence
instruments peu co(iteux d’'informations

structurelles

ELISA 3/10° 3-25 Modérée Anticorps dirigés contre un  Nécessite des
adduit a I’ADN spécifique; anticorps; Risque de
quantification par courbe réactivité croisée
standard; trés sensible;
haut débit ; économique

Immuno- 1/108 Cellules fixées Modérée Permet la localisation de Faible identification;

histochimie I"adduit; robuste et facile; semi-quantitatives;
haut débit informations

structurelles limitées

Spectrométrie 0,3 /108 5-100 Absolue Identification structurelle; Nécessite des

de masse quantification possible standards; co(it de

(MS) |'appareillage

Spectrométrie 6/10% 100 Haute Sensibilité élevée; Nécessite 1*C/?H;

de masse par identification radioactive absence d’information

Accélérateur structurelles; rareté et

(AMS) colt de 'appareillage

6.1.2.2. 8-oxiGua et 8-oxodG

Outre la formation de métabolites réactifs, I'exposition aux HAP entraine la formation
d’ERO (ex : radical hydroxyle). Ces ERO sont capables d’altérer ’ADN par I'oxydation des bases
et ainsi générer des mutations lorsque celles-ci ne sont pas prises en charge par les
mécanismes de réparation de 'ADN. Le produit de dommage oxydatif le plus couramment
retrouvé est I'oxydation de la guanine qui génére la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua) et
son désoxynucléoside, la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodG). Cette Ilésion
provient de l'oxydation directe de la guanine dans I'ADN double brin au niveau du carbone 8
ou indirectement par I'oxydation de la désoxyguanosine triphosphate (dGTP), issue du pool
de nucléotides de la cellule, en 8-oxo-2’-deoxy-guanosine-5’-triphosphate (8-oxo-dGTP)
(Figure 15). La 8-0x0-dGTP peut étre incorporée dans I’ADN par une ou plusieurs polymérases
lors de la réplication ou de la réparation de I’ADN. Ainsi, la 8-oxoGua et la 8-oxo-dGTP peuvent
entrainer des mutations de transversion (GC>TA) lors de la réplication de I’ADN, si elles ne
sont pas prises en charge par I'oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1). De plus, des systemes
de réparation tels que NER (Nucleotide Excision Repair) et MMR (Mismatch Repair),
interviennent également dans la libération de la 8-oxoGua. OGG1 est une enzyme qui permet

la libération de la 8-oxoGua de I’ADN par excision. La 8-oxoGua est alors éliminée de la cellule
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et rejoint la circulation sanguine pour finir par étre excrétée dans les urines. Lorsque I’8-oxo-
GTP n’est pas incorporée a I'ADN, elle est hydrolysée en 8-oxo-7,8-dihydro-2’-
deoxyguanosine5’-triphosphate (8-oxodGMP) par I'’enzyme MTH1 (MutT Homologue 1). Sent
suit une hydrolyse de la 8-oxodGMP par une activité nucléotidase en 8-oxo-dG permettant
son élimnation dans les urines (Evans et al., 2010).

Ainsi, le dosage des bases oxydées telles que la 8-oxodG et la 8-oxoGua, est utilisé
comme biomarqueur afin d’évaluer les dommages causés par le stress oxydant. L’exposition
de la pollution atmosphérique et de la fumée de tabac a été associée a I'excrétion urinaire de
la 8-oxoGua (Loft et al., 2012). Chez les personnes travaillant dans les fours a coke, le taux de
8-0x0-dG urinaire a été corrélé de facon dose-dépendante a I'exposition professionnelle aux

HAP (Kuang et al., 2013).

Pool de nucléotides

-2 -

7 dGTP gy

. X\
St MTH1
- y
8-oxo0-dGMP

Nucléotidases

A4
8-oxoGua 8-oxo-dG

Urines

Figure 15 : Formation de 8-oxoGua et de la 8-oxo-dG urinaires.

dGTP : désoxyguanosine triphosphate ; MMR : mismatch repair ; MTH1 : MutT Homologue 1 ;
NER : nucleotide excision repair ; OGG1 : oxoguanine DNA glycosylase 1 ; OH : radical
hydroxyle ; 8-oxodG : 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine ; 8-oxodGMP : 8-oxo-7,8-dihydro-
2’-deoxyguanosine5’-triphosphate ; 8-oxo-dGTP : 8-oxo0-2’-deoxy-guanosine-5’-triphosphate ;
8-oxoGua : 8-oxo-7,8-dihydroguanine. (Adapté de Loft et al., 2012; Kasai, 2016).

Les dosages de la 8-oxoGua et de la 8-oxodG sont effectués dans les urines et dans
I’ADN des leucocytes. La détection et I'analyse des produits oxydés par la guanine sont
réalisées par des approches chromatographiques (HPLC-détection électrochimique, GC-MS et

LC/MS/MS), des méthodes immunologiques (ELISA et immunohistochimie), par le marquage
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au P32 ou par l'élimination de 8-oxodG a l'aide de la Formamidopyrimidine DNA N-

glycosylase'* (FPG) (Poblete-Naredo and Albores, 2016).

6.1.2.3. Adduits aux protéines

Les métabolites des HAP sont également capables de former des adduits aux protéines.
Le BPDE forme une liaison au niveau de son carbone 10 avec I’"hémoglobine, au niveau de
I’aspartate®’ et avec I'albumine sérique au niveau de I'aspartate’#” et du glutamate'® (Boysen
and Hecht, 2003). Les adduits protéiques ont I'avantage d’étre relativement plus stables que
les adduits a I’ADN et ne sont pas éliminés par des processus de réparation, les rendant
intéressants comme biomarqueurs de dose efficace. Les méthodes d’analyses généralement
utilisées pour étudier les adduits protéiques sont la technique ELISA et les techniques
chromatographiques (HPLC-FP et GC-MS). Par ailleurs, les adduits protéiques du type B[a]P
sont bien corrélés avec le tabagisme, mais les niveaux d'adduits n’ont montré qu'une faible
association avec I'exposition environnementale aux HAP (Omland et al., 1994; Scherer et al.,

2000).

6.2. Biomarqueurs d’effets

Les marqueurs d’effets associés a I'exposition aux HAP comprennent les aberrations
chromosomiques, les micronoyaux et les échanges de chromatides sceurs. Il a été rapporté
dans les cancers de la vessie, que le BPDE induisait des aberrations dans la région
chromosomique 9p21 des lymphocytes humains circulants. Ainsi, le 9p21 pourrait étre
envisagé comme biomarqueur des cancers de la vessie induits par les HAP (Gu et al., 2008). Il
a également été démontré que le BPDE était impliqué dans les délétions du chromosome 3p
et pourrait servir de marqueur de susceptibilité dans les carcinomes rénaux (Zhu et al., 2008).
Chez les travailleurs du goudron de houille exposé aux HAP, un nombre accru de micronoyaux
a été retrouvé dans les cellules épithéliales buccales (Giri et al., 2012). Chez les travailleurs de
I'asphalte (bitume), une augmentation significative des chromatines sceurs et des
micronoyaux ont été observés des lymphocytes circulants (Karaman and Pirim, 2009). Une

méta-analyse a évalué les échanges de chromatines sceurs, les micronoyaux et les aberrations

14FPG (Formamidopyrimidine DNA N-glycosylase) : Enzyme de réparation de I'excision de base qui reconnait et
élimine les purines oxydées, y compris la 8-oxoGua et la 8-oxodG, formant des cassures simple brin de I’ADN.
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chromosomiques dans les lymphocytes circulants de professionnels exposés aux HAP. Une
augmentation de la fréquence de ces trois indicateurs a été retrouvée chez les professionnels
exposés aux HAP, suggérant qu’ils pourraient étre utilisés comme indicateurs d’effets
génétiques précoces (Wang et al., 2012). Par ailleurs, des mutations des oncogenes (k-ras) et
des genes suppresseurs de tumeurs (p53) ont également été rapportées comme
biomarqueurs d’exposition aux HAP (Diergaarde, 2003; Meng et al., 2009; Mordukhovich et
al., 2010; Parsons et al., 2010).

6.3. Biomarqueurs de sensibilité ou de susceptibilité

Il est bien établi que les effets nocifs de I'exposition aux polluants de I’environnement
sont déterminés par la sensibilité interindividuelle. Cette sensibilité dépend de plusieurs
facteurs tels que I'dge, le sexe, l'origine ethnique mais également des prédispositions

génétiques (Perera, 1997).

Les polymorphismes génétiques traduisent des variations naturelles d’un géne au sein
d’'une méme espéce. Un géne est dit polymorphe lorsqu’il existe dans la population générale,
sous plusieurs formes, chez au moins 1% des individus (Poblete-Naredo and Albores, 2016).
Les polymorphismes génétiques sont connus pour affecter I'expression/activité des enzymes
liées aux métabolismes, a la détoxification des HAP et aux génes impliqués dans la réparation
des lésions a 'ADN (Sanchez-Guerra et al., 2012). Ainsi, le polymorphisme génétique peut
accroitre la toxicité des HAP et le risque de développement de pathologies. Les biomarqueurs
de susceptibilité les plus fréquemment utilisés sont les polymorphismes génétiques situés
dans les genes codant pour les enzymes du métabolisme des phases | et Il telles que les
CYP450 et les GST. Des polymorphismes du géne codant une enzyme de bioactivation du
B[a]P, le CYP1Al1l ont été associés aux dommages génétiques chez des professionnels
travaillant dans le secteur du goudron de houille (Giri et al., 2012). D’autres polymorphismes
des génes codant pour I'enzyme CYP1B1 et une enzyme antioxydante, la catalase, ont été liés
aux niveaux d’adduits a I’ADN dans des lymphocytes humains exposés au B[a]P (Schults et al.,
2013). Il a été observé une augmentation des dommages a I’ADN et de la concentration en 1-
OH-PYR urinaire chez des enfants vivant a proximité de zones industrielles pétrochimiques et
présentant des polymorphismes du CYP1Al et de la GSTM1, une enzyme de phase Il.

Concernant les polymorphismes des enzymes de phase Il, autre que la GSTM1, il a été suggéré

70



qu’un variant de la GSTP1 augmente le risque de cancer de la prostate chez les hommes

exposés a des taux élevés de HAP (Rybicki et al., 2006).

Plusieurs études ont également mis en évidence une association entre le
polymorphisme d’autres enzymes telles que le CYP1A2, le CYP2E1, I'Epoxyde-Hydroxyde
microsomal (mEH) et la GST, impliquées dans le métabolisme des HAP et I'incidence de
plusieurs types de pathologies (cancers colorectaux, cancer du poumon et les maladies
cardiaques congénitales) (Kiss et al., 2007; Girard et al., 2008; Moorthy et al., 2015; Tao et al.,
2019).

Par ailleurs, le polymorphisme des genes impliqués dans la réparation a I’ADN peut
étre utilisé comme biomarqueur. Le polymorphisme du gene XPD (Xeroderma Pigmentosum
complementary group D), aussi appelé ERCC2 (Excision Repair Cross-Complementing rodent
repair deficiency, complementation group 2), un géne impliqué dans la réparation de I'excision
des nucléotides, a été associé a une augmentation de 20% du risque de cancer du sein (Terry
et al., 2004). Ainsi, les individus présentant ce polymorphisme pourraient étre confrontés a un
risque accru de cancer du sein d{ aux adduits a ’ADN provoqué par |'exposition aux HAP ou
au tabagisme. Dans les spermatozoides humains, des polymorphismes du géne XRCC1 (X-Ray
Repair Cross Compementing 1) codant pour la protéine de réparation de I'ADN XRCC1, ont été
reliés a des niveaux élevés d’adduits a I’ADN dis a I'exposition aux HAP (Ji et al., 2010). Ces
différentes études démontrent que le polymorphisme des genes impliqués dans la réparation
de I’ADN pourrait étre utilisé comme biomarqueur de susceptibilité due a I'exposition aux

HAP.
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Chapitre B. Les vésicules extracellulaires

1. Découverte des vésicules extracellulaires

En 1868, Charles Darwin, dans le cadre de la théorie de la Pangenése, présentait déja
le concept des vésicules extracellulaires (VE). En effet, sa théorie reposait sur l'idée que
chaque type de cellule dans le corps génere des petits germes ou gemmules (particules),
permettant de communiquer et de transférer des informations héréditaires avec d’autres
types de cellules. Il a également suggéré que la composition des gemmules pouvait étre

modifiée par I’environnement reflétant ainsi I'exposition de I'organisme (Liu and Chen, 2018).

Historiqguement, les VE ont été décrites pour la premiére fois en 1946 par Chargaff et
West, puis a la fin des années 60 par Wolf et Anderson et al. (Chargaff and West, 1946; Wolf,
1967; Anderson, 1969). Elles ont longtemps été considérées comme des débris cellulaires et
compte tenu de leur forte production par les plaquettes, elles ont été surnommées
"poussieres de plaquette" ayant un réle procoagulant. Ce n’est que 10 ans plus tard, que des
VE produites par diverses lignées cellulaires ont été décrites avec une activité 5’-nucléotidase,
suggérant ainsi I'idée d’une fonction physiologique (Trams et al., 1981). Trams et ces
collaborateurs sont les premiers a avoir utilisé le terme "exosome" (EXO). Il faudra attendre
1996, pour que les VE soient décrites comme entité fonctionnelle. En effet, Raposo et ces
collaborateurs ont montré que les EXO produits pas les lymphocytes B humains et murins
contiennent des molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de type Il capable
de lier des antigenes, d’effectuer une présentation antigénique et d’induire une réponse des
lymphocytes T (Raposo et al., 1996). En 2007, 'intérét de la recherche sur les VE est relancé
par les travaux de Valdi et ces collaborateurs. lls démontrent pour la premiere fois, la présence
d’ARNm et de microARN fonctionnels dans les EXO issus de mastocytes humains et murins.
Lorsque ces ARNm et ces microARN contenus dans les VE sont transférés a une cellule
réceptrice, ils restent fonctionnels et modifient le comportement cellulaire (Valadi et al.,

2007).

Cen’estqu’en 2011 que le terme générique "vésicules extracellulaires" a été proposé pour
définir toutes les structures extracellulaires délimitées par une bicouche lipidique (Gyorgy et

al.,, 2011). En 2012, la Société Internationale des Vésicules Extracellulaires (ISEV) dirigée par
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Jan Lotvall a été fondée. Elle a notamment mis en place un journal scientifique dédié a la
recherche des VE (JEV : Journal of Extracellular Vesicles) (Théry et al., 2019). Aujourd’hui cette
société compte plus de 1500 membres. En France, la Société Francaise des Vésicules
Extracellulaires (FSEV) créée en 2018 a pour objectif de stimuler la recherche et de diffuser les

progres dans le domaine des VE.

2. Les différentes populations de vésicules extracellulaires

Durant les dernieres décennies, la découverte des VE d’origine cellulaire diverse et de
biogenése différentes a conduit les chercheurs a inventer de nombreux noms pour qualifier
les vésicules sécrétées (exosomes, microvésicules, microparticules, ectosomes, oncosomes,
corps apoptotiques...), créant ainsi une confusion au niveau de la nomenclature des VE (Gould
and Raposo, 2013). Afin de clarifier la nomenclature des VE, I'ISEV a proposé d’utiliser le terme
"vésicules extracellulaires" pour toutes les particules naturellement libérées de la cellule,
délimitées par une bicouche lipidique ne pouvant pas se répliquer (ne contenant pas de noyau

fonctionnel) (Théry et al., 2018).

Actuellement, la plupart des chercheurs divisent les VE en deux grandes catégories : les
microvésicules (MV), des vésicules relativement "grosses" et les exosomes (EXO), des
vésicules de plus petites tailles (Latifkar et al., 2019) (Figure 16). Les MV formées par
bourgeonnement de la membrane plasmique ont une taille qui varie environ entre 100 nm a
5 um de diameétre. Parmi les MV, on peut distinguer les corps apoptotiques ou les petites
vésicules apoptotiques produites lors de 'apoptose. Ces dernieres sont généralement de plus
grandes tailles (>1 000 nm) que les MV produites sans atteintes de la cellule (=100 a 1 000
nm). De plus, elles sont composées de matériel nucléaire, d’histones et de fragments
d’organites cellulaires. Les EXO représentent une population de vésicules de petite taille,
comprise entre 50 et 150 nm, relativement homogéne. lls sont formés dans les vésicules
intraluminales (ILV) a l'intérieur des corps multivésiculaires (MVB). Les EXO sont libérés dans
le milieu extracellulaire par fusion des MVB avec la membrane plasmique, ou ils sont appelés
EXO. Récemment, d’autres petites vésicules appelées "exomeéres" (=30 a 50 nm) ont été
découvertes. Ces structures lipidiques ne présentant pas de bicouche lipidique ne sont pas

aujourd’hui considérées comme des VE (Zhang et al., 2018). Leur processus de biogenese est
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encore inconnu. Dans ce manuscrit, nous nous sommes principalement intéressés aux EXO et

aux MV formés sans destruction cellulaire.

Microvésicules

Vi EXOSOMes ~ 100- 1000 nm
=50-150nm  VE apoptotiques et corps apoptotiques .
Rétrovirus = 100- 5 000 nm
Exomeéres 80-150nm
= 30-50nm VLDL et chylomicrons
HDL, LDL, IDL 20-1200 nm
—
5-35nm
®
e AL CLIDE:: HDL
VLDL et chylomicrons
. C:nsite
0,93 1,06 1,08 1,16 1,22 1,26 (g/ml)

Figure 16 : Les différents sous-types de VE et leurs caractéristiques physiques.
IDL : Intermediate Density Lipoprotein; LDL: Low Density Lipoprotein ; VE : vésicules
extracellulaires ; VLDL : Very Low Density Lipoprotein. (Adapté de Mathieu et al., 2019).

3. Biogeneése des vésicules extracellulaires

Les EXO et les MV ont différents modes de biogenese. Les MV proviennent du
bourgeonnement de la membrane plasmique tandis que les EXO sont formés dans le systeme
endosomal sous forme d’ILV et libérés lors de la fusion des MVB avec la membrane plasmique
(Figure 17). Toutefois, méme si la formation des EXO et MV se produit a des endroits distincts
de la cellule, les mécanismes intracellulaires peuvent étre impliqués dans la formation des

deux entités et dépendre du type cellulaire (van Niel et al., 2018). Il a été démontré que les
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lymphocytes T peuvent former des VE au niveau de la membrane plasmique contenant les
caractéristiques des EXO (Booth et al., 2006). Ainsi, les mécanismes intracellulaires impliqués
alafois dans la formation des EXO et des MV alterent la possibilité de distinguer les différentes

sous-populations de VE (Colombo et al., 2014).
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Figure 17 : Représentation schématique de la formation des différents sous-types de VE.

Les VE sont libérées soit par bourgeonnement direct de la membrane plasmique
(microvésicules), soit par fusion des corps multivésiculaires (MVB), composés de vésicules
intraluminales (ILV) avec la membrane plasmique (exosomes). (Adapté de Colombo et al.,
2014).

3.1 Biogeneése des exosomes

Lors de I'endocytose, les vésicules internalisées fusionnent avec les endosomes
précoces. La maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs, permet
I'accumulation des ILV dans la lumiére de I'endosome. En raison de leurs caractéristiques
morphologiques, ils sont généralement appelés corps multivésculaires (MVB). La plupart du
temps, les MVB vont fusionner avec les lysosomes, contenant des hydrolases lysosomales,
particulierement acides, assurant la dégradation de leur contenu (Figure 17). Lors de la
formation des EXO, les MVB vont fusionner avec la membrane plasmique, libérant les ILV dans
le milieu extracellulaire, ou elles seront appelées exosomes (Colombo et al.,, 2014). Les

mécanismes cellulaires déterminant le devenir des MVB au sein de la cellule, c’est-a-dire soit
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vers le lysosome ou vers la surface cellulaire, ne sont pas totalement élucidés. Toutefois, il a
été démontré que les cellules peuvent contenir différentes populations de MVB et que leur
composition influence I'adressage des MVB. Dans les cellules Hela aprés stimulation avec
I'Epidermal Growth Factor (EGF), au moins deux populations distinctes de MVB ont été
décrites (White et al., 2006). Dans les lymphocytes B, les MVB enrichies en acide
Lysobiphosphatidique (LBPA) seraient plutét orientées vers la voie lysosomale et les MVB

enrichies en cholestérol vers la voie exocytaire (Mobius et al., 2003; Wubbolts et al., 2003).

3.1.1. Formation des corps multivésiculaires
3.1.1.1. La voie ESCRT

La formation des MVB implique la machinerie Endosomal Sorting Complex Required
for Transport (ESCRT) (Figure 18). Cette machinerie est constituée d’une trentaine de
protéines assemblées en quatre complexes : ESCRT-0, -I, -ll et —Ill. Ces complexes ont des
protéines associées telles que VSP4 (Vacuolar protein Sorting-associated Protein 4), Alix
(Apopotosis-Linked gene 2-Interacting protein X) appelée aussi PDCD6IP (Programmed Cell
Death 6 Interacting Protein), VAT1 (Vps Twenty Associated 1), I’ATPase (Adenosin
TriPhosphatase) et TSG101 (Tumour Susceptibility Gene 101 Protein) (Hanson and Cashikar,
2012). Les complexes ESCRT-0 et ESCRT-l sont impliqués dans la reconnaissance et le
recrutement des protéines transmembranaires ubiquitinées au sein de microdomaines.
ESCRT-III, recruté via ESCRT I, serait impliqué a la fois dans I'invagination de la membrane et
dans la fission des microdomaines pour former les ILV (Colombo et al., 2014; van Niel et al.,
2018). Toutefois, certains éléments indiquent que les MVB et les ILV peuvent se former en
I'absence des complexes ESCRT. Dans les cellules HEp-2, I'inactivation des quatre complexes
ESCRT n’a pas permis de bloquer la capacité des cellules a former des MVB contenant des ILV

(Stuffers et al., 2009).
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Figure 18 : Machinerie moléculaire de la biogenése des exosomes.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la formation des ILV et des MVB : les complexes
ESCRT, les lipides et les tétraspanines. ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for
Transport ; ILV : Vésicules intraluminales ; MVB : corps multivésiculaires.

(Adapté de Colombo et al., 2014).

3.1.1.2. La voie des lipides et des tétraspanines

Récemment, la formation d’EXO indépendamment du complexe ESCRT a été décrite,
impliquant la synthése des céramides. La sphingomyélinase neutre hydrolyse la
sphingomyéline en céramide. Ce céramide génere des sous-domaines membranaires qui
imposent une courbure négative spontanée a la membrane. Il a été démontré que l'inhibition
de la Sphingomyélinase neutre 2 (nSMAse-2) empéche le bourgeonnement des ILV dans les
MVB et la libération d'EXO par un mécanisme indépendant de la machinerie ESCRT (Trajkovic
et al., 2008). Une troisieme voie possible est la voie des tétraspanines. Les tétraspanines ont
la capacité d’interagir avec de nombreuses protéines au niveau de la membrane plasmique,
formant des microdomaines enrichis en tétraspanines (CD9, CD63, CD81, CD82) (Andreu and
Yanez-Mo, 2014). La formation de ces microdomaines enrichis en tétraspanines permettrait
I'invagination de la membrane au niveau de ces microdomaines (Zimmerman et al., 2016).
Dans les cellules HEp-2, malgré une inactivation des quatre complexes ESCRT, le CD63, une

tétraspanine, s’accumule dans les ILV (Stuffers et al., 2009).
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3.1.1.3. Adressage et libération des exosomes

Les mécanismes impliqués dans I'adressage des MVB vers la membrane plasmique,
leur fusion avec cette derniére, et la libération des EXO dans le milieu extracellulaire ne sont
pas totalement clarifiés. Cependant, I'adressage a la membrane des MVB et la libération des
EXO, impliquent des protéines de trafic membranaires de la famille des petites protéines G
(GTPases) (Hsu et al., 2010; Ostrowski et al., 2010; Zhen and Stenmark, 2015). Les membres
de la famille des Rab GTPases sont connus pour étre impliqués dans le transfert des EXO dans
les compartiments intracellulaires et dans I'adressage des MVB vers la membrane plasmique.
Il a été démontré que l'utilisation d’ARN interférents (siRNA) ciblant Rab27a ou Rab27b
modifie la morphologie des MVB et leur fixation pres de la membrane plasmique (Ostrowski
et al., 2010). Rab27a et Rab27b interviendraient donc dans I'adressage des MVB a la
membrane. Rabl1a, Rab35 et Rab7 sont également impliqués dans la sécrétion d'EXO (Savina
et al., 2005; Hsu et al., 2010; Baietti et al., 2012; Pucci et al., 2016; Messenger et al., 2018). Il
semblerait que Rab11 et Rab35 régulent le trafic des vésicules endosomales précoces vers la
membrane plasmique. Les protéines de fusions SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-
factor Attachment protein REceptor), telles que YKT6, sont également impliquées et
nécessaires a la fusion du MVB avec la membrane plasmique (Gross et al., 2012; Mathieu et

al., 2019).

3.2. Biogenése des microvésicules
3.2.1. Mécanismes de formation des microvésicules

Les connaissances sur les processus de biogenése des MV produites a partir de cellules
saines sont plus récentes (van Niel et al., 2018). La biogenese des MV résulte d’'un remodelage
du cytosquelette induit pas une élévation de la concentration Ca?* intracytosolique
(Minciacchi et al.,, 2015) (Figure 19). L'augmentation du Ca?* stimule une machinerie
enzymatique assurant l'asymétrie des phospholipides membranaires, notamment les
translocases des aminophospholipides (flippases et floppases), les scramblases mais
également la calpaine. L'activation de la machinerie enzymatique conduit a I’externalisation
de la phosphatidylsérine (PS), du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane

plasmique. La perte de I'asymétrie membranaire induit un excés de charge négative a la
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surface de la membrane plasmique. Cet excés de charge est responsable de la courbure de la
membrane et de la réorganisation du cytosquelette favorisant la libération des MV (Al-Nedawi
et al., 2008; Piccin et al., 2007). Il a été démontré que l'inhibition de la scramblase supprime
I’externalisation de la PS dans les plaquettes et la production de MV procoagulantes (Piccin et
al.,, 2007). Cependant, méme lorsque |'asymétrie des phospholipides membranaires est
maintenue, des MV peuvent se former (Jimenez et al., 2003; Connor et al., 2010). Ces
observations suggérent que d'autres lipides, et les domaines qu'ils forment, contribuent a la
biogenése des MV. Un important composant lipidigue membranaire est le cholestérol présent
abondamment dans les MV. Il a été démontré que I'épuisement en cholestérol membranaire
diminue la production de MV par les monocytes THP-1 (del Conde et al., 2005). Outre le
remodelage membranaire et le réarrangement du cytosquelette, d’autres régulateurs sont
certainement nécessaires pour la biogenése des MV. L'activité de la famille des petites
GTPases RHO et de ROCK (RHO-associated protein kinase), importants régulateurs de la

dynamique de 'actine, induit la formation de MV dans différentes cellules tumorales (Li et al.,

2012).
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Figure 19 : Biogenese des microvésicules.
ARF6 : ADP-Ribosylation Factor 6 ; ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport.
(Issue de van Niel et al., 2018).

3.2.2. Libération des microvésicules

La libération des MV nécessite leur fission a partir de la membrane plasmique. Ce
mécanisme dépend de l'interaction de l'actine et de la myosine avec une contraction,
dépendante de I'ATP (McConnell et al., 2009; D’Souza-Schorey and Clancy, 2012). Dans des
cellules cancéreuses, il a été démontré que I'activation d’ARF6 (ADP-Ribosylation Factor 6) et
d’ARF1, des petites protéines de liaison au GTP, entraine la phosphorylation de la chaine

latérale de la myosine et la contraction de I'actomyosine, permettant au MV de se détacher
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de la membrane (Muralidharan-Chari et al., 2009; Schlienger et al., 2014; Sedgwick et al.,
2015). Un autre régulateur de la dynamique de I'actine, le Cdc42 (Cell division control protein
42 homolog), est impliqué dans la libération des MV dans les cellules Hela, cependant le
mécanisme est inconnu (Li et al., 2012). Dans une autre étude, le TSG101 (Tumour
Susceptibility Gene 101 Protein) et I'ATPase VPS4, qui sont principalement impliqués dans la
formation des EXO via la machinerie ESCRT, auraient participé a la fission et a la libération de
MV (Nabhan et al., 2012). L'implication de la machinerie ESCRT dans la libération des MV a
également été démontrée chez des embryons de C. elegans (Wehman et al., 2011). Une autre
voie possible dans la libération des MV est |'activation du récepteur P2X7 (P2X purinoceptor
7), ATP dépendant. L’activation du récepteur entraine un réarrangement membranaire
influengant la libération de MV (Bianco et al., 2005; Thomas and Salter, 2010). Ce processus
est associé a la translocation de la sphingomyélinase acide vers la membrane plasmique, ou
elle génére un céramide, favorisant ainsi le bourgeonnement de la membrane et la libération

des MV (Bianco et al., 2009).

4. Composition des vésicules extracellulaires

Il existe des banques de données telles que Vesiclepedia (http://microvesicles.org)

construites a partir d’études de types « omique » (protéomique, lipidomique et génomique).
Ces banques révelent le tres haut niveau de complexité de la composition des VE. Il est donc
utopigue de tenter de donner une liste exhaustive des composants des VE. Ces nanoparticules
closes, caractérisées par la présence d’une bicouche lipidique, possedent a leur surface, dans
leur membrane ou a l'intérieur, un grand nombre de molécules diverses : lipides, acides
nucléiques, protéines (membranaires ou solubles). Ces constituants (Figure 20) sont
dépendant du type cellulaire (et des conditions de cultures dans un modele in vitro), du
stimulus, et de I'état physiologique ou physiopathologique de la cellule productrice ainsi que

du mode d’isolement sachant que celui-ci influence le type de VE obtenues.
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Figure 20 : Composition moléculaire des vésicules extracellulaires.

A : Exosome ; B : Microvésicule. ALIX : ALG-2 interacting protein X ; APP : Amyloid Precursor
Protein ; ARF6 : ADP-Ribosylation Factor 6 ; CXCR4 : CXC-Chemokine Receptor 4 ; GAPDH :
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase ; HSP70: Heat Shock 70 kDa Protem HSPG :
Heparan Sulfate Proteoglycan ; ICAM : Intercellular Adhesion Molecule ; LBPA : Lyso -Bis-
Phosphatidyl Acid ; LFA1 : Lymphocyte Function-Associated antigen 1; MHC : Major
Histocompatibility Complex ; PECAM1 : Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule ; PLD :
Phospholipase D; PrP : Prion Protein ; ROCK : RHO-associated protein kinase ; TCR : T Cell
Receptor ; TDP43 : TAR DNA-binding Protein 43 ; TFR : Transferrin Receptor ; TSG101: Tumour
Susceptibility Gene 101 Protein ; TSPAN : Tetraspanin ; VPS : Vacuolar Protein Sorting-
associated protein. (Issue de van Niel et al., 2018).

Outre des constituants cellulaires moléculaires, les VE peuvent aussi contenir des
organites entiers. La taille étant dans ce cas un facteur limitant, cette fonction concerne pour
le moment uniquement les MV. Si pour certains organites cela reste une hypothese
(lysosomes), cela a été observé dans de nombreuses situations pour les mitochondries
(Murray and Krasnodembskaya, 2019). Malgré un mode de biogeneése différent, les EXO et les
MV peuvent présenter des aspects similaires tels que des tailles qui se chevauchent et des
composants communs. Cela constitue un niveau de difficulté supplémentaire surtout lors de

la détermination de la composition de VE isolées a partir de milieux extracellulaires ou de
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fluides biologiques. Malgré toute cette complexité, au moins du point de vue protéique, en
fonction de la nature des VE, il existe des composants « marqueurs » utilisés pour leur
caractérisation. Ainsi, en relation avec leur biogeneése, la composition des EXO est proche de
celle des endosomes tandis que la composition des MV se rapproche davantage de celle de la

membrane plasmique.

Parmi les protéines observées dans les VE, on retrouve des protéines reliées au mode
de production (tétraspanines, protéines du cytosquelette (actine, tubuline), ...) ; impliquées
dans linteraction avec la cellule cible (intégrines, molécules d’adhésion cellulaire (VCAM
(Vascular Cell Adhesion Molecule)...) ; des récepteurs (TLR: Toll-Like Receptors), EGFR,
récepteur couplé aux protéines G) ; des vecteurs de mort (FAS-L : Fatty Acid Synthase-Ligand)
; des enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire (MMP9, MMP2
(métalloprotéinases matricielles)), antioxydantes (catalase..), du métabolisme des
xénobiotiques (CYPP450...) ; des cytokines (TNF-a,...) et facteurs de croissance (EGF...). En
relation avec la situation pathologique, des protéines anormales comme le peptide amyloide
béta (maladie d’Alzheimer), I'alpha-synucléine (maladie de Parkinson), ou des protéines du
prion (PrP) ont également été détectées. Le transfert de neurone a neurone, de ces protéines
anormales, via les EXO, est considéré comme un moyen de propagation de la maladie (Sardar

Sinha et al., 2018).

Dans les VE, quel que soit leur type, des acides nucléiques et leurs protéines associées
(protéines ribosomales, histones...) sont détectés. Le fait qu’ils soient «encapsulés» dans une
vésicule, leur offre une protection efficace contre leur dégradation dans le milieu
extracellulaire et dans les fluides biologiques. On retrouve des ARNm, de I’ADN, des ARN non-
codant et bien s(r des microARN. C’est d’ailleurs ce qui a suscité un regain d’intérét pour les
VE. En effet, leur transfert aux cellules cibles est a I'origine de modifications épigénétiques des
cellules réceptrices. Les acides nucléiques peuvent provenir de la cellule d’origine mais
également de mitochondries de la cellule d’origine. Ainsi, il a été démontré la présence
notamment dans les EXO d’ADN mitochondrial. Ce transfert a d’ailleurs été relié a I'acquisition

de résistance au traitement par les cellules cancéreuses (Sansone et al., 2017).

La composition en lipides des VE, a I'instar de celle des protéines ou des acides nucléiques

est trés variable. Sachant que les EXO sont issus des compartiments endosomaux et les MV,
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issues du bourgeonnement de la membrane plasmique, il n’est pas étonnant que les différents
types de VE aient des compositions lipidiques différentes. Durant leurs productions, les VE
s’enrichissent ou s’appauvrissent en lipides. Ainsi, les EXO peuvent étre enrichies en
cholestérol et appauvries en phosphatidylcholine (Laulagnier et al., 2004; Subra et al., 2007).
Les lipides, comme les céramides, la phosphatidylsérine, les sphingolipides, le cholestérol, que
I’on détecte dans la membrane des VE sont a I'origine des caractéristiques ou des effets des
VE. Ainsi, en condition d’hyperlipidémie, les VE produites par les hépatocytes sont enrichies
en céramides, ce qui augmente leur toxicité vis-a-vis des macrophages notamment via
I’apoptose (Hirsova et al., 2019). La présence de cholestérol ou de sphingomyélines, augmente
la rigidité des VE en particulier des EXO, augmentant ainsi leur résistance dans les fluides
biologiques. Les VE, en particulier les EXO, sont aussi considérées comme un moyen de
transfert de lipides entre cellules. C'est le cas du transfert d’acides gras de cellules stromales

vers des cellules cancéreuses (Beloribi-Djefaflia et al., 2016).

5. Interaction des vésicules extracellulaires avec les cellules cibles

L'interaction entre les VE et les cellules cibles est un prérequis pour que ces nanostructures
influencent les cellules cibles. Plusieurs modes d’interactions et d’entrée dans le milieu
intracellulaire des VE ont été décrits (Figure 21) : interaction protéines-protéines (suivie ou
non de lintégration dans la cellule cible), fusion des membranes, endocytose (faisant
intervenir les cavéolines, les radeaux lipidiques ou la clathrine), phagocytose ou pinocytose.
Le mode d’interaction avec la cellule cible dépend a la fois des constituants membranaires de
la vésicule, de la cellule cible et conditionnera la réponse de la cellule cible. L'interaction
protéines-protéines est classiquement associée a la phase d’interaction. Cette interaction est
déja porteuse d’informations. Ainsi, I'interaction avec les EXO, porteurs du FAS-L, produit par
des cellules issues de tumeurs prostatique (LCNaP) conduit a I'apoptose des lymphocytes T
CD8+. Il s’agirait d’'un moyen de résistance des cellules cancéreuses au systeme immunitaire
(Abusamra et al., 2005). L’interaction peut étre suivie de la fusion des membranes. La
présence de la tétraspanine CD9 et de syncytine-1 et 2 a été démontrée comme favorisant ce

phénomeéne (Miyado et al., 2008; Meldolesi, 2018).
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Figure 21 : Internalisation des vésicules extracellulaires pas les cellules cibles.
(Issue de Mulcahy et al., 2014).

Par ailleurs, certaines VE ont a leur surface (feuillet externe de la membrane) un
enrichissement en phosphatydylsérine, en particulier les MV mais également certains EXO. La
présence de ce phospholipide facilite la phagocytose des VE par les macrophages et les cellules
dendritiques notamment (Mulcahy et al., 2014). Enfin, la présence de radeaux lipidiques,

riches en cholestérol, favorise I'endocytose des VE (Svensson et al., 2013).

Il me semble nécessaire de préciser qu’une interaction VE-cellules n’est pas obligatoire
pour que les VE aient une fonction. Ainsi, certaines cellules cancéreuses émettent des VE
riches en VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), IL-6,
TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1). Dans le milieu extracellulaire, I'acidité de la
tumeur fait éclater les vésicules et libérant des facteurs, stimulant I'angiogenése. Ce processus

participe a la croissance tumorale et a la survenue de métastases (Spugnini et al., 2018).

6. Les vésicules extracellulaires comme biomarqueurs potentiels
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Toutes les cellules sont virtuellement productrices de VE. La nature, la composition et les
nombres de ces VE dépendent de la situation physiologique et pathologique dans lesquelles
les cellules se trouvent. Cette constatation associée au fait que les VE soient présentes dans
les fluides biologiques comme le sang et les urines, et donc facilement accessibles, a tres vite
conduit a considérer les VE comme des biomarqueurs potentiels. Les cancers (poumon, foie,
prostate...) (Xu et al., 2018), les maladies métaboliques (diabéte, obésité) (Akbar et al., 2019),
cardiovasculaires (maladie athéromateuse) (Chong et al., 2019) ou rénales (Kwon, 2019)
s’accompagnent d’une augmentation du nombre de VE dans le sang ou les urines. Cette
variation en nombre, s’accompagne également d’un changement de profil, c’est-a-dire un
changement dans la proportion entre EXO et MV. Aujourd’hui, de nombreux travaux
s’'intéressent non seulement au nombre ou aux types de VE produits dans une situation
particuliére, mais aussi a leur composition. En effet, I'analyse de la composition de ces VE
pourrait révéler une signature protéique et/ou lipidique et/ou en acides nucléiques

spécifique.

Si les pathologies conduisent a des changements en terme de VE, il en est de méme pour
I’exposition aux xénobiotiques. L’intérét de I’étude de la relation entre la production des VE
et les xénobiotiques a notamment été suscité par la mise en évidence de la présence
d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques parmi les composants des VE isolées a partir
de plasma humain ou de cultures cellulaires, notamment d’hépatocytes. Dans ces VE, ont été
détectées des enzymes de phase | (CYP) et de phase Il (GST, UDP-GT) (Conde-Vancells et al.,
2010). Cet intérét a été confirmé par des travaux, restant encore peu nombreux, montrant
gue les xénobiotiques pouvaient modifier la production cellulaire de VE. Ainsi, I’exposition a
d’alcool ou au paracétamol, in vivo (chez ’homme) comme in vitro (lignée HepaRG) conduit a
I"augmentation de la quantité d’EXO dans le plasma ou produits par les hépatocytes enrichies
en CYP2E1 (Rahman et al.,, 2019). Cela constitue, selon les auteurs, un mécanisme
d’exacerbation de la toxicité de ces xénobiotiques mais également la marque d’une réponse
cellulaire. Récemment, Wu et.al. ont démontré une présence accrue de VE dans le Liquide
Broncho Alvéolaire (LBA) de fumeurs et de patient souffrant de cancer du poumon (non a
petites cellules) (Wu et al., 2019). Ces VE avaient par ailleurs une composition en microARN

et en ARNm différente en fonction de la situation.

85



Chapitre C. Les microalgues

Une partie des informations présentées dans ce chapitre fait référence a '’Annexe 1 :
Microalgal carotenoids and phytosterols regulate biochemical mechanisms involved in human
health and disease prevention. Biochimie. 2019 Sep, 167: 106-119. doi:
10.1016/j.biochi.2019.09.012 (Le Goff et al., 2019a).

1. Généralités sur les microalgues

Les microalgues regroupent un ensemble d’organismes photosynthétiques, la plupart
du temps unicellulaires, vivant essentiellement en milieu aquatique. Elles constituent un
groupe polyphylétique tres divers dont la classification est en constante évolution, en raison
des nouvelles données génétiques (Villarruel-Lépez et al., 2017). Cependant, elles peuvent
étre classées en deux domaines, les eucaryotes et les procaryotes formant un ensemble
appelé phytoplancton (Borowitzka, 2018). Les microalgues procaryotes sont des
cyanobactéries (algue bleu-vert), dont la taxonomie comprend cing ordres: Chroococcales,
Oscillatoriales, Nostocales, Stigonematales et Pleurocapsales. Les microalgues eucaryotes
comprennent plusieurs divisions: Chlorophyta (algues vertes); Euglenophyta; Rhodophyta
(algues rouges); Cryptophyta; Dinophyta ou Dinoflagellata; Prymnesiophyta ou Haptophyta
(algue brunes-dorées); Glaucophyta; Chlorarachniophyta; et Heterokontophyta composé des
algues brunes Phaeophyta, des algues jaunes-vertes Eustimatophyta (ou Xanthophyta), des
algues brunes-dorées Chrysophyta et Bacillariophyta (ou Diatomée) (Jeffrey et al., 2011;
Villarruel-Lépez et al., 2017).

La majorité des microalgues sont des organismes autotrophes. Ces organismes sont
capables de convertir I’énergie lumineuse en énergie chimique, d’utiliser le CO; et de 'eau,
pour produire de I'oxygene et de la matiere organique dont de nombreux phytochimiques tels
que les lipides, les pigments et les protéines (Figure 22). Leur croissance nécessite de la
lumiére, du dioxyde de carbone, de I'eau et des nutriments notamment du phosphore et de

I’azote en tant que nutriments majeurs (Zullaikah et al., 2019).
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Figure 22 : Synthese de composés bioactifs par les microalgues.

AGPI : acides gras polyinsaturés ; CH : chloroplaste; PC: paroi cellulaire; RE : réticulum
endoplasmique ; GL : gouttelette lipidique ; MT : mitochondrie; N : noyau. (Issue de Le Goff et
al., 2019a).

Le nombre exact d’espéces de microalgues est inconnu. Il est estimé entre 200 000 et
800 000 dont 40 000 a 50 000 espéces sont décrites (Han et al., 2015). Malgré le nombre
important de microalgues, seules quelques centaines d’espéces ont fait I'objet d’études

approfondies dont plusieurs dizaines seulement sont produites au niveau industriel.

Les microalgues présentent une grande diversité morphologique et peuvent mesurer
de quelques microns a plusieurs centaines de microns, la plus petite étant Ostreococcus tauri
(OT), dont la taille moyenne est de 0,8 um (Chrétiennot-Dinet et al.,, 1995). Elles sont
généralement unicellulaires mais peuvent étre multicellulaires ou coloniales (Figure 23).
Certaines espéces ne sont pas mobiles alors que d’autres se déplacent en utilisant des flagelles

(Bertrand, 2008).

Les microalgues sont surtout présentes dans les environnements aquatiques.
Cependant, elles sont retrouvées pratiqguement dans tous les habitats terrestres : en
suspension dans les eaux douces, salées, saumatres et dans I'air ou attachées a des substrats
tels que des plantes, des macroalgues, des roches, des grains de sable ou encore les édifices
architecturaux (Sharma et al., 2007; Macedo et al., 2009). Elles peuvent également former des

tapis a la surface des sédiments.
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Certaines especes extrémophiles colonisent des milieux alcalins ou acides, des sources
hydrothermales ou des glaciers. Coccomyxa onubensis se développe dans une gamme de pH
extrémement large, allant de 2,5 a 9 (Fuentes et al., 2016), tandis que Dunalialla acidophila
croit a un pH de 1 (Gimmler and Weis, 1992). Des especes de microalgues se développent
également a des températures extrémes. Chloromonas nivalis et Raphidonema nivale sont
retrouvées dans la glace et la neige (Leya et al., 2009). A I'inverse, d’autres se développent a
des températures supérieures a 70 °C, telles que Mastigocladus laminosus et Synechococcus,
des cyanobactéries (Castenholz, 1969). D’autres microalgues ont la particularité de croitre
dans des conditions hypersalines proches de la saturation. C’'est le cas de l'algue verte,
Dunaliella salina, pouvant se développer a des salinités allant de 20 a 350 %0 NaCl et a des
températures allant de 0 °C a 48 °C (Borowitzka, 1981). De plus, un certain nombre de
microalgues forment une symbiose avec d’autres organismes tels que des bactéries, des

coraux et des mollusques (Decelle et al., 2012).

\ M

100 pm

..‘\

Figure 23 : lllustration d’une partie de la diversité des microalgues.

(A): Colonie de Pediastrum sp.; (B): Micrasterias radiosa; (C): Synura petersenii; (D):
Aplanospore; (E) Pseudogoniochloris tripus; (F) Cryptomonas sp. (Adapté de Borowitzka,
2018).

Les microalgues ont un role essentiel dans le cycle du carbone. Elles participent fortement
a la fixation du CO; et a la production d’O; atmosphérique. Prés de 50% de I'oxygene total
rejeté dans I'atmosphere est lié a la photosynthese océanique, majoritairement attribuée aux
microalgues. Elles sont également impliquées dans le cycle de 'azote et sont la base de
nombreuses chaines alimentaires (Fowler et al., 2013; Pajares and Ramos, 2019; Sathasivam

et al.,, 2019).
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1.1. Présentation des modeles d’étude

1.1.1. Ostreococcus tauri (OT)

O. tauri est une microalgue marine, découverte en 1994 par Claude Courties dans
I’étang de Thau (France) (Courties et al., 1994). Cette microalgue verte unicellulaire est le plus
petit organisme eucaryote décrit a ce jour (= 0,8 um de diamétre). Elle appartient a la classe
des Mamiellophyceae (Figure 24A), classe majeure dans le phytoplancton picoeukaryote
(Marin and Melkonian, 2010). Ce picoeucaryote posséde une ultrastructure tres simplifiée,
une cellule non flagellée, comprenant une seule mitochondrie, un seul chloroplaste et un
noyau (Figure 24C). Le génome d’OT a été séquencé pour la premiére fois en 2006 (Derelle et
al., 2006) puis entierement reséquencé en 2014 (Blanc-Mathieu et al., 2014). Elle posséde un
génome haploide de petite taille (12,56 Mb), hautement compacté de 7 699 génes répartis

sur 20 chromosomes.

A B
Taxonomie

Domaine : Eukaryota

Régne: Viridiplantae

Phylum : Chlorophyta

Classe: Mamiellophyceae ’

Ordre : Mamiellales

Famille : Bathycoccaceae

Genre: Ostreococcus

Figure 24 : Taxonomie et ultrastructure d’Ostreococcus tauri.

A : Taxonomie d’O. tauri. B-C Observation en microscopie optique et microscopie électronique
a transmission (MET) d’Ostreococcus sp. chl : chloroplaste ; m: mitochondrie et n: noyau (n).
Barre d’échelle = 0.5 um. (Issue de Roscoff Culture Collection; Guillou et al., 2004).

L’état simplifié de son architecture cellulaire et sa facilité a étre cultivée en laboratoire
en fait un modele pour I'étude de nombreux processus biologiques (Corellou et al., 2009;
Lozano et al., 2014). Elle est notamment utilisée pour étudier la division cellulaire (Moulager
et al., 2010), I'architecture de I'horloge circadienne (O’Neill et al., 2011), I'assimilation de
vitamines (Paerl et al., 2017) et le métabolisme du fer (Lelandais et al., 2016; Botebol et al.,
2017). Elle représente aussi un biomarqueur en écotoxicologie (Sanchez-Ferandin et al., 2013;

Henriquez-Castillo et al., 2018).
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Ce picoeucaryote est capable de synthétiser de nombreux acides gras. Notamment
I'acide docosahexaénoique (DHA) représentant environ 13% des acides gras totaux, mais
également du 16:4n-3 et du 18:4n-3, qui avec le DHA, représentent les acides gras
prédominants (39% d’oméga-3) (Wagner et al., 2010). Par rapport aux autres algues vertes,
OT présente une composition pigmentaire complexe et qui n’est pas fermement établie. En
effet, elle contient de la chlorophylle b, de la Mg-2,4-divinyl phéoporphyrine et des
caroténoides inhabituels tels que le micromonal, la néoxanthine, la dihydrolutéine, la

prasinoxanthine et |'uriolide (Rodriguez et al., 2005; Six et al., 2005).

1.1.2. Phaeodactylum tricornutum (PT)

P. tricornutum (PT) est une diatomée pennée marine appartenant a la classe des
Bacillariophyceae (Figure 25A). Cette diatomée est retrouvée dans les zones cotieres.
Cependant, elle est capable de s'adapter a des milieux instables tels que les estuaires et les
bassins rocheux (Martino et al., 2007). Contrairement a d’autres diatomées, PT est la seule du
genre Phaeodactylum a présenter trois morphotypes différents : fusiforme, ovale et triradié
(Kim et al., 2012) (Figure 25). Le changement de sa forme cellulaire est d(i a des stimuli
environnementaux (De Martino et al.,, 2011). Seule la forme ovale peut synthétiser un
exosquelette de silice (Martin-Jézéquel and Tesson, 2012). La taille de PT est comprise entre
10 et 20 um de diameétre dont une grande partie de son volume est occupée par un seul

chloroplaste.

A Taxonomie B . C N D

Domaine : Eukaryota \ & =

Phylum : Bacillariophyta

Classe : Bacillariophyceae o e ——
Ordre : Naviculales ’

Famille: Phaeodactylaceae

Genre : Phaeodactylum

Figure 25 : Taxonomie et microscopies des trois morphotypes de Phaeodactylum tricornutum.
A : Taxonomie de P. tricornutum ; B-D : Observation en microscopie optique ; E-G ; microscopie
électronique a transmission (MET) de P. tricornutum. B, E: morphotype fusifome; C, F:
morphotype triradié ; D, G morphotype ovale. (Adapté de Francius et al., 2008; Ovide et al.,
2018).
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Cette microalgue fait partie des rares diatomées dont le génome a été séquencé. C'est
la deuxieme diatomée pour laquelle une séquence entiere du génome a été générée, la
premiere étant Thalassiosira pseudonana. La taille de son génome est d'environ 27,4 Mb avec
10 402 genes (Bowler et al., 2008). Aujourd’hui, quatre génotypes A, B, C et D, provenant de
10 souches de PT (Pt1-Pt10) ont été découverts et isolés dans différentes zones géographiques

(Martino et al., 2007; Rastogi et al., 2019).

Sur la base du poids sec, cette microalgue contient en moyenne 36,4% de protéines,
26,1% de glucides, 18% de lipides et 0,25% de fibres. Elle contient également de nombreux
minéraux (calcium, potassium, sodium, soufre, magnésium, zinc, cuivre, et phosphore), avec
le calcium, le sodium et le soufre comme minéraux majoritaires (Rebolloso-Fuentes et al.,
2001). Cette diatomée est riche en caroténoides et particulierement en fucoxanthine dont la

concentration est au moins dix fois supérieure a celle des macroalgues (Kim et al., 2012).

En raison du séquencage de son génome et de sa facilité de culture, PT est utilisée en
laboratoire comme organisme modele. Du fait de sa teneur élevée en acides gras
polyinsaturés (AGPI) et plus particulierement en acide eicosapentaénoique (EPA), elle est

cultivée a I'échelle industrielle pour étre utilisée dans I’alimentation aquacole.

2. Applications des microalgues

Depuis des siecles, les microalgues sont utilisées par 'Homme. Les Azteques et les
Mayas récoltaient Arthrospira sp. (communément appelée spiruline) pour leur alimentation.
Les Kanembous, un peuple d’Afrique (Tchad), utilisent encore aujourd’hui la spiruline dans le
lac de Kossorom pour se nourrir quotidiennement (Garcia et al., 2017). Il y a plus de 2 000 ans,
en Chine, la cyanobactérie, Nostoc a été utilisée pour survivre a une famine. L’'augmentation
de la population mondiale et les prédictions d’un apport en protéines insuffisant, ont conduit
a la recherche de nouvelles protéines alternatives (Becker, 1994). La culture de microalgues a
commencé a se développer dans les années 50. Certaines microalgues riches en protéines

telles que Arthrospira sp., sont apparues comme de bonnes candidates.

Actuellement, la production mondiale de microalgues est estimée a environ 10 000
tonnes de matiére séche par an, essentiellement pour I'alimentation humaine et animale

(Rocca et al., 2015). La diversité des especes de microalgues ainsi que leurs caractéristiques
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biochimiques intéressantes, font d’elles des organismes d’intérét dans de nombreux secteurs
économiques : alimentation, environnement, énergie, agriculture... (Figure 26).

Biocarburants
Cosmétologie

Traitement des
eaux usées

Biofertilisant Microalgue Bio-gaz

Alimentation

Alimentation .
humaine

animale

Pharmaceutique

Figure 26 : Domaines d’applications potentiels des microalgues.
(Adapté de Igbal, 2017).

Bien que le nombre d'espéces de microalgues soit estimé entre 200 000 et 800 000,
seules quelques-unes sont utilisées pour des applications alimentaires. Actuellement, dans
I'Union Européenne, seules les microalgues Odontella aurita, Arthrospira sp., Chlorella sp. et
Tetraselmis chuii sont autorisées comme algues alimentaires. Les huiles extraites de
Schizochytrium sp. (DHA>22% et EPA>10 %), Ulkenia sp. (>32% DHA) et Haematococcus
pluvialis (riche en astaxanthine, un caroténoide) ont été approuvées comme nouveaux
aliments (novel foods)?. D’autres microalgues sont autorisées dans la composition de
compléments alimentaires!® en France, telles que Dunaliella salina (riche en B-caroténe)
(Tableau 10). Ainsi, dans l'industrie agroalimentaire, les microalgues sont utilisées comme

compléments nutritionnels ou comme colorants alimentaires naturels. Elles sont

5 Novel foods : Aliments ou ingrédients dont la consommation était négligeable voire inexistantes dans les pays
de I’'Union Européenne avec le 15 mai 1997. Les novel foods sont définis par le réglement européen CE n°258/97,
actuellement en révision.

16 Complément alimentaire : Denrées alimentaires dont le but est de compléter le régime alimentaire normal et
qui constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres substances ayant un effet nutritionnel ou
physiologique seuls ou combinés, commercialisés sous forme de doses, a savoir les formes de présentation telles
que les gélules, les pastilles, les comprimés, les pilules et autres formes similaires, ainsi que les sachets de poudre,
les ampoules de liquide, les flacons munis d'un compte-gouttes et les autres formes analogues de préparations
liquides ou en poudre destinées a étre prises en unités mesurées de faible quantité. (Directive 2002/46/CE du
Parlement européen, transposée par le décret n°2006-352 du 20 mars 2006).
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commercialisées sous différentes formes: comprimés, gélules, liquides. Elles peuvent

également étre incorporées dans les pates, les friandises et les boissons (Spolaore et al., 2006).

Tableau 10: Microalgues autorisées dans la composition de complément alimentaire en
France.

(Issue de DGCCRF, 2019) ;
(https.//www2.economie.gouv.fr/files/files/directions_services/dgccrf/securite/produits_ali
mentaires/Complement_alimentaire/CA_ListeAlgues_Janvier2019.pdf).

Espéces

Famille

Aphanizomenon flos aquae
Arthrospira fusiformis
Arthrospira indica
Arthrospira maxima
Arthrospira platensis
Auxenochlorella protothecoides
Auxenochlorella pyrenoidosa
Chlorellasorokiniana
Chlorellavulgaris

Dunaliella salina

Graesiella emersonii
Haematococcus pluvialis
Heterochlorella luteoviridis
Nannochloropsis oculata
Odontella aurita
Parachlorella kessleri
Scenedesmus vacuolatus
Schizochytrium

Spirulina major

Ulkenia sp.

Nostocaceae
Microcoleaceae
Microcoleaceae
Microcoleaceae
Microcoleaceae
Chlorellaceae
Chlorellaceae
Chlorellaceae
Chlorellaceae
Dunaliellaceae
Scotiellocystoidaceae
Haematococcaceae
Trebouxiaceae
Monodopsidaceae
Eupodiscaceae
Chlorellaceae
Scenedesmaceae
Thraustochytriaceae
Spirulinaceae

Thraustochytriaceae

En aquaculture, les microalgues servent d’aliments de base pour la production du
zooplancton. Elles sont aussi utilisées comme aliments essentiels pour le développement des
mollusques bivalves (huitres, palourdes, moules, pétoncles), des crustacés (crevettes) et de

certains poissons au stade larvaire ou juvénile (Muller-Feuga, 2013).
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En cosmétologie, les extraits de microalgues sont principalement utilisés dans la
formulation des produits de soin de la peau et des protections solaires (hydratation : AGPI,
antioxydant : B-caroténe) (Couteau and Coiffard, 2018). Arthrospira sp. et Chlorella sp. sont

les principales microalgues utilisées en cosmétologies (Kim et al., 2008).

Parmi les applications environnementales, les microalgues sont utilisées pour le
traitement des eaux usées. Elles sont capables de fixer les métaux lourds, de fournir de
I’oxygéne dissous aux bactéries et d’assimiler de nombreux nutriments (phosphate, nitrates)
nécessaires a leur croissance. Elles permettent ainsi d’éviter I’eutrophisation des cours d’eau.
Les microalgues ont également I'avantage d’absorber le CO; atmosphérique via leur capacité
de photosynthése. Ainsi, I'utilisation des microalgues dans les industries émettrices de CO,,
permettrait de réduire les émissions de gaz a effet de serre, tout en produisant de la biomasse

valorisable (Rizwan et al., 2018).

Les microalgues ont un grand potentiel dans le secteur de |’énergie. Certaines
microalgues sont capables d’accumuler des taux importants de lipides (jusqu’a 80% de leur
poids sec) et principalement sous forme de TAG. Ces TAG, par des réactions de trans-
estérification avec un alcool, forment des esters utilisables dans les moteurs a combustion
(diesel). D’autres microalgues riches en polysaccharides et en amidon, peuvent étre utilisées
comme matiére premiere pour la production de bio-éthanol. Les microalgues sont également
exploitées pour la production de bio-gaz. Lors de la photosynthése, certaines microalgues
produisent de I'hydrogene, une énergie renouvelable non polluante qui suscite un grand
intérét aujourd’hui. De plus, la biomasse microalgale est utilisée pour produire du méthane

par fermentation anaérobie (Aishvarya et al., 2015; Choi et al., 2019b).

En agriculture, les microalgues sont utilisées comme biofertilisants!’ et biostimulants?®
naturels (Ronga et al., 2019). Il a été montré que I'utilisation des cyanobactéries dans les

rizieres améliorait la germination des semences, la croissance des racines et des pousses, et

17 Biofertilisants : Produits contenant des micro-organismes vivants ou des substances naturelles capables
d'améliorer les propriétés chimiques et biologiques du sol, de stimuler la croissance des plantes et de restaurer
la fertilité du sol.

18 Bjostimulants : Produits appliqués a faibles doses sur les semences, les cultures ou le sol, qui sont capables de
réguler et d'améliorer les processus physiologiques de la culture. Ils agissent sur la physiologie végétale par
différentes voies, améliorant la croissance des cultures, les rendements, la qualité, I'absorption des nutriments,
la tolérance aux stress abiotiques et la durée de conservation des produits récoltés.
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augmentait la teneur en protéines et le poids des grains de riz. Les cyanobactéries peuvent
excréter de l'acide indole 3-acétique (une phytohormone), des acides aminés et d'autres
composés favorisant la croissance. Ces composés sont capables de stimuler a la fois la

croissance des populations microbiennes du sol et le développement des cultures.

3. Composés bioactifs produits par les microalgues et activités biologiques

Tableau 11 : Exemple de la diversité des composés bioactifs présents dans les microalgues et
leurs activités biologiques associées.

(Adapaté de Le and Salcedo, 2013; Raposo and de Morais, 2015, Mimouni et al., 2018;
Morancais et al., 2018; Le Goff et al., 2019a; Koyande et al., 2019).

Composés phytochimiques Molécules Classes ou espéces Activités
bioactifs de microalgues
Pigments  Caroténcides B-caroténe Dunatliella salina Antioxydant
Anticancéreux
Astaxantine Hoematoccocus Antioxydant
pluvialis Anti-inflammatoire
Anticancéreux
Fucoxanthine Phaeodactylum Antioxydant
tricornutum Anti-inflammatoire
Antitumoral
Chlorophylles Chla Toutes les Anti-inflammatoire
Chlb microalgues Anticancéreux
Algues vertes Antioxydant
Phycobiliprotéines  Phycocyanine Aphanizomenon Flos-  Anti-inflammatoire
Agquae (Spiruline) Antioxydant
Antiviral
Anticancéreux
Protéines Acidesaminés Aphanizomenon Flos-  Mutrition
Agquae (Spirufine)
Lipides Acidesgras DHA Schizochytrium sp. Préevention des MCV
omega-3 EPA Ulkenia sp. Anti-inflammatoire
Antioxydant
Phytostérol Campestérol Chlorophyceae Antiangiogénique
Prasinophyceae Anticancéreux
Bacillariophyceae Antioxydant
Prymnesiophyceae Diminution du cholestérol
B-sitosterol Chlorophyceae Activite analgésique
Prasinophyceae Anticancéreux
Bacillariophyceae Anti-inflammatoire
Prymnesiophyceae Antimutagéne
Vitamines VitamineE a-tocophérol Dunaliella sp. Antioxydant
Vitamine C acide ascorbigue Isochrysis sp. Antioxydant
provitamine A B-caroténe Dunaliella safina Antioxydant




De par I'augmentation de la population mondiale, de la recherche d'aliments plus sains et
de la volonté de réduire et/ou de remplacer les composés synthétiques par des composés
naturels, 'Homme a recherché a exploiter de nouvelles ressources alimentaires pouvant
apporter les nutriments nécessaires afin de préserver sa santé et de limiter sa détérioration
(Naylor, 2016; Molino et al., 2018). Parmi ces ressources naturelles, les microalgues suscitent
aujourd’hui un intérét grandissant. Leur diversité et leur capacité a synthétiser de nombreux
composés phytochimiques (lipides, protéines, pigments, vitamines...), connus pour leurs
bienfaits sur la santé font d’elles, une source de composés bioactifs d’intérét nutraceutique

(Tableau 11).

Les pigments et les lipides font partie des composés majeurs produits par les microalgues
(Le Goff et al., 2019a). L'intérét récent pour ces lipides et ces pigments, particulierement pour
les caroténoides et les AGPI n-3 a été encouragé par des études épidémiologiques fournissant
des preuves de leurs effets bénéfiques sur la santé (Krinsky and Johnson, 2005; Siriwardhana

et al., 2012; Bohn, 2017; Ulmann et al., 2017).

3.1. Les pigments
3.1.1. Les chlorophylles

Les chlorophylles (Chl) sont des pigments verdatres présents dans toutes les plantes
supérieures. Ces pigments sont localisés dans les chloroplastes des microalgues eucaryotes et
jouent un role central dans la photosynthése en absorbant et en transférant I'énergie
lumineuse. Actuellement, cinq types de chlorophylles ont été identifiés: lachl/a, b, c, d et f
(Figure 27) (Christaki et al., 2015). La chl a est la chlorophylle la plus abondante. Elle est
présente dans toutes les microalgues contrairement a la chlorophylle b qui est retrouvée chez
les microalgues vertes. La chl ¢ est présente dans les dinoflagellés, les haptophytes, les
hétérokontes et les cryptophytes. La chl d a été identifiée dans les Rhodophyta et la ch/ f dans

les cyanobactéries (da Silva Ferreira and Sant’Anna, 2017).

Les chl sont composées d’un cycle de porphyrine similaire a celui de I'hneme dans
I'hémoglobine, bien que I'atome central de la chlorophylle soit le magnésium (Mg?*) au lieu
du fer (Figure 27). Les ch/ a et b ont une structure de base commune. Elles se différencient par

la composition de leur chaine latérale R3 (chl/ a : —CH3; chl b : CHO). La chl ¢ n'a pas de chaine
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latérale phytyle. Dans les algues brunes-dorées, il existe deux types de chl c : la chl c; et la ch/
c2. Leurs structures se différencient par la composition de leur chaine latérale R4 (chl c1: —
CH;-CHs; chl ¢z : —CH-CH3). En ce qui concerne la structure de la chl d et de la chl f, elles se
distinguent de la chl a par la composition de leur chaine latérale R2 (ch/ a :-CH-CHy; chl d :
CHO) et R1 (chl a :-CHs; chl f: CHO) respectivement (Voloshin et al., 2015; Morancgais et al.,
2018).

COOR; COOCH

Phytyle (CHagH) = /Y\/W

Chlorophylle R1 R2 R3 R4 R5
a CH;  CH=CH, CH; CH,-CH; Phytyle
b CH;  CH=CH, CHO CH,-CH; Phytyle
¢ CH; CH=CH, CH; CH,-CH; H
c, CH, CH=CH, CHj; CH=CH, H
d CH, CHO CH, CH,-CH;  Phytyle
f CHO CH=CH, CH;  CH,-CH; Phytyle

Figure 27 : Formules structurelles des chlorophylles.
(Adapté de Voloshin et al., 2015; Morangais et al., 2018).

3.1.2. Effets biologiques des chlorophylles sur la santé

Il a été rapporté que les chlorophylles et leurs dérivés (ex : phéophytines) pouvaient
avoir des effets anti-inflammatoires, antioxydants et anticancéreux. Des extraits de Spirulina
maxima (une cyanobactérie), riche en chlorophylles, ont inhibé I'expression et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-1) ainsi que la production de médiateurs de
I'inflammation (NO : Oxyde Nitrique, PGE2 : Prostaglandine E2) dans les cellules microgliales

de souris. Cette activité anti-inflammatoire a été corrélée avec la quantité élevée de
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chlorophylle présente dans I'extrait (Choi et al., 2019a). Dans des cellules embryonnaires de
rein humain (HEK293), les chl a et b, extraites de feuilles de Streblus asper Lour, un petit arbre
tropical, ont inhibé I’expression du TNF-a et I'activation de NF-kB (Subramoniam et al., 2012).
La phéophytine a, un dérivé de la chlorophylle a, extraite des feuilles de Nelumbo nucifera
Gaertn (un lotus), a inhibé la transcription et la traduction de la COX-2, de iNOS (Inducible
Nitric Oxide Synthase) ainsi que la sécrétion de NO, de PGE2 et d’IL-1 dans les macrophages
de souris (Lin et al., 2014). Dans des cellules aortiques humaines, les ch/ a et b, extraites
d’épinards, inhibent I'expression de VCAM1, d’ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1),
d’'IL-8 et I'adhésion des cellules endothéliales aux monocytes induite par le TNF-a (Lin et al.,
2013). Des extraits de la plante Conyza triloba, riche en chlorophylles, ont montré une capacité
antioxydante ainsi qu’une activité antimutagéne induit par I'azoture de sodium et de B[a]P
dans Salmonella typhimurium (TA1535). De plus, ces extraits ont inhibé la prolifération
cellulaire de plusieurs lignées cancéreuses humaines et murines (El-Sayed et al., 2013). Il a
également été démontré un réle de la chlorophylle dans la chimioprotection. Dans la truite
arc-en-ciel, la supplémentation en chlorophylle extraite d’épinards, a inhibé la formation
d’adduits a I’ADN et I'incidence des tumeurs dans I'estomac et dans le foie, induits par un HAP,

le dibenzo[def,p]chryséne (McQuistan et al., 2012).

3.1.3. Les caroténoides

Les caroténoides appartiennent a la famille des terpénoides et comptent plus de 750
membres (Gateau et al., 2017). Ils existent deux types de caroténoides : les xanthophylles ou
oxycaroténoides (ex : fucoxanthine), qui contiennent au moins un atome d’oxygene et les
caroténes, dépourvus d’oxygéne (ex : B-caroténe) (Figure 28) (Mulders et al., 2014). Seuls 40
caroténoides sont consommés, les plus abondants étant: le B-caroténe, le lycopene, la
lutéine, la B-cryptoxanthine, I'a-carotene et la zéaxanthine. Les caroténoides présents dans
les microalgues sont tres diversifiés et dans de nombreux cas spécifiques des taxons. En effet,
la lutéine, un xanthophylle typique des plantes supérieures, est retrouvée seulement dans
Chrysophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta, Chlorophyta et certains Rhodophyta
(Takaichi, 2011; Pfeil et al., 2014). Les caroténoides absorbent la lumiére visible dans la région
violet-vert et sont composés de 30 a 50 carbones. Leur structure est caractérisée par un réseau

étendu de doubles liaisons conjuguées formant le chromophore. Une des conséquences de la
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présence de doubles liaisons est le nombre abondant d’isomeres. Ainsi, les caroténoides
peuvent adopter plusieurs configurations tridimensionnelles affectant leurs propriétés
biologiques. En effet, les isomeres cis de la fucoxanthine se sont révélés plus efficaces sur
I’effet antiprolifératif dans diverses lignées cancéreuses humaines que tous les isomeres trans
(Nakazawa et al., 2009). Une autre conséquence du réseau étendu de doubles liaisons

conjuguées réside dans leur capacité a agir comme antioxydants (Schoefs, 2002).

B-carotene

Fucoxanthine

OH

Figure 28 : Structures chimiques du B-caroténes et de la fucoxanthine.
(Adapté de Morangais et al., 2018; Le Goff et al., 2019a).

Au cours des derniéres décennies, un ensemble de preuves a été accumulé pour
soutenir I'association entre I'apport en caroténoides via I'alimentation et la réduction des
risques de maladies telles que les cancers et les MCV (Rao and Rao, 2007). En effet, les
caroténoides ont montré des effets antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux. Ainsi,
ils peuvent aider a maintenir un bon état sanitaire et prévenir I'apparition des pathologies.
L'Homme étant incapable de synthétiser ces composés, ils doivent étre acquis via
I'alimentation. Parmi les caroténoides, le B-caroténe et la fucoxanthine font partie des
composés prometteurs en raison de leurs fonctions antioxydantes et de leur abondance dans

les microalgues.
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3.1.3.1. Les caroténes : B-caroténe

Les caroténes sont des hydrocarbures polyinsaturés contenant 40 atomes de carbone
par molécule et un nombre variable d'atomes d'hydrogene (Figure 28). Certains caroténes se
terminent par des cycles hydrocarbonés sur I'une ou sur les deux extrémités de la molécule. Il
existe deux caroténes majoritaires chez les microalgues : a-caroténe et le B-carotene. Le B-
caroténe est présent dans toutes les classes de microalgues tandis que |'a-caroténe est
présent dans les Cryptophyta et Chlorophyceae (Morangais et al., 2018). Le B-caroténe est un
pigment liposoluble jaune orangé et un précurseur connu de la vitamine A. L’a-caroténe se

différencie du B-caroténe par la position de doubles liaisons dans le cycle hydrocarboné.

3.1.3.2. La fucoxanthine

La fucoxanthine est un caroténoide présent dans le chloroplaste de la plupart des
algues appartenant aux Heterokontes (Figure 28). Dans |'appareil photosynthétique, la
fucoxanthine est associée aux pigments et joue un role essentiel dans la capture des photons
pour la photosynthese. Comme tout caroténoide, la fucoxanthine présente une chaine
polyéne avec un carbonyle conjugué, un époxyde et un groupe hydroxyle. Cependant, elle est
constituée d’une liaison allénique et de six atomes d’oxygéne (Figure 28). Au total, ces
caractéristiques conferent a la fucoxanthine une forte capacité antioxydante ainsi qu'une

couleur kaki, inhabituelle pour un caroténoide (Le Goff et al., 2019a).

3.1.4. Effets biologiques du B-caroténe et de la fucoxanthine sur la santé

3.1.4.1. Le B-caroténe

Chez 'Homme, le B-caroténe est la plus grande source de provitamine A (rétinol) et
donc d’acide rétinoique. Cette vitamine est essentielle pour le développement embryonnaire,
la prolifération cellulaire, le bon fonctionnement du systéeme immunitaire et la vision (Stahl
and Sies, 2005). Le rétinol est I'activateur de nombreux facteurs de transcription tels que
RXR/RAR (Retinoid X Receptor/Retinoic Acid Receptor) qui s’Thomodimérise avec d’autres
facteurs de transcription comme les récepteurs a la vitamine D, PPARs (Peroxisome

Proliferator-Activated Receptors) ou les récepteurs aux estrogénes (Dembinska-Kiec, 2005).
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Outre l'intérét du B-carotene comme source de provitamine A, il est connu pour ses
capacités antioxydantes, anticancéreuses et anti-inflammatoires. Dans les macrophages de
rat, un extrait de la microalgue Dunaliella salina, riche en trans-pB-caroténe et en 9-, 9'-cis-B-
carotene, a inhibé la production de cytokines pro-inflammatoires IL-13, IL-6 et TNF-q,
I'expression des protéines iINOS et COX-2, et la sécrétion de NO et de PGE2 via I'inactivation
de la voie NF-kB (Yang et al., 2013). Il a également été rapporté que le B-carotene réduisait
I’'angiogenese. Des études menées in vitro et in vivo chez le rat ont montré une inhibition de
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, en supprimant la prolifération et la migration
cellulaires. De plus, I'expression des MMP-2 et MMP-9 ainsi qu’une diminution des taux d’IL-
1B, d’IL-6 et du TNF-o a été observée (Guruvayoorappan and Kuttan, 2007). La
supplémentation en poudre de Dunaliella salina, riche en B-caroténe chez le rat, a protégé du
stress oxydatif en augmentant 'activité d’enzymes antioxydantes telles que la catalase, la
Superoxyde Dismutase (SOD) et la peroxydase dans le foie. La supplémentation en B-caroténe
naturel a montré une meilleure protection contre le stress oxydatif par rapport a une

supplémentation en B-carotene synthétique (Murthy et al., 2005).

3.1.4.2. La fucoxanthine

Les effets anti-inflammatoires de la fucoxanthine ont été signalés in vitro et in vivo dans
des modeles murins. La fucoxanthine inhibe la production de NO, de PGE2, d’IL-1B, d’IL-6, du
TNF-a et I'expression des protéines iNOS et COX-2. Il semblerait que ces effets soient dus a
I'inhibition des voies de signalisations NF-kB et MAPK, notamment in vitro (Shiratori et al.,
2005; Kim et al., 2010). Il a également été rapporté que la fucoxanthine améliore la capacité
antioxydante in vivo chez le rat. Dans le plasma, elle augmente les activités de la catalase, de
la SOD et de la GPx (Gluthathion Peroxydase) ainsi que de I'expression en ARNm de NQOL1 et
de Nrf2 (Nuclear factor erythroid-2-related factor 2) (Ha et al., 2013).

La fucoxanthine aurait également des propriétés anticancéreuses. Ainsi, dans la lignée
cellulaire de leucémie humaine HL-60, la fucoxanthine extraite d'Undaria pinnatifida, une
algue brune, induit I'apoptose contrairement au B-carotene (Hosokawa et al., 1999). Il a été
suggéré que l'induction de I'apoptose par la fucoxanthine serait le résultat d’'une atteinte de
la perméabilisation de la membrane mitochondriale suivie de I'activation des caspase-3 et -9

(Kotake-Nara et al., 2005). Dans le cancer de la prostate, sur différentes lignées humaines, la
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néoxanthine et la fucoxanthine, extraites d’épinard et d’algues brunes respectivement, ont
également induit I'apoptose, contrairement a d’autres caroténoides tels que la zéaxanthine
(Kotake-Nara et al., 2001). De plus, il a été rapporté que la fucoxanthine et son métabolite, le
fucoxanthinol®, provoquent un arrét du cycle cellulaire dans de nombreuses tumeurs
humaines en modulant I'expression de molécules et de voies de signalisation telles que MAPK,
AP-1 et NF-kB (Satomi, 2017). Ainsi dans des lignées cellulaires d’ostéosarcome, ils ont
provoqué l'arrét du cycle cellulaire en phase G1, en réduisant I'expression de CDK4, CDK6
(Cyclin-Dependent Kinase) et de la cycline E. La fucoxanthine et le fucoxanthinol ont
également induit I'apoptose en réduisant I'expression protéique de la survivine, de XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis protein), de Bcl-2 et de Bcl-x.. L'apoptose qui en résulte a été
associée a l'activation des caspase-3, -8 et -9 et a une inhibition de la voie Akt. De plus, le
fucoxanthinol inhibe la migration et I'invasion cellulaire en inhibant I’activation d’AP-1 et en

réduisant I’expression de MMP-1 (Rokkaku et al., 2013).

Outre l'activité de ce xantophylle et de son métabolite sur la migration et I'invasion
cellulaires, il a été rapporté que la fucoxanthine, dans un essai ex vivo utilisant un anneau
aortique de rat, induisait la suppression de la croissance des microvaisseaux de facon dose-
dépendante (Sugawara et al., 2006). L'effet antiangiogénique de la fucoxanthine dans les
cellules endothéliales serait dii a la suppression de I'expression en ARNm de FGF-2 et de son
récepteur FGFR-1 ainsi que du facteur de transcription EGR-1 (Early Growth Response protein
1). De plus, ce caroténoide régule négativement la phosphorylation des protéines de
signalisation intracellulaires médiées par le FGF-2, telles que ERK1/2 (Extracellular signal-

Regulated Kinase) et Akt (Ganesan et al., 2013).

3.2. Les acides gras polyinsaturés w3 (AGPI w3)

Les acides gras sont des acides carboxyliques a longues chaines aliphatiques qui
peuvent étre linéaires ou ramifiées, saturées ou insaturées. lls sont des composants
structurels des phospholipides, des glycolipides et des TAG. Les acides gras contiennent

généralement, un nombre pair de carbones, de 4 a 28 carbones (Mimouni et al., 2018). Leur

BFucoxanthinol : La fucoxanthine ingérée est hydrolysée en fucoxanthinol par des enzymes digestives gastro-
intestinales telles que la cholestérol estérase et la lipase. Il péneétre ensuite dans la circulation systémique et est
acheminé jusqu’au foie ou il est dégradé en amarouciaxanthine A.
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classification s’effectue selon le nombre de doubles liaisons : les acides gras saturés (AGS) sans
double liaison ; les acides gras monoinsaturés (AGMI) avec une double liaison et les acides
gras polyinsaturés (AGPl) avec au moins deux doubles liaisons (Figure 29). Les AGPI sont
classés en acides gras oméga-3 (w3) ou oméga-6 (w6) en fonction de la position de la premiére
double liaison par rapport a I'extrémité méthyle terminale de la chaine carbonée. Dans les
acides gras insaturés, les doubles liaisons sont séparées par des groupes méthylene (Kumari
et al.,, 2013). Cependant, il existe des exceptions chez les microalgues comme I'acide
octadécatriénoique (acide picolinique, 18:32>°12) et I'acide octadécatétraénoique (acide

coniféronique, 18:4%>%1215) dans Chlamydomonas reinhardtii (Kajikawa et al., 2006).

ALA
H,C
COOH
EPA
COOH
HaC
DHA
COOH
HyC

Figure 29 : Principaux acides gras polyinsaturés w3 des microalgues.
ALA : acide a-linolénique (18:3 w3),; EPA : acide eicosapentaénoique (20:5 w3); DHA : acide
docosahexaénoique (22:6 w3). (Issue de Ulmann et al., 2017).

Les acides gras sont indispensables a tous les organismes vivants qui en ont besoin
pour leur santé et leur survie. Chez I’'Homme, ils existent deux acides gras dits essentiels :
I'acide linoléique (C18:2 w6) et I'acide a-linoléique (ALA, C18:3 w3). Ces acides gras essentiels,
ne sont pas synthétisés par 'Homme. lls doivent donc étre apportés par son alimentation
(huiles végétales, graines, céréales, poissons). L'ALA est le précurseur des acides gras de la

famille des w3, incluant I'EPA (20:5 w3) et le DHA (22:6 w3) (Figure 29). Chez 'Homme, la
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synthese de ces deux AGPI est trop faible pour couvrir ses besoins. En effet, les désaturases
nécessaires a la synthése de I'EPA et du DHA sont également impliquées dans la synthése des
acides gras de la famille des w6. Il existe donc une concurrence entre les deux voies de
synthéese des acides gras. Le taux de conversion de ALA en EPA est de 5 a 8% et inférieur a
0,5% pour le DHA (Plourde and Cunnane, 2007). Un apport de ces deux AGPI par I'alimentation
est donc conseillé. Ces deux molécules sont retrouvées dans les poissons qui accumulent les

AGPI en se nourrissant de microalgues riches en lipides (Galasso et al., 2019).

Tableau 12 : Teneur totale en lipides, EPA et DHA de certaines espéces de microalgues.
Teneur totale en lipides : % du poids sec ; Teneur en EPA et DHA : pourcentage molaire.
(Adapté de Mimouni et al., 2012).

Classes Espéces Teneuren EPA DHA
lipides
Chlorophyceae Tetraselmis suecica 15-23 1-5 <1
Chlorella Chlorophyceae sp.  28-32 1-5 <1
Dunaliella primolecta 23 <1 <1
Prymnesiophyceae Isochrysis sp. 25-33 <1 10-20
Pavlova lutheri 20-25 >20 10-20
Bacillariophyceae Skeletonema costatum 13 10-20 1-5
Thalassiosira pseudonana 24 15 1
Odontella aurita 7-13 >25 1-2
Phaeodactylum 20-30 26 2
tricornutum
Nitzschia sp. 45-47 2530 <1
Dinophyceae Crypthecodinium cohnii 20 45 <1
Rhodophyceae Porphyridium cruentum 10-15 21 <1
Autre Schizachytrium sp. 50-77 =10 >22

Les lipides contenus dans les microalgues représentent jusqu’a 80% de leur poids sec
et sont majoritairement sous forme de Triacylglycérols (TAG) (Sun et al., 2018). Les
microalgues sont la source primaire d’AGPI. Elles ont I'avantage d’étre une source naturelle
alternative aux ressources halieutiques qui s’amenuisent avec la péche intensive. La culture

des microalgues peut étre contrélée (en bioréacteur) permettant ainsi d’optimiser leur
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production en lipides et d’éviter leur contamination par des métaux lourds (mercure, cuivre)
ou par des polluants de I'environnement (TCDD, HAP) retrouvés chez les poissons (Scott D.
Doughman et al., 2007). La majorité des microalgues marines contiennent de I'EPA et du DHA
contrairement aux microalgues d’eau douce, qui produisent en grande quantité I'ALA, a
I’exception de Monodus subterraneus qui synthétise de I'EPA (Barnathan, 2007; Bosma et al.,
2008). Cependant, la teneur et la composition en acides gras produits par les microalgues
dépendent des conditions de culture (température, lumiere, nutriment) et de l'espece
(Ulmann et al., 2017; Mimouni et al., 2018). Ainsi, le rapport EPA/DHA est trés variable d’une

microalgue a I'autre (Tableau 12).

3.2.1. Effets biologiques du DHA et de I'EPA sur la santé

Les AGPI exercent de multiples fonctions physiologiques au niveau de I'organisme. lls
jouent notamment un réle important dans la structure des membranes cellulaires. L’acide
arachidonique (C20:4 w6), I'acide linoléique (C18:2 w6) et le DHA sont des constituants
fondamentaux des phospholipides membranaires. Ainsi, la teneur et la composition en AGPI
dans les membranes influencent leurs propriétés physico-chimiques (fluidité, dynamique et
perméabilité membranaires). Une modification de la fluidité membranaire par un changement
de sa composition en acides gras peut entrainer des changements fonctionnels des protéines
membranaires telles que des enzymes, des récepteurs ou des canaux ioniques impliqués dans
de nombreuses voies de signalisation cellulaire. L'EPA et le DHA sont également des
précurseurs d’eicosanoides tels que les prostaglandines (série 3), les leucotrienes (série 5), les
thromboxanes (série 3), la neuroprotectine D1 et les résolvines (série E et D). Ces eicosanoides
présentent des propriétés anti-inflammatoires, antiarythmiques, vasodilatatrices et
inhibitrices de I'activation plaquettaire (Schmitz and Ecker, 2008; Wiktorowska-Owczarek et

al.,, 2015).

Les AGPI w3 et plus particulierement le DHA, sont des composants structurels
importants du cerveau et de la rétine humaine. Dans le cortex cérébral, le DHA représente
environ 15 a 20% des acides gras totaux et 30 a 60% dans la rétine (Barnathan, 2007). Au cours
du développement du feetus et du nourrisson, le cerveau et la rétine s’enrichissent en DHA.
Dans le cerveau, cette accumulation se déroule essentiellement au cours du troisieme

trimestre de la grossesse et se poursuit dans les deux premiéres années de vie de I'enfant. Le
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niveau élevé de DHA est alors maintenu dans le cerveau tout au long de la vie (Cetin et al.,
2009; Lauritzen et al., 2016). Pendant la grossesse, le placenta transfere les nutriments, y
compris le DHA, de la mere au feetus. La quantité d'AGPIl w3 retrouvée dans le foetus est
corrélée avec la quantité d'AGPI w3 ingérée par la mére (Dunstan et al., 2008). Il est donc
essentiel que I'apport en AGPI w3 chez la mére soit suffisant pour le bon développement du
foetus. Le DHA et son précurseur I'EPA sont largement reconnus pour leur impact bénéfique

sur le développement neurologique du foetus et du nourrisson.

Chez le rat, le déficit en AGPI w3 lors de la gestation altére la neurogenése dans le
foetus. Cette carence modifie la taille des hémisphéres cérébraux notamment par réduction
de la couche corticale de I'hippocampe et en particulier du gyrus dentelé ainsi qu’une
augmentation de I'épaisseur de la zone ventriculaire corticale (Coti Bertrand et al., 2006). Chez
le raton une carence en DHA, de la gestation jusqu’a son sevrage, a entrainé une diminution
de la taille des neurones dans I'hippocampe, I'hypothalamus et le cortex pariétal ainsi qu’une
diminution de prés de 88% du DHA dans le cerveau (Ahmad et al., 2002). De plus, une
alimentation déficiente en AGPlI w3 entraine une modification des systémes de
neurotransmissions notamment des systemes dopaminergiques et sérotoninergiques
(Chalon, 2006). Chez 'Homme, il semblerait qu’une supplémentation en DHA pendant la
grossesse augmente les fonctions cognitives chez le nourrisson. En effet, une supplémentation
en DHA (1,5 g par semaine) pendant la grossesse augmente les performances des nourrissons
a I’'age de neuf mois par rapport aux enfants ayant recu un placebo (Judge et al., 2007). Il a
également été montré que la supplémentation en huile de poisson (2200 mg de DHA et 1100
mg d’EPA) a partir de la 20®™ semaine de grossesse jusqu'a la naissance, améliore la
coordination des mains et des yeux chez les enfants a I'dge de deux ans et demi (Dunstan et
al., 2008). Une supplémentation en DHA a raison de 600 mg/jour durant les deux derniers
trimestres de la grossesse jusqu'a la naissance, a permis d’augmenter les capacités

attentionnelles des nourrissons agés de 4, 6 et 9 mois (Colombo et al., 2016).

Dans les années 70, un intérét considérable est apparu pour les AGPl w3 suite aux
résultats d’études épidémiologiques montrant que les Eskimos du Groenland avaient des taux
réduits d'infarctus du myocarde par rapport aux individus des pays occidentaux. Il a été
observé qu’un apport alimentaire élevé d’AGPI w3 (poissons gras et mammiféres marins)

augmentait le taux plasmatique d’AGPIl w3 et réduisait les TAG a jeun (Bang et al., 1971;
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Dyerberg et al., 1975; Dyerberg, 1978). De par leur composition riche en AGPl w3, les
microalgues suscitent aujourd’hui un grand intérét dans la prévention des maladies
cardiovasculaires (Tableau 12). Le DHA et I'EPA affectent I'hyperlipidémie en abaissant les
niveaux de lipides plasmatiques tels que les TAG et le cholestérol total, réduisant ainsi le risque
de maladies cardiovasculaires telles que |'athérosclérose. Chez le rat atteint d’une
dyslipidémie, une supplémentation de la microalgue Odontella aurita, riche en EPA entraine
une diminution de la glycémie, des taux de lipides dans le plasma et le foie. Une diminution
de I'agrégation plaquettaire et du stress oxydant par des niveaux de malondialdéhyde plus
faibles et une augmentation du glutathion ont également été observés (Haimeur et al., 2012).
Une supplémentation de la microalgue Phaeodactylum tricornutum, riche en EPA, chez le rat
atteint de syndrome métabolique, a conduit a un enrichissement d’AGPI w3 dans le foie, le
plasma et les érythrocytes. Le cholestérol total, les TAG et le taux de cytokines pro-
inflammatoires plasmatiques (TNF-a, IL-6) ont été diminués contrairement a la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (Mayer et al., 2019). Chez 'Homme, il a été démontré que le DHA contenu
dans I'huile extraite d’algues était capable de réduire les TAG sanguins et d’augmenter le
cholestérol HDL et le cholestérol LDL (Low Density Lipoprotein). Ces données démontrent que
I'utilisation d’huile issue d’algues riches en DHA pourrait réduire le risque de facteurs
impliqués dans les maladies cardiovasculaires (Bernstein et al., 2012). Chez I’'Homme atteint
d’hypertriglycéridémie, une supplémentation durant 45 jours en DHA issue de la microalgue
Crypthecodinium cohnii, a diminué la concentration des TAG a jeun et du nombre de petites

particules denses de LDL (Kelley et al., 2007).
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Cadre et objectifs
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L'Homme est continuellement exposé a une multitude de xénobiotiques, dont des
contaminants de I'environnement. Bon nombre d’entre eux sont impliqués directement ou
indirectement dans la survenue et/ou I'aggravation de cancers et de maladies
cardiovasculaires. Parmi ces molécules chimiques, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) présents de maniere ubiquitaire dans notre environnement, représentent
une classe majeure de polluants toxiques. L’élimination compléte des expositions a ces
polluants environnementaux, produits de maniére naturelle ou anthropique, est
techniquement irréalisable. L'exposition de I’'Homme a ces polluants toxiques est donc
inévitable, notamment en raison de la contamination des aliments. Par conséquent, il est
fondamental d'identifier de nouveaux biomarqueurs d’exposition et/ou d’effets fiables et de
proposer de nouvelles stratégies afin de prévenir les effets toxiques de ces contaminants de

I’environnement.

C’est dans ce contexte que I'équipe 3, Stress Membrane et Signalisation (SMS), de
I'lrset a développé son axe n°2 de recherche. Cet axe 2 a pour objectif d’identifier des
biomarqueurs précoces trés faiblement invasifs de risque de cancer hépatique et d’autres
maladies, telles que les maladies cardiovasculaires, liées a I'exposition aux polluants de
I’environnement. En effet, il est connu que les HAP peuvent entrainer la mort des hépatocytes.
Or, la prolifération compensatoire qui en découle et I'agression répétée de ces cellules
participent a la genése de tumeurs hépatiques. Il est donc fondamental d’identifier des
biomarqueurs d’un risque accru d’apparition de ces cancers. Ainsi, la premiére approche de
I’Axe 2, est d’étudier I'impact des contaminants environnementaux sur la production de VE
par les cellules hépatiques. Cependant, le foie, par ses fonctions d’épuration, de synthese et
de stockage présente une structure complexe et particuliere. Les hépatocytes et les cellules
parenchymateuses sont organisés en travées autour de capillaires sinusoides. Les cellules
endothéliales constituant leur paroi sont des cibles privilégiées pour les HAP et sont I'une des
sources des VE sanguines. C'est ainsi que la seconde approche de I’Axe 2 a été mise en place,
afin d’étudier I'impact des contaminants environnementaux sur la production de VE par les

cellules endothéliales.

L’équipe MIMMA du laboratoire Mer, Molécules, Santé (MMS) étudie I'effet d’extraits
de microalgues naturelles ou modifiées afin d’évaluer leur potentielle utilisation en nutrition-

santé humaine. Ainsi, dans le cadre de la recherche de nouvelles stratégies de prévention des
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effets toxiques des contaminants de I’environnement, nous nous sommes intéressés a |'effet
protecteur potentiel d’extraits de microalgues. Les microalgues marines sont connues pour
étre une source de molécules bioactives issues de leur propre métabolisme (AGPI, pigments,
lipides). Certains de ces sous-produits ont démontré un intérét potentiel pour la santé
humaine, notamment avec des propriétés anti-inflammatoires, anticancéreuses et

préventives des maladies cardiovasculaires (MCV).

Durant cette these, j’ai participé a la mise en place et au développement de la seconde
approche de I'axe 2, de I'’équipe 3 SMS. Le premier objectif a été d’étudier I'influence des HAP
et particulierement, du prototype, le B[a]P sur la production des VE par les cellules
endothéliales HMEC-1. Les travaux réalisés dans ce cadre ont été publiés dans un premier
article (Le Goff et al., 2019b) montrant que les HAP stimulent a la fois la production des
vésicules extracellulaires, in vitro dans les cellules endothéliales et in vivo, dans les urines de

rats.

Le deuxieme objectif a été d’explorer les effets potentiels d’extraits de microalgues
contre la toxicité induite par les polluants de I’environnement. Les travaux réalisés dans ce
cadre ont débouché sur un second article (Le Goff et al.,, 2019c) montrant les effets
protecteurs de deux extraits de microalgues (Ostreococcus tauri et Phaeodactylum

tricornutum) sur la toxicité induite, in vitro, par le B[a]P dans les cellules endothéliales.

Cette these a été réalisée au laboratoire Mer Molécules Santé (MMS), IUML CNRS 3473
EA 2160, a Laval et a I'Institut de recherche en santé environnement et travail (Irset), UMR
INSERM U1085, a Rennes. Elle a été soutenue financierement par une bourse doctorale des
Collectivités Locales Mayennaises et par le programme Environnement-Santé-Travail de
I’ANSES avec le financement de I'IlTMO cancer dans le cadre du Plan Cancer 2014-2019 (EST-
2016/1/31).
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Résultats
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Les résultats obtenus lors de cette thése sont présentés sous la forme de deux articles :

e Article 1 : PAHs increase the production of extracellular vesicles both in vitro in

endothelial cells and in vivo in urines from rats (article publié dans Environmental

pollution).

e Article 2 : protective Action of Ostreococcus tauri and Phaeodactylum tricornutum

Extracts towards Benzo[a]Pyrene-Induced Cytotoxicity in Edothelial Cells (article

publié dans Marine Drugs).
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Article n°1 :

PAHs increase the production of extracellular vesicles both

in vitro in endothelial cells and in vivo in urines from rats

Manon Le Goff, Dominique Lagadic-Gossmann, Rémi Latour, Normand
Podechard, Nathalie Grova, Fabienne Gauffre, Soizic Chevance, Agnes Burel,
Brice Appenzeller, Lionel Ulmann, Odile Sergent, Eric Le Ferrec.

Environmental Pollution. 2019 Sep, 255: 113171. doi: 10.1016/j.envpol.2019.113171
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Dans le cadre de la recherche de biomarqueurs précoces tres faiblement invasifs de
risque de pathologies associées a I’exposition aux HAP, nous avons étudié I'influence des HAP
et plus particulierement du B[a]P sur la production de vésicules extracellulaires (VE), par une
approche in vitro, en utilisant la lignée cellulaire endothéliale humaine HMEC-1 et par une

approche in vivo, en utilisant des échantillons d'urine de rats exposés aux HAP.

Afin de savoir si le B[a]P est capable de moduler la production des VE par les cellules
endothéliales HMEC-1, nous avons exposé les cellules a différentes concentrations de B[a]P
de 0 a 10 000 nM durant 24 h et a 100 nM durant 2 h a 24 h. Les VE totales ont été isolées par
ultracentrifugation, leur nombre ainsi que leur taille ont été analysés par Nanoparticle
tracking analysis (NTA). L'analyse au NTA a révélé que le B[a]P stimulait significativement la
production de VE a partir de 100 nM de B[a]P et aprés 12h de traitement. Sachant que les
cellules sont capables de libérer une population hétérogene de diameétres variables et de
processus de biogenése différents, nous avons évalué I'effet du B[a]P a la fois sur la production
de grandes vésicules (L-VE) et de petites vésicules (S-VE). Les populations des S-VE et des L-VE
obtenues avaient des diametres moyens de 160,1 nm et de 295,8 nm respectivement.
L'exposition au B[a]P (100 nM, 24 h) a augmenté a la fois la production des S-VE et des L-VE.
Par la suite, nous avons caractérisé les S-VE et les L-VE isolées afin de déterminer si dans nos
conditions expérimentales les sous-populations de VE correspondaient aux exosomes (EXO)
et aux microvésicules (MV) respectivement. L’analyse en microcopie électronique a
transmission (MET) a révélé que les deux sous-populations ont des diameétres correspondant
aux EXO et MV ainsi que des structures caractéristiques en forme de cupules. L’analyse par
western-blot a révélé une absence de lamine A/C dans les deux sous-populations excluant
ainsi une possible contamination par du matériel nucléaire. En revanche, les protéines
traditionnellement observées a la fois dans les EXO et les MV telles que la cavéoline-1, la
flotilline-1, la B-actine et la TSG101 ont été détectées dans les S-VE et les L-VE. Le CD63, une
protéine décrite comme étant plus spécifique des EXO, a été détecté dans les S-VE. Par
cytométrie en flux, le marquage a I’'annexine V, une protéine possédant une forte affinité pour
la phosphatidylsérine présente au niveau du feuillet externe des MV, a révélé que 70% des L-
VE étaient positifs a 'annexine V. Parallelement a la caractérisation de deux sous-populations
de VE, nous avons cherché a savoir si la composition des VE était affectée par I'exposition au

B[a]P. L'analyse densitométrique a ainsi révélé que la présence de la cavéoline-1 et de
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flotilline-1 était augmentée dans les S-VE en présence de B[a]P. Cet effet n’est pas de nature
transcriptionnelle car dans les cellules nous n’avons pas observé de variations du taux d’ARNm
des protéines étudiées. Dans I'ensemble ces observations indiquent que nos conditions
expérimentales ont permis d’isoler les S-VE et L-VE correspondant a des populations enrichies
en EXO et MV respectivement et que le B[a]P peut influencer la composition des exosomes

produits par les cellules endothéliales.

Afin de déterminer les mécanismes impliqués dans la production de VE apres
exposition au B[a]P, nous avons décidé de concentrer notre attention sur I'activation de AhR,
le signal calcique et I'apoptose. Tout d’abord, nous avons évalué le potentiel d'activation de
AhR avec différents HAP (B[a]A, B[a]P, DBA, B[e]P, PYR) en étudiant l'induction de génes cibles
connus de AhR, le CYP1A1 et le CYP1B1. Comme attendu, seuls les B[a]A, B[a]P et DBA (ligands
de AhR) ont induit I’expression en ARNm du CYP1A1 et du CY1B1. Les autres HAP testés (B[e]P
et PYR), connus pour leur trés faible affinité pour AhR, n'ont pas réussi a modifier I'expression
des CYP dans notre modeéle cellulaire. De plus, seuls les ligands possédant une forte affinité
pour AhR ont été capables de stimuler la production de VE. Ceci nous a conduit a émettre
I'hypotheése que AhR était impliqué dans la surproduction de VE lors de |'exposition au B[a]P.
Pour tester cette hypothese, nous avons ensuite étudié les effets d’un antagoniste de AhR,
I’a-Naphtaflavone (a-NF), sur la production de S-VE et L-VE induit par le B[a]P. L'a-NF a inhibé
la production de S-VE, mais pas celle des L-VE, induite par le B[a]P. Il semblerait que
I'activation de AhR serait impliquée dans la production des S-VE induite par B[a]P mais pas
dans la production des L-VE, suggérant ainsi des mécanismes différents. Concernant
I'influence des HAP sur la concentration calcique intracytosolique ([Ca?*];), nous n’avons pas
trouvé de corrélation entre la capacité des HAP a augmenter le [Ca?*]iet 'augmentation de la
production de VE. Par conséquent, le signal calcique précoce induit par les HAP n’est
probablement pas impliqué dans la surproduction de VE, quel que soit le type de VE considéré.
Au niveau de 'apoptose, seul le B[a]P a faiblement (<5%) augmenté le pourcentage de cellules
apoptotiques. Autrement dit, comme pour le signal calcique, il ne semble pas y avoir de
corrélation entre la capacité des HAP a induire I'apoptose et leur capacité a augmenter la

production de VE par les cellules HMEC-1.

Les VE étant présentes dans tous les fluides biologiques, dont I'urine, nous avons

décidé d’étudier I'effet in vivo d'un mélange des 16 HAP répertoriés comme «prioritaires» par
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I’"US-EPA, sur la quantité de VE dans des échantillons d’urine de rats fournis par le Luxembourg
Institute of Health (collaboration avec le Dr. Nathalie Grova). Les résultats obtenus in vivo ont
confirmé nos résultats in vitro. En effet, I’exposition des rats, durant 90 jours a 0,8 mg/kg, au
mélange de HAP, a entrainé une augmentation du nombre de VE dans les urines sans
modification significative des fonctions rénales, déterminées par la mesure de la diurése et de

la filtration glomérulaire (clairance de la créatine).

Au total, nous démontrons que certains HAP provoquent une surproduction de VE.
Méme si nos résultats in vivo corroborent nos résultats in vitro, il est important de préciser
que l'influence des HAP dépend du type de HAP, du modele cellulaire et que AhR n’est
probablement pas la seule voie de signalisation impliquée. Alors que le PYR n’a aucun effet
sur la production de VE par les cellules HMEC-1, il stimule celle les hépatocytes via un
mécanisme Constitutif Androstane Receptor (CAR)- dépendant. Une analyse par qPCR a révélé
que les cellules HMEC-1 ne possédaient pas d’ARNm codant ce récepteur. CAR est donc un
élément clé dans la production de VE par les hépatocytes en réponse a une exposition au PYR.
Au total, ces résultats suggerent que les vésicules extracellulaires pourraient étre
particulierement utiles pour surveiller I'exposition aux HAP, et plus particulierement au B[a]P,
considéré comme un HAP de référence, et pour détecter la réponse cellulaire précoce

associée avant les dommages aux organes cibles.
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Résumeé graphique :

Figure 30 : Résumé graphique “PAHs increase the production of extracellular vesicles both in
vitro in endothelial cells and in vivo in urines from rats”.
(Issue de Le Goff et al., 2019b).
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ABSTRACT

Environmental contaminants, to which humans are widely exposed, cause or worsen several diseases,
like cardiovascular diseases and cancers. Among these molecules, polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) stand out since they are ubiquitous pollutants found in ambient air and diet. Because of their toxic
effects, public Health agencies promote development of research studies aiming at increasing the
knowledge about PAHs and the discovery of biomarkers of exposure and/or effects.

Extracellular vesicles (EVs), including small extracellular vesicles (S-EVs or exosomes) and large
extracellular vesicles (L-EVs or microvesicles), are delivery systems for multimolecular messages related
to the nature and status of the originating cells. Because they are produced by all cells and detected
within body fluids, EV releases could act as cell responses and thereby serve as biomarkers.

To test whether EVs can serve as biomarkers of PAHs exposure, we evaluate the effects of these pol-
lutants on EV production using an in vitro approach (human endothelial cell line, HMEC-1) and an in vivo
approach (urine samples from PAHs-exposed rats). Qur study indicates that, i) PAH exposure increases
in vitro the EV production by endothelial cells and in vivo the release of EVs in urine, and that the
stimulating effects of PAHs concern both S-EVs and L-EVs; ii) PAH exposure and more particularly
exposure to B[a]P, can influence the composition of exosomes produced by endothelial cells; iii) the aryl
hydrocarbon receptor, a cytosolic receptor associated to most deleterious effects of PAHs, would be
involved in the PAH effects on the release of $-EVs, but not L-EVs,

These results suggest that EVs may have utility for monitoring exposure to PAHs, and more particularly
to B|a]P, considered as reference PAH, and to detect the related early cellular response prior to end-organ
damages.

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: AhR, aryl hydrocarbon receptor; AM, acetoxymethyl ester; Annexin V-PE, Annexin V-phycoerythrin; ARNT, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator;
B[a]A, benz[alanthracene; B[a]P, benzo[a]pyrene; B[e]P, benzo[e]pyrene; [Ca**];, intracellular calcium concentration; CVD, cardiovascular diseases; CYP, cytochrome; DBA,
dibenz[g,h]anthracene; DMSO, dimethyl sulfoxide; DTT, dithiothreitol; EVs, extracellular vesicles; FBS, fetal bovine serum; HMEC-1, Human microvascular endothelial cell-
line 1; L-EVs, large extracellular vesicles; MVB, multivesicular bodies; NTA, nanoparticle tracking analysis; PAHs, polycyclic aromatic hydrocarbons; PBS, phosphate-buffered
saline; PFA, paraformaldehyde; PYR, pyrene; RT-PCR, real-time quantitative PCR; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate—polymerase gel electrophoresis; S-EVs, small extra-
cellular vesicles; TEM, transmission electron microscopy; uEVs, urinary EVs; US-EPA, United States Environmental Protection Agency; WHO, World Health Organization;
XREs, xenobiotic responsive elements; a-NF, alpha-naphthoflavone,

* Corresponding author. UMR Inserm U1085 | IRSET, University of Rennes 1, Faculty of Pharmacy, 2 av. Pr. Léon Bernard, 35043, Rennes, France.

E-mail address: eric.leferrec@univ-rennes1.fr (E. Le Ferrec).

https://doi.org/10.1016/j.envpol.2019.113171
0269-7491/© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.



2 M. Le Goff et al / Environmental Pollution 255 (2019) 113171

1. Introduction

Nowadays, there is broad consensus regarding the fact that our
environmental health markedly depends on the impact of envi-
ronmental contaminants to which humans are widely exposed
(Remoundou and Koundouri, 2009), especially via diet and ambient
air. Most of these chemicals, such as heavy metals, persistent
organic pollutants and biocides, come from anthropogenic activ-
ities. They are known to cause or worsen several diseases, like
cardiovascular diseases (CVD), immune dysfunctions and cancers
(Ferronato and Torretta, 2019). Among these molecules, polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) stand out since they are ubiquitous
pollutants notably found in ambient air and diet. They are involved
in the occurrence of human CVDs, and exhibit immunotoxic,
mutagenic, and carcinogenic properties (Bansal and Kim, 2015).
Most deleterious effects of PAHs are related to their binding to the
aryl hydrocarbon receptor (AhR), a cytosolic ligand-activated
transcription factor. PAH binding to this receptor triggers a ca-
nonical genomic pathway with the nuclear translocation of AhR
followed by its interaction with aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator (ARNT), thus allowing its binding to specific genomic
elements termed xenobiotic responsive elements (XREs). XREs are
found in the promoter of PAHs-responsive genes, such as cyto-
chromes P-450 (CYP) 1A1 and 1B1, that are known carcinogen
bioactivating enzymes. AhR activation also triggers several non-
genomic pathways, including intracellular calcium signaling and
tyrosine kinase SRC activation (Haarmann-Stemmann et al., 2009;
Larigot et al., 2018). The United States Environmental Protection
Agency (US-EPA} as well as the World Health Organization (WHQ)
consider some of PAHs as priority pollutants due to their critical
effects on human health (Bruzzoniti et al,, 2010). This has led to the
development of research studies aiming at increasing the knowl-
edge about these molecules and the discovery of biomarkers of
exposure and/or effects.

During the last decade, extracellular vesicles (EVs) have drawn
an increasing attention in the field of biomarkers of diseases or
exposure to xenobiotics (Benedikter et al., 2018; Conde-Vancells
et al., 2010; Rak, 2013; Soekmadji and Nelson, 2015; Wang et al,,
2013). Theoretically produced by all cells, EVs, including small
extracellular vesicles (S-EVs or exosomes) and large extracellular
vesicles (L-EVs or microvesicles), are delivery systems for multi-
molecular messages closely related to the nature and status of
originating cells (Bebelman et al., 2018; Maas et al., 2017). These
cellular nanostructures are differentiated by their size (S-EV: less
than 200 nm, L-EV: less than 1000 nm), their biogenesis processes
(S-EV: generated within endosomal compartments, L-EV: budding
from the plasma membrane) and by their components (lipids,
proteins, DNAs, mRNAs, miRNAs ...) (Hartjes et al., 2019). EVs allow
intercellular communication and consequently are involved in
many biological processes such as cell maintenance and prolifera-
tion, tissue repair, angiogenesis ... They have been detected within
body fluids (i.e. blood, urine, lymph, saliva ...} in healthy humans
but also in patients (Bayraktar et al., 2017; Jaiswal and Sedger,
2019). In this latter case, EV production is exacerbated and their
content altered. Such alterations notably occur during cancer,
metabolic, neurodegenerative or CVDs (Curtis et al., 2013; Martinez
and Andriantsitohaina, 2017).

The EV overproduction is also observed during exposure to xe-
nobiotics. Thus, some drugs or toxicants (like acetaminophen,
alcohol, diclofenac or cigarette smoke) are able to increase in vitro
and/or in vivo EV production, and to change their composition (Bala
et al., 2012; Benedikter et al., 2017; Cesselli et al., 2018; Palomo
et al., 2018). As a consequence, EVs could serve as biological
markers of cell responses and possibly even susceptibility to
toxicity. They also offer the possibility of detecting toxicity at the

very early stages of development before irreversible effects occur.

Although the molecular mechanisms still remain to be fully
clarified, there is evidence showing that an increase in intracellular
calcium concentration ([Ca*];), plasma membrane remodeling or
oxidative stress are involved in the EV release by cells (Pollet et al.,
2018; Turturici et al., 2014). Interestingly, we previously reported
that PAHs and more specifically the prototypical PAH, benzo[a]
pyrene (B[a]P), can trigger such cellular events. Indeed, our team
previously demonstrated that cell exposure to various PAHs can
increase the [Ca®*];, via an AhR-independent activation of the p2-
adrenergic receptor (Mayati et al., 2012), and that membrane
remodeling (characterized by an increase in fluidity and destabili-
zation of lipid rafts), is a key mechanism in the B[a]P-associated
toxicity (Tekpli et al,, 2010).

Exposures to xenobiotics or lifestyle factors, such as air pollut-
ants (Pergoli et al., 2017) cigarette smoke (Ryu et al., 2018), alcohol
(Bala et al., 2012), or high fat diet (Kranendonk et al., 2014), would
be able to modify EV trafficking, the amount produced and
composition (e.g. proteins, miRNA), notably in biological fluids such
as plasma or urine. In this context, circulating EVs might provide
information about both exposure level and toxic responses of the
organism. EVs in blood plasma of healthy humans mainly originate
from platelets. Comparatively, endothelial cells produce few EVs
(Iba and Ogura, 2018). However, while the level of EV production by
these latter cells is low under physiological conditions, it can
considerably increase in pathological situation (Iba and Ogura,
2018). Thus, the amount of endothelium-derived EVs circulating
in the blood stream has been shown to correlate with the severity
of diverse diseases, eg. sepsis, stroke, atherosclerosis and metabolic
syndrome (Curtis et al., 2013). Endothelial cells are also particularly
interesting to focus on since they also participate in the production
of EVs detected in urine (Barreiro and Holthofer, 2017; Lv et al,,
2019). It is within this framework that our study was carried out.

In order to test whether EVs can serve as biomarkers of PAH
exposure, the present study was designed to evaluate the effects of
these pollutants on EV production. To this aim, two different ap-
proaches were applied: i) an in vitro approach, using the human
endothelial cell line HMEC-1; and ii) an in vivo approach, using
urine samples obtained from PAH-exposed rats. Urine provides a
good alternative to blood in the field of disease biomarkers because
this biological fluid can be collected noninvasively and in large
amounts (Pisitkun et al., 2004). Our present data demonstrate that
PAHs can increase EV production by endothelial cells. This over-
production observed in vitro concerns both S-EVs and L-EVs prob-
ably involving different molecular mechanisms. Indeed, it seems
that only the increase of S-EVs would be AhR-dependent. Moreover,
the PAH-related increase in EV production was also observed in vivo
in urine samples from rats exposed to the 16 PAHs listed as “pri-
ority” compounds by US-EPA.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and reagents

Benzo[e]pyrene (B[e]P), pyrene (PYR), benz[a]anthracene (B[a]
A), benzo|a]pyrene (B[a]P), dibenz|a,h]anthracene (DBA), chrysene,
benzo|b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, benzo[g,h,i]perylene,
indeno[1,2,3-c,d]pyrene, naphthalene, fluorene, acenaphthene,
acenaphtylene, anthracene, phenanthrene, fluoranthene, alpha-
naphthoflavone (a-NF), dimethyl sulfoxide (DMSO) and mono-
clonal antibody anti-B-actin were obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Antibodies against CD63, lamin A/C and Hsc70
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA),
whereas Tsg101 was provided by Abcam and caveolin-1 and
flotillin-1 by BD biosciences. All other chemicals used in this study
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were purchased from commercial sources at the highest purity
available.

2.2. Cell culture

The Human Microvascular Endothelial Cell line (HMEC-1) was
obtained from the Center for Disease Control and Prevention
(Atlanta, GA). Cells were routinely maintained in MCDB-131 me-
dium containing hydrocortisone (1 pg/mL), epidermal growth fac-
tor (10 ng/mL), penicillin (50 unit/mL), streptomycin (50 unit/mL),
L-glutamine (10mM), and supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS). At 90% confluence, before each treatment, cells were
cultured overnight in serum-free medium. Chemicals were pre-
pared as stock solutions in DMSO. The final concentration of vehicle
did not exceed 0.2% (v/v); control cultures received the same con-
centration of DMSO. In all experiments using chemical inhibitors,
cells were pre-treated 1h prior to and during exposure.

2.3. Animal experimentation

Long Evans rats (female of 180—200 g, Elevage Janvier, St Ber-
thevin, France} were housed in plastic cages under controlled
environment (12 h light/dark cycle, light on at 7 a.m., temperature
of 22 + 2 °C and relative humidity of 40 + 5%). Food and water were
available ad libitum. The water, food and oil were tested according
to NF ISO 15302 to confirm that all these matrices were PAH-free
down to a detection limit of 10 ng/L of water and 1 ng/g of fat.
Rats were acclimatized to the animal facility for 2 weeks prior to
experiment onset. The mix of PAHs was composed of the 16 com-
pounds pointed out the US-EPA for their toxicity, and prepared in
vegetable oil weekly (ISIO4, Lesieur, Neuilly-sur-Seine, France).
Treatment of animals has been described in a previous study (Grova
et al., 2017). Briefly, four rats were randomly allocated to each of the
experimental group receiving 0.8 mg/kg body weight of each
compound included in the mix, by oral administration, 3 times per
week over a 90-day period. Control rats received only vehicle. At
the end of 90 days-experiment, urine fractions were collected after
24h in refrigerated tubes and storage at —20°C. All procedures
were conducted in accordance with European Communities
Council Directive of 22 September 2010 (2010/63/EU) and approved
by the Ministry of Agriculture, Grand-Duchy of Luxembourg.

2.4. Isolation of EVs from HMEC-1 cells

Cells were cultured using cell culture petri dishes of 151.9 cm?
(CorningTM, Thermo Fisher Scientific, France). After PAH exposure,
in order to isolate total EVs, L-EV or S-EV, the serum-free condi-
tioned medium was first centrifuged at 3650 x g for 10 min to
remove cells and cell debris and obtain the cell-cleared superna-
tants. Total EVs were pelleted by direct ultracentrifugation of the
culture media at 100,000 x g for 1h45 at 4 °C (Beckman Coulter
Optima L-90K Series Ultracentrifuges, rotor Sw 28.1); the pellet was
then resuspended in sterile phosphate-buffered saline (PBS), fol-
lowed by another centrifugation at 100,000 x g for Th45 min at4 °C.
Total EV pellets were finally resuspended in sterile PBS.

L-EVs were recovered from cell-cleared supernatants following
centrifugation at 10 000 x g for 30 min, followed by one washing
step in PBS at 10000 x g for 30 min, and then resuspended in
sterile PBS. S-EVs were further isolated from L-EVs-depleted su-
pernatants following filtration at 0.2 um and a 100000 x g ultra-
centrifugation step for 1h45 at 4°C, followed by one washing step
in PBS at 100 000 x g for 1h45, and then resuspended in sterile PBS.

2.5, Isolation of urine EVs

About 9 mL of urine were first diluted half in PBS and centri-
fuged at 300 x g for 10 min, then 2000 x g for 10 min to remove cells
and cell debris. EVs were pelleted by ultracentrifugation at
100 000 x g for 2 hat 4°C (Beckman Coulter Optima L-90K Series
Ultracentrifuges, rotor Sw 28.1). The pellet was next resuspended in
sterile PBS containing dithiothreitol (DTT; 200 mg/mL) at 37 °C for
10 min in order to dissociate of uromodulin aggregates (Ferndndez-
Llama et al., 2010; Musante et al., 2015), and then resuspended in
sterile PBS, followed by another centrifugation at 100 000 x g for
2h at 4°C. Total EV pellets were finally resuspended in sterile PBS.

2.6. Nanoparticle tracking analysis

EV samples were diluted in sterile PBS before nanoparticle
tracking analysis (NTA). Size distribution and vesicle concentration
were determined by NTA using a NanoSight LM14 (Malvern In-
struments, Malvern, UK). A 405 nm laser beam is used to highlight
the samples. Three 30 s captures per sample were recorded at 25 °C.
Videos were analyzed using NanoSight NTA 3.1 software (Malvern,
UK) using a detection threshold set to 3. The presented results
correspond at least to an average from three videos for each of three
independent samples of EVs, S-EVs and L-EVs. EV concentrations
and distributions were then normalized to the cell count and
expressed as number of EVs released per cell.

2.7. Electron microscopy

Transmission electron microscopy (TEM) was performed as
described by Théry et al. (2006). Briefly, S-EVs and L-EVs were
resuspended in 2% paraformaldehyde (PFA). Formvar-carbon
coated copper grids (Agar Scientific, Stansted, UK) were placed on
5 uL S-EVs or L-EVs suspension for 20 min and washed with PBS.
Vesicles were fixed in 1% glutaraldehyde in PBS for 5min. After
washing with distilled water, grids were placed on a drop of uranyl-
oxalate for 5min and of ice-cold 2% methyl cellulose/4% uranyl
acetate (1/9; v/v) for 10 min. EVs were visualized using a JEOL JEM-
1400 transmission electron microscope (JEOL, Japan).

2.8. Annexin V binding analysis

Staining by Annexin V-phycoerythrin (annexin V-PE, BD Phar-
mingenTM) has been used to detect phosphatidylserine at the L-EV
surfaces. An analysis window was defined using beads (Megamix,
Stago) of diameters 0.5pum, 0.9 pm and 3 pm. To determine the
Annexin V positivity, L-EVs were incubated with Annexin V-PE,
counting beads (Flow-Count™ Fluorospheres, Beckman) and buffer
(14 mM NaCl, 10mM Hepes, 2.5mM calcium). Labelling in the
absence of calcium was used as negative control. L-EVs stained with
annexin V-PE were then analyzed by a BD FACSCanto™ III cytom-
eter. Data have been exported using BD FACSDiva TM software.

2.9. Western blotting

Total cellular, S-EV and L-EV protein amounts were estimated by
a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, UK}, using BSA as
a standard. 5 pg proteins were separated by sodium dodecyl
sulfate—polymerase gel electrophoresis (SDS—PAGE), and electro-
phoretically transferred onto nitrocellulose membranes (Merck
Millipore). After blocking with a Tris-buffered saline solution sup-
plemented with 2% bovine serum albumin for 2 h, membranes
were hybridized with primary antibodies overnight at 4 °C. Mem-
branes were then incubated with horseradish peroxidase-
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conjugated secondary antibodies for 1 h. Immunolabeled proteins
were visualized by chemiluminescence using the LAS-3000
analyzer (Fuyjifilm) or Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+ (Bio-
Rad). Image processing was performed using Multi Gauge software
(Fujifilm) or Image Lab™ software (Bio-Rad). For protein loading
evaluation, a primary antibody against HSC70 was used.

2.10. Intracellular calcium concentration measurements

Cells used for intracellular calcium concentration ([Ca®*])
measurements were grown on glass coverslips. The glass coverslips
were sterilized in ethanol of increasing concentrations from 70 to
99%, and then coated with serum proteins using pure FBS prior to
cell culture. Variations in [Ca®*]; were analyzed in PAH-exposed
HMEC-1 cells by real time fluorescence imaging, using Ca’*+-sen-
sitive probe Fura-2-AM, as previously reported (Mayati et al., 2012;
Brinchmann et al., 2018a). Briefly, cells were incubated at 37°C
(30 min) in cell suspension buffer supplemented with 1.5 uM Fura-
2AM and 0.006% plurenic acid. Changes in [Ca®*]; were monitored
using a DMIRB (Leica, Wetzlar, Germany) inverted microscope-
based imaging system equipped with a 40 x /1.35 UApo N340
high UV light transmittance oil immersion objective (Olympus,
Waltham, MA, USA), a CoolSnapHQ fast-cooled monochromatic
digital camera (Princeton instrument), a DG-4 Ultra High Speed
Wavelength Switcher (Sutter Instruments, Novato, CA, USA) for
fluorophore excitation, and METAFLUOR software (Universal Im-
aging, Downingtown, PA, USA) for image acquisition and analysis.
The [Ca®*); imaging involved data acquisition every 10 s (emission
at 510 nm) at 340- and 380-nm excitation wavelengths. The ratio of
fluorescence intensities recorded after excitation at 340 nm (F340)
and 380nm (F380) was used to estimate intracellular calcium
concentrations. [Ca®t]; data were expressed as normalized
maximum delta ratio, i.e., the difference between the basal level of
[Ca®*); — related fluorescence ratios (F340/F380) before DMSO or
PAH treatment and the maximum level of [Ca®*]; — related fluo-
rescence ratios (F340/F380) obtained during DMSO or PAH
treatment.

2.11. Apoptosis

Cells used for apoptosis analysis were cultivated in 6-well plates.
Hoechst 33342/Sytox green staining was carried out to observe
apoptotic cells by fluorescence microscopy. After PAH exposure,
cells were stained with 50 pg/mL Hoechst 33342 and 93.5 nM Sytox
green in the dark at 37°C for 30 min. More than 300cells in
randomly selected microscopic fields were analyzed and were
scored under ZEISS Axio Scope Al microscope. Cells with
condensed or fragmented chromatin were counted as apoptotic.

2.12. RNA isolation and analysis

Total RNA was isolated from cells using the TRIzol® reagent
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and then reverse-transcribed
using the High-Capacity ¢DNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Real-time quantitative PCR (RT-
PCR) was performed using SYBR Green PCR Master Mix on the
CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Her-
cules, CA, USA). The mRNA expressions were normalized by means
of 18s mRNA levels. The 224 method was used to express the
relative expression of each selected gene. Primers were as follows:
CYP1A1-forwards: 5'- CCCACAGCACAACAAGAGACA-3; CYP1A1l-
reverse: 5'-CATCAGGGGTGAGAAACCGT-3’; CYP1B1-forwards: 5'-
AGCCAGGACACCCTTTCC-3"; CYP1B1-reverse: 5'-GAGTTGGAC-
CAGGTTGTG-3"; 18S-forwards: 5-CGCCGCTAGAGGTGAAATTC-3";

18S-reverse: 5'-TTGGCAAATGCTTTCGCTC-3".

2.13. Statistical analysis

All values were presented as means + SEM from at least 3 in-
dependent experiments. Statistical analysis was performed using
Student's t-test and the one-way ANOVA with Dunnett's post hoc
test (GraphPad Prism5, GraphPad Software, Inc, San Diego, Cali-
fornia, USA). Significance was accepted at p < 0.05.

3. Results

3.1. Bla]P stimulates the production of EVs by endothelial HMEC-
1cells

Endothelial cells constitute a well-known target for PAHs
(Mayati et al., 2012; Brinchmann et al., 2018b), and are part of the
cells mainly producing EVs under physiological conditions (Iba and
Ogura, 2018). We therefore decided to explore effects of B[a]P on EV
production by the endothelial HMEC-1 cells using different con-
centrations and times of treatment. NTA revealed that B[a]P
significantly stimulated EV production by HMEC-1cells from
100 nM (Fig. 1A) and after 12 h of treatment (Fig. 1B). After 24 h of
treatment with 100 nM B[a]P, observation by NTA of the size dis-
tribution profile of EVs (Fig. 1C) showed that they exhibited di-
ameters ranging from 50 nm to 600 nm, and that B[a]P stimulated
the production of the entire population of EVs (regardless of EV
size).

3.2, B[a]P stimulates the production of both S-EVs and L-EVs by
endothelial HMEC-1 cells

It is known that cells can release an heterogeneous population
of vesicles with variable diameters and different biogenesis pro-
cesses, including small EVs (i.e. exosomes) formed inside endo-
somal compartments and larger EVs (i.e. microvesicles) budding
from the plasma membrane. To get more insight into the charac-
terization of the EV overproduction in treated HMEC-1 cells, we
next evaluated the B[a]P effect by looking at both small (diameter
<200 nm) and large (diameter >200 nm) EVs, following differential
ultracentrifugation and filtration through 0.22 um filters. Thus, our
experimental procedure allowed us to isolate two populations of
EVs: the small EV population (S-EVs) corresponding to EVs with
average diameter of 160.1 + 12.6 nm, and the large EV population
(L-EVs) corresponding to EVs with average diameter of
295.8 + 13.2 nm. Whereas B[a]P exposure (100nM, 24 h) did not
change EV diameters (Fig. 51), it nonetheless increased the pro-
duction of both S-EVs and L-EVs (Fig. 2A and B respectively), to the
same extent (by about 2 fold) as for total EVs (Fig. 1B).

3.3. S-EV and L-EV populations isolated from HMEC-1 celis
correspond respectively to exosomes and microvesicles

In order to test whether S-EVs and L-EVs isolated under our
experimental conditions correspond respectively to exosomes or
microvesicles, we next examined their morphology and composi-
tion. As expected, TEM images revealed structures with expected
cup-shaped appearance and diameters (Fig. 3A). By western blot-
ting (Fig. 3B), using total cell lysates as positive controls, we failed
to detect any lamin A/C in isolated S-EVs and L-EVs, thus ruling out
a possible contamination of our EV samples by nucleus material. In
contrast, proteins traditionally observed in both exosomes and
microvesicles such as caveolin-1, flotillin-1, B-actin, Tsg101 and
HSC70 (used as loading control), were detected in both S-EVs and L-
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Fig. 1. B[a]P stimulates the extracellular vesicle release from endothelial HMEC-
1 cells. Total EVs were isolated by ultracentrifugation and analyzed by Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA). (A) EVs released per HMEC-1 cells exposed to vehicle (DMSO)
or 1nM to 10 000 nM B[a]P for 24 h, and (B) exposed to 100 nMB[a]P from 2 h to 24 h.
(C) Size distribution profile by NTA of EVs produced by endothelial cells during 24 h at
100 nM B[a]P. Data are the means + SEM of three or more independent assays.
*p < 0.05; *p < 0.01; ***p < 0.001 significantly different from unexposed control.

EVs. Finally, a protein described to be more specific to exosome,
that is CD63, was only detected in S-EVs (Fig. 3B) and cell lysates. It
is known that microvesicles expose phosphatidylserine on their
outer leaflet of the membrane (Head et al., 2014; Record et al.,

2018); therefore we next used the fluorescently labeled annexin
V to analyze its presence in L-EVs (Fig. 3C). By flow cytometry, we
found that 69 + 3.6% of isolated L-EVs were annexin-V positive.

Altogether, these observations indicated that our technical
procedure allowed the isolation of S-EVs and L-EVs corresponding
respectively to exosome- and microvesicle-enriched populations
produced by HMEC-1 cells.

3.4. Bla]P would modify the protein cargoes of EVs produced by
HMEC-1

In parallel to the characterization of S-EVs et L-EVs produced by
HMEC-1 cells, we also investigated whether the EV composition
and characteristics studied were affected by B[a]P exposure. At first,
we found that no significant modification was observed in presence
of B[a]P when looking at EV morphologies (Fig. 3A) or annexin V
labeling (Fig. 3C). To analyze the protein cargoes of EVs, 5 pg of total
proteins were subjected to SDS-PAGE western blotting to compare
protein composition of S-EV or L-EVs produced by cells in presence
or not of B[a]P (Fig. 3B). Cell lysates were used as positive control.
Among the studied proteins, the levels of caveolin-1, flotillin-1 or -
actin appeared to be increased in EVs produced upon B[a]P expo-
sure, especially in S-EVs. The densitometric analysis thus revealed
that caveolin-1 and flotillin-1 inductions were significant in the
presence of this PAH (Fig. 52).

3.5. The increased production of S-EVs, but not L-EVs, upon Bla]P
exposure would be AhR-dependent and calcium-independent

PAHs are known to trigger numerous interconnected cellular
phenomena, associated or not to AhR activation, among them the
induction of xenobiotic-metabolism enzymes, intracellular calcium
signaling, membrane remodeling or apoptotic signaling (Larigot
et al,, 2018; Holme et al., 2019; Tekpli et al.,, 2013). Interestingly,
several of them are also implicated in the production of EVs by cells.
Thus, upon cell activation or apoptosis, the increase of [Ca®*]; un-
derlies the initiation of cell signaling pathways, remodeling of
cytoskeleton and the redistribution of membrane phospholipids
associated to the intracellular processing for exosome andjor
microvesicles release (Yanez-Mo et al., 2015). To get further insight
into the possible mechanisms involved in the EV production upon B
[a]P exposure, we decided to focus our attention on AhR activation,
calcium signal and apoptosis.

3.5.1. Only AhR ligands can increase EV production by HMEC-1 cells
In order to test the possible involvement of AhR, we first decided
to evaluate the potential of several PAHs with different AhR affin-
ities, to increase EV production in HMEC-1 cells. To this aim, benzo
[e]pyrene (B[e]P), pyrene (PYR), benz[a]anthracene (B[a]A) and
dibenzo[ah]anthracene (DBA) were chosen because they are part
of the 16 U.S EPA priority pollutant PAH compounds; they are
present in diet and possess different levels of affinity for AhR,
therefore resulting in different potencies in terms of genomic AhR
activation as compared to B[a]P (Fig. S3). The amount and size
distribution of EVs produced by HMEC-1 cells were thus studied
after 24 h of treatment with 100 nM of each PAH. Before focusing on
EVs, we first evaluated the potential for AhR activation of our PAHs
by studying the induction of known AhR-target genes, i.e. CYP1A1
and 1B1 (Fig. 4A). As expected, only B[a]A, B[a]P, and DBA (AhR
ligands) induced CYP1A1 and 1B1 mRNA levels. The other PAHs
tested (B[e]P and PYR), known to exhibit a very low affinity for AhR,
failed to modify the expression of CYP1A1 and 1B1 in our cell
maodel. Interestingly, like B[a]P, B[a]A and DBA were both capable of
increasing the EV production by HMEC-1 cells in contrast to B[e]P
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Fig. 2. B[a]P stimulates the production of both small vesicles (S-EVs) and large (L-EVs) vesicles from endothelial HMEC-1 cells. HMEC-1 cells were exposed to vehicle (DMSO)
or 100 nM B[a]P for 24 h. S-EVs and L-EVs were isolated by differential ultracentrifugation, as described in Material and Methods section. Size distribution profile, determined by
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) and amount (inserts) of S-EVs (A) and L-EVs (B) released per endothelial cell. Data are the means + SEM of three or more independent assays.
*p < 0.05; **p < 0.01 significantly different from unexposed control.
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Fig. 4. Effects of PAHs on the EVs released from endothelial HMEC-1 cells. (A—F) HMEC-1 cells were exposed to vehicle (DMSO) or 100 nM of B[e]P, PYR, B[a]A, B[a]P or DBA for
24 h. (A) mRNA expression of CYP1A1 and CYP1B1 was analyzed using RT-qPCR. Data are expressed relatively to mRNA levels of CYP1A1 and CYP1B1 found in corresponding control
cells (DMSO), arbitrarily set to 1 unit. (B—F) Total EVs were isolated by ultracentrifugation and analyzed by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). (B) EV production released per
HMEC-1 cells exposed to different PAHs for 24 h, (C—F) Size distribution profile by NTA of EVs produced by endothelial cells during a 24 h exposure with different PAHs compared to
control (DMSO). Data are the means + SEM of three or more independent assays. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 significantly different from unexposed control.

and PYR which were ineffective (Fig. 4B). Note that, whatever the
PAH tested, analysis of the size distribution profile of EVs
(Fig. 4C—F) indicated that isolated EVs had diameters ranging from
50 to 600 nm and that, when PAHs exhibited an effect on EV pro-
duction, this concerned the entire population of EVs (whatever the
size of EVs) (Fig. 4E and F). To determine if a higher concentration of
PAHSs with low affinity for AhR was able to stimulate EV production
by HMEC-1 cells, we decided to expose cells to 1 uM of PYR for 24 h.

Even at this high concentration, PYR failed to modify the EV pro-
duction by HMEC-1 cells (Fig. S4A). This result thus confirms our
data with 100 nM, and is concordant with recent publication from
our group (van Meteren et al., 2019). Indeed, we have recently
demonstrated that PYR was able to increase S-EV production by
hepatocytes independently of AhR, and through a Constitutive
Androstane Receptor (CAR)-dependent mechanism. Interestingly,
unlike hepatocytes, mRNAs of CAR were not detected in HMEC-
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1 cells (Fig. S4B).

3.5.2. An AhR antagonist (alpha-naphthoflavone) inhibits the
production of S-EVs but not that of L-EVs induced by Bfa]P

It is noteworthy that the PAH capacity to increase the mRNA
levels of CYP1A1 and 1B1 dovetail with their capacity to increase
the EV production by HMEC-1 cells. These observations led us to
hypothesize an implication of AhR in the increased EV production
upon Bla]P exposure. To test this hypothesis, we next investigated
the effects of a-NF (antagonist of AhR and inhibitor of CYP1) on the
Bla]P-triggered induction of S-EVs or L-EVs. As shown in Fig. 5, a-
NF (10 pM) counteracted the up-regulation of S-EVs observed in
presence of B[a]P (Fig. 5A), while it failed to reduce the L-EV pro-
duction (Fig. 5B). Interestingly, treatment by 6-formylindolo[3,2-b]
carbazole (FICZ, 100 nM, 24 h), a potent high affinity ligand of AhR,
further supported this finding. Indeed, FICZ was able to increase the
production of S-EVs but not that of L-EVs (Fig. 55). Therefore, AhR
activation would be involved in the B[a]P-induced production of S-
EVs but not of L-EVs, thus suggesting differential mechanisms.

3.5.3. PAH capacities to induce intracellular calcium concentration
do not overlap their capacities to induce EV production

Knowing that calcium can be involved in EV production
(Martinez and Andriantsitohaina, 2017; Yafez-Mo et al., 2015) and
that B[a]P can increase [Ca*]; in HMEC-1 cells (Mayati et al., 2012),
we next decided to monitor the early [Ca®*]; changes in response to
our test PAHs. To do so, we used a real-time-fluorescence imaging
method and the calcium-sensitive probe Fura2-AM. As previously
described (Mayati et al., 2012), B[a]P (100 nM) was able to increase
[Ca®*); in HMEC-1cells (Fig. 6A). The maximum of increase
occurred after about 20 min of exposure to B[a]P (Fig. S6). We then
analyzed the effects of 100 nM of all other tested PAHs, on [Ca®*);in
order to determine the maximum level of [Ca®*); increase upon
exposure to each molecule. Except for DBA, despite differences in
terms of kinetics (Fig. $6), all PAHs were able to increase [Ca®t]; in
HMEC-1 cells, to the same extent as B[a]P (Fig. 6A). It is noteworthy
that there was no correlation between PAH capacities to elevate
[Ca?t); and those to increase EV production (Fig. 4B). Thus, Ble]P
and PYR were found to induce [Ca2*]; but failed to modify EV
production by HMEC-1 cells; DBA stimulates EV production but did
not modify [Ca**);; and B[a]P or B[a]A induced both [Ca®*]; and EV
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production. Therefore, the early calcium signal triggered by PAHs
would likely not be involved in the increased EV production,
whatever the type of EVs considered.

3.5.4. PAH capacities to induce apoptosis do not overlap their
capacities to induce EV production

As induction of CYP1A1 et 1B1 following AhR activation by PAHs
could lead to apoptotic signaling (Hardonniere et al., 2017), we then
decided to evaluate apoptosis following PAH exposures (100 nM,
24 h). This was performed using fluorescence microscopy and
Hoechst/Sytox green staining (Fig. 6B). Consistent with literature,
100 nM B[a]P slightly (around 5%) but significantly increased the
percentage of apoptotic cells. In contrast, the other tested PAHs, i.e.
Ble]P, PYR, B[a]A and DBA, did not affect the apoptosis level. As for
[Ca®*); induction, we therefore noted that there was no correlation
between PAH capacities to induce apoptosis and PAH capacities to
increase EV production by HMEC-1 cells.

3.6. In vivo exposure to a mixture of PAHs increases urinary EV
amount

EVs are widely found in all body fluids including blood, saliva or
urine (Yanez-Mo et al., 2015). Urine appears as non-invasive source
for information reflecting the physio-pathological state of urinary
system but also of other physiological systems. Based upon the fact
that endothelial cells are part of kidney intrinsic cells producing
urinary EVs (uEVs) and that humans are widely exposed to PAH
mixture, we finally decided to test the in vivo effect of a mixture of
the 16 PAHs listed as “priority” compounds by US-EPA, on the
amount of EVs in rat urine samples. Thus, we evaluated uEVs
amounts in urines collected during 24 h from rats exposed through
diet for 90 days to 0.8 mg/kg of PAH mixture in comparison to
control rats receiving only vehicle (vegetal oil). After isolation, uEV
amounts were analyzed by NTA. As shown in Fig. 7A, rat exposure
to PAH mixture led to an increase of uEVs number (2.39.10°/mL vs
1.30.10%/mL) without any significant modification of renal func-
tions, as determined by measuring urinary creatinine concentration
and urinary volume (Fig. 7B and C).

120 - oct *

M o-NF

80 A

40

Release of L-EVs
(number of particles per cell)

DMSO B[a]P

Fig. 5. Involvement of AhR in the production of S-EVs, but not of L-EVs, produced upon B[a]P exposure of endothelial HMEC-1 cells, HMEC-1 cells were exposed to vehicle
(DMSO) or 100 nM B[a]P in presence or not to AhR antagonist «-NF (10 pM). S-EV's and L-EV's were isolated by differential ultracentrifugation, as described in Material and Methods
section, S-EV (A) and L-EV (B) concentrations released per endothelial cell were determined by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), Data are the means + SEM of three or more
independent assays. *p < 0,05 significantly different from unexposed control. #p < 0.05 significantly different from B[a]P-treated cells.
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4. Discussion

The growing interest for EVs originates (1)from works
demonstrating that EVs carry a plethora of bioactive molecules (i.e.
nucleic acid, lipids, carbohydrates, proteins ...) that play roles in
cell-to-cell communication, and (2)-from works revealing the
clinical interest of EVs as non-invasive diagnostic biomarkers in
some human pathologies including cancer (Nawaz et al., 2017). In
this context, our study was performed in order to evaluate the
capacity of PAHs to increase EV production both in vitro and in vivo
with the aim of determining if these entities could represent po-
tential biomarkers of exposure and/or effects of PAHs.

The present study highlights for the first time the capacity of
PAHs to increase in vitro the EV production by endothelial HMEC-
1 cells. Interestingly, only PAH ligands for AhR (i.e. B[a]P, B[a]A,
DBA) led to this EV overproduction. Indeed, B[e]P and PYR, that are
known weak AhR ligands, failed to modify such a production. Be-
sides AhR activation, several PAHs can induce an intracellular cal-
cium signaling (Mayati et al.,, 2012) and trigger apoptosis (Tekpli
et al., 2010), two cellular phenomena previously related to EV
biogenesis (Pollet et al., 2018; Turturici et al., 2014). Regarding in-
fluence of B[e]P, PYR, B[a]P, B[a]A, or DBA on intracellular calcium
concentration, cell apoptosis and CYP1A1/1B1 mRNA levels, our
results do support an AhR implication. Indeed, in contrast to the
capacities to trigger an early [Ca®*]; increase (as observed in pres-
ence of B[e]P, PYR, B[a]P, B[a]A) and apoptosis (as observed only in
presence of B[a]P), the PAH capacity to induce mRNA levels of
CY1A1 and 1B1 overlaps that to increase the EV production. These
metabolism enzymes are well recognized as being under AhR
control (Larigot et al, 2018) and key actors in B[a]P induced
apoptosis (Tekpli et al., 2010}, and, like EVs, are induced in our cell
model only by strong AhR ligands. Interestingly, only the increase of
S-EV production was significantly counteracted by a—NF (AhR
antagonist and inhibitor of CYP1), thus indicating that only the S-EV
overproduction by B[a]P-treated HMEC-1 cells would be AhR
dependent. These results therefore strengthen the fact that S-EV
and L-EV biogenesis processes would differ, as previously proposed

by other groups (Abels and Breakefield, 2016). It remains to
determine the precise role for AhR in the S-EV production by
HMEC-1 cells, notably in presence of B[a]P. Many hypotheses could
be considered. Thus, a possible involvement of the sphingolipid
pathway would be particularly interesting to evaluate since, in
epithelial cells, several AhR ligands, including PAHs, are able to
promote the generation of sphingosine-1-phosphate, a bioactive
intermediate of sphingolipid metabolism (Reiners and Clift, 1999;
Wang et al., 2018). Indeed, sphingolipids and the enzymes related
to their biosynthesis have been associated to EV biogenesis and
release, especially by shaping membrane curvature (Verderio et al.,
2018). Another hypothesis might involve a change in the physico-
chemical characteristics of lipid raft microdomains. Indeed, these
entities, that are detected in EV membranes (Pollet et al., 2018),
represent assemblies of proteins and lipids within the plasma
membrane that are notably enriched in cholesterol and sphingoli-
pids (Head et al., 2014); most interestingly, they are elements of the
regulatory mechanisms associated to the vesicle formation and
structure (Pollet et al., 2018). As we have previously demonstrated
that B[a]P alters the composition of the plasma membrane lipid
microdomains notably through AhR activation (Tekpli et al., 2010),
it could be interesting to test a role for such a membrane remod-
eling in the production of S-EVs by HMEC-1 cells. Of note, the
present results indicate that B[a]P exposure could modify EV pro-
tein cargoes, notably leading to an enrichment of caveolin-1 and
flotillin-1 contents in S-EVs. Interestingly, caveolin-1 and flotillin-1
are well-known markers of lipid rafts. Although studies of greater
extent (i.e. proteomics) are needed to conclude, besides stimulating
EV production, it seems that PAHs would moreover be able to
modify the messages carried by the vesicles by modifying the
composition of EVs.

Stimulating effects of PAHs, and more particularly B[a]P, towards
EV production, concern the two main populations, namely S-EVs
and L-EVs, as demonstrated by our EV characterization. As
described in the literature, L-EV population (presently observed
whatever the treatment applied), is relatively heterogonous as
compared to the S-EV population. Looking only at their amount, L-
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Fig. 7. In vivo PAH exposure increases EV amount in urine. Rats received 0.8 mg/kg
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by differential ultracentrifugation, (A) EV concentrations released per mL of urine were
assessed by Nanoparticle Tracking Analysis. (B) Creatinine concentration (mg/mL) in

EVs represent less than 20% of total EVs produced by HMEC-1 cells,
whereas S-EVs represent more than 50%. Note that B[a]P treatment
did not significantly affect this distribution {data not shown). Thus
in terms of amount, S-EVs would represent the main type of EVs
produced by HMEC-1 cells. Nevertheless, considering averaged di-
ameters (160 nm versus 300 nm for S-EVs and L-EVs respectively)
and the corresponding averaged membrane surface area (0.08 pm
(Ferronato and Torretta, 2019) and 0.28 pm (Ferronato and Torretta,
2019) for S-EVs and L-EVs respectively), it seems that L-EVs would
not be a marginal population considering all EVs produced by
HMEC-1. Since PAHs are environmental contaminants with
numerous toxic effects on human cells, it could be interesting to
determine if the observed L-EV overproduction is an attempt of
exposed cells to remove B[a]P. Indeed, the microvesicle trafficking
has been previously proposed as a biological process that helps
cells to extrude potentially toxic xenobiotics (Jorfi and Inal, 2013),
thus affording them a means of protection against an intracellular
stress. This phenomenon is notably exploited by cancers cells as a
mechanism of resistance. Indeed, microvesicles released from
cancer cells, after drug treatment (i.e. doxorubicin), contain high
levels of the chemotherapeutic agent (Shedden et al., 2003).
Regarding the mechanisms involved in L-EV biogenesis upon B[a]P
exposure, they yet remain to be determined. However, it seems that
neither early calcium signal triggered by PAHs, neither AhR would
be involved in their production.

Regarding the effects, notably carcinogenic, of PAHs on human
health, the monitoring of the populations likely exposed to these
pollutants is currently performed through the measurement of
urinary PAH metabolites (i.e. 1-hydroxy pyrene, 3-hydroxy B[a]P),
or by evaluation of DNA-adducts in blood cells (Srogi, 2007). The
use of these biomarkers is difficult since their presence does not
necessarily reflect the level of PAH mixture humans are exposed to
(Srogi, 2007). Moreover, these biomarkers are related to the ca-
pacity of cells to metabolize PAHs but not to the cellular reaction
towards these pollutants. Considering these aspects, it therefore
seems that studying EVs in body fluids as urine would be a good
alternative. Indeed, EV production can be correlated to cellular
response, to disease, to drug exposure (Martinez and
Andriantsitohaina, 2017). Our present results indicate that B[a]P,
Bla]A and DBA are each able to up-regulate production of EVs from
endothelial cells. This induction effect was also observed in vivo
upon exposure to a mixture of PAHs, Thus, our data show that rat
exposure (90 days) to the mixture of 16 US-EPA PAHs, was capable
of increasing the EV disposal from urine without influencing renal
activity. These results therefore suggest that EVs in urine may have
particular utility for monitoring exposure to toxicants and to detect
the related early cellular response prior to end-organ damages.

5. Conclusion

Taken together, our data indicates that, i} PAH exposure in-
creases in vitro the EV production by endothelial cells and in vivo
the release of EVs in urine, and that the stimulating effects of PAHs
concern both S-EVs (or exosomes) and L-EVs (or microvesicles); ii)
PAH exposure and more particularly, exposure to B[a]P, might in-
fluence the composition of the S-EVs produced by endothelial cells;
and finally, iii} AhR would be involved in the PAH effects on the
release of S-EVs, but not L-EVs. The inability of AhR weak ligands,
like PYR or B[e]P, to increase the EV production in HMEC-1 cells,
along with the inhibitory effects of a—NF, an AhR antagonist,

urine of rats. (C) Urinary volume produced during the last 24 h of PAH exposure. Data
are the means + SEM of four rats. ***p < 0.001 significantly different from unexposed
control,
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towards the B[a]P effect on the S-EV production strongly support
this assumption. In total, our results therefore point to EVs as
possibly useful biomarkers of exposure for PAHs.
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Figure S1: Average diameter of both S-EVs and L-EVs produced by endothelial HMEC-1 cells
treated with B[a]P or vehicle (DMSO) for 24h. Results are means = SEM for at least three
independent experiments.
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Figure S2: Densitometric analysis of Western blot assays for the induction of flotillin-1 and
caveolin-1 detected in S-EVs in presence of B[a]P. HMEC-1 cells were exposed to vehicle
(DMSO) or 100 nM B[a]P for 24h. S-EVs were isolated by differential ultracentrifugation. Data
are expressed relative to protein expression level, arbitrarily set at 1 unit, and are shown as
means + SEM of three or more independent assays. *p < 0.05 significantly different from
unexposed control.
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Figure S5: Effect of 6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ, 100nM, 24h) on EV production by
HMEC-1 cells. Amounts of (A) S-EVs and (B) L-EVs released per endothelial cell were analyzed
by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Data are the means of two independent experiments.
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Figure S6: PAH effect on intracellular Ca?* concentrations ([Ca?*];) in endothelial HMEC-1
cells. HMEC-1 cells were exposed to vehicle (DMSO) or 100 nM of B[e]P, PYR, B[A]A, B[a]P or
DBA. [Ca?*]; was measured as described in Materials and Methods. The figure displays
continuous recordings (from 0 to 45 min), of the mean normalized calcium level of three
independent experiments.
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Figure S7: Effect of a-NF on apoptosis induced by B[a]P in HMEC-1 cells. HMEC-1 cells were
exposed to vehicle (DMSQ) or 100 nM of B[a]P during 24 h in presence or not of a-NF at 10
uM. Apoptosis evaluation was performed using fluorescence microscopy and Hoechst/Sytox
green staining as described in Materials and Methods. Data are the means + SEM of three
independent assays. ***p < 0.001 significantly different from unexposed control. #p < 0.05
significantly different from B[a]P-treated cells.
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Les microalgues marines sont des microorganismes photosynthétiques de plus en plus
utilisées comme compléments alimentaires pour la nutrition humaine. Elles sont connues
pour étre une source de molécules bioactives issues de leur propre métabolisme (AGPI,
caroténoides,...). Certains de ces sous-produits ont démontré un intérét potentiel pour la
santé humaine, notamment des propriétés anti-inflammatoires, anticancéreuses et
préventives des maladies cardiovasculaires (MCV). Le B[a]P connu pour exercer un large
éventail d’effets toxiques sur la santé, contribue au développement et/ou a I'aggravation des
MCV et des cancers. Le fait que certains sous-produits présents dans les microalgues sont
connus pour moduler la pharmacocinétique des xénobiotiques et ainsi prévenir et/ou réduire
leurs effets nocifs, rend les microalgues attrayantes dans la prévention des effets toxiques
induits par ces xénobiotiques. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a |'effet
protecteur potentiel de deux extraits de microalgues d’origines marines sur la toxicité induite

par le B[a]P dans les cellules endothéliales HMEC-1.

Les extraits de microalgues fournis par la société Microphyt (Baillargues, France) sont
des extraits éthanoliques bruts d’Ostreoccocus tauri (OT) et de Phaeodactylum tricornutum
(PT), renfermant la totalité des molécules organiques d’intérét (acides gras, caroténoides...).
Nous avons analysé la composition en pigments (chlorophylles et caroténoides) et en acides
gras dans nos extraits par spectrophotométrie UV-Vis et par chromatographie en phase
gazeuse, respectivement. Le pigment principal détecté dans les deux extraits de microalgues
est la chlorophylle a. D’autres chlorophylles ont été identifiées dans les extraits: la
chlorophylle ¢ pour I'extrait PT et la chlorophylle b pour I’extrait OT. La teneur en caroténoides
totaux dans I'extrait PT s’est révélée deux fois plus élevée que dans I’extrait OT. Le caroténoide
majoritairement présent dans I'extrait PT est la fucoxanthine alors qu’il s’agit du B-caroténe
pour I'extrait OT. D’autres caroténoides inhabituels ont été détectés dans I'extrait OT dont la
dihydrolutéine, le micromonal, la prasinoxanthine et la néoxanthine. En ce qui concerne la
composition en acides gras, l'extrait PT s’est révélé riche en EPA (C20:5 w3) avec un
pourcentage molaire de 40% des acides gras totaux. L’extrait OT a montré des teneurs en DHA

(C22:6 w3) de 7,7% des acides gras totaux.

Afin de déterminer les concentrations de travail pour les extraits et le B[a]P, et pour
vérifier que la coexposition (microalgues + B[a]P) n’induisait pas de surmortalité, nous avons

mesuré la viabilité cellulaire par un test MTT sur les cellules HMEC-1. Nous avons choisi, pour
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la suite des expériences, la concentration de 2 uM de B[a]P et les concentrations de 0,1, 1 et
5 pg/mL d’extrait de microalgues dans le but de déterminer si les extraits pouvaient influencer
la toxicité induite par le B[a]P. Nous avons focalisé notre attention sur quatre phénoménes
cellulaires reliés a la toxicité du B[a]P. Nous avons donc étudié les effets des deux extraits sur
1) le taux d’ARNm codant des cytokines pro-inflammatoires (IL-8, IL-1B) ; 2) le taux d’ARNm
codant une enzyme de bioactivation du B[a]P, le CYP1A1 ; 3) I'apoptose des cellules HMEC-1
et 4) la production de vésicules extracellulaires par ces cellules. Des deux extraits, I'extrait OT
semble le plus efficace. En effet, nous avons observé qu’il pouvait réduire I'ensemble des
effets du B[a]P étudié a savoir : I'induction de I'expression des cytokines pro-inflammatoires
(IL-8, IL1-B), de I'apoptose, de I'expression du CYP1A1l, et la production de vésicules
extracellulaires. En ce qui concerne l'extrait PT, en dehors de I'inhibition de I'induction de
I’expression de la cytokine IL-8 par la B[a]P, nous n’avons pas observé d’effet significatif sur

les marqueurs de toxicité du B[a]P étudiés.

Cette premiere étude qui devra étre complétée semblent indiquer que I'extrait OT
peut étre envisagé comme élément de protection vis-a-vis de la toxicité dépendante du B[a]P.
A plus long terme, dans le cadre d’une chimiopropylaxie (prévention de certaines maladie par
I’'administration d’'une ou plusieurs molécules naturelles ou synthétiques), il pourrait étre
intéressant d’envisager son utilisation dans la prévention des MCV ou des cancers induits par
I'exposition a ce contaminant de l'environnement, dans la mesure ou |'exposition des

individus est inévitable.
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Abstract: Marine microalgae are known to be a source of bioactive molecules of interest to human
health, such as n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) and carotenoids. The fact that some of
these natural compounds are known to exhibit anti-inflammatory, antioxidant, anti-proliferative,
and apoptosis-inducing effects, demonstrates their potential use in preventing cancers and
cardiovascular diseases (CVDs). Benzo[a]pyrene (B[a]P), a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH], is
an ubiquitous environmental pollutant known to contribute to the development or aggravation of
human diseases, such as cancer, CVDs, and immune dysfunction. Most of these deleterious effects
are related to the activation of the polycyclic aromatic hydrocarbon receptor (AhR). In this context,
two ethanolic microalgal extracts with concentrations of (1.1 to 5 pg/mL are tested, Ostreoccoccus tauri
(OT) and Phacodactylum tricornutum (PT), in order to evaluate and compare their potential effects
towards B[a]P-induced toxicity in endothelial HMEC-1 cells. Our results indicate that the OT extract
can influence the toxicity of B[a]P. Indeed, apoptosis and the production of extracellular vesicles were
decreased, likely through the reduction of the expression of CYP1A1, a B[a]P bipactivation enzyme.
Furthermore, the B[a]P-induced expression of the inflammatory cytokines IL-8 and IL1- was reduced.
The PT extract only inhibited the expression of the B[a]P-induced cytokine IL-8 expression. The OT
extract therefore seems to be a good candidate for counteracting the B[a]P toxicity.

Keywords: Ostreococcus tauri; Phaeodactylum tricornutum; benzola]pyrene; endothelial cells; cell
protection; cytokines; cell viability; mRNA expression; extracellular vesicles; aryl hydrocarbon receptor
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1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), generated during the incomplete combustion of organic
matter, constitute an ubiquitous family of environmental contaminants. Humans are exposed to
PAHs through various sources, including water and skin contact but mainly through ambient air and
food [1]. PAHSs are known to contribute to the development or aggravation of human diseases, such
as cardiovascular diseases (CVDs), cancer, and immune dysfunction [2-4]. Benzo[a]pyrene (B[a]P),
the prototype of polycyclic aromatic hydrocarbons, is classified into group 1, i.e., carcinogenic to
humans, by the International Agency for Research on Cancer (IARC), and is among the priority toxic
substances according to the US Environmental Protection Agency (US-EFPA) as well as the World
Health Organization (WHO) [5,6]. B[a]P exerts a wide range of toxic effects, including carcinogenic,
pro-inflammatory, and apoptotic effects [7,8]. Most of these deleterious effects are related to the
activation of the polycyclic aromatic hydrocarbon receptor (AhR) [9]. The binding and activation of
AhR by B[a]P induces the transcription of many genes involved in its own metabolism, including
enzymes that metabolize xenobiotics, such as cytochrome P450s (e.g. CYP1A1L).

Numerous studies have shown that diet can modulate the response of organisms to the absorption,
distribution, metabolism, and excretion of xenobiotics [10,11]. Furthermore, some diets containing
pigments (carotenoids: astaxanthin, fucoxanthin, and so forth) and long-chain polyunsaturated fatty
acids (eicosapentaencic acid [EPA] and docosahexaenoic acid [DHA]), also present in microalgae,
have shown their effectiveness in preventing CDVs and modulating carcinogenesis [12-14]. Moreover,
numerous studies have suggested that many natural dietary compounds are able to prevent or reduce
the adverse effects of xenobiotics on human health [15]. Indeed, it has been shown that polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) played a protective role in B[a]P-induced carcinogenesis by significantly reducing
DNA adduct levels [16]. It has also been reported that the green alga Chlorococcum humiloca, rich in
carotenoids, inhibits the genotoxicity of B[a]P in human lymphocytes [17]. Thus, these studies support
the hypothesis that microalgae can be used as a protective agent. The prevention of food of a chemically
related toxicity is an attractive strategy to counteract the development of diseases and promote
health [18,19]. Although microalgae have desirable biological activities to control diseases like CVDs,
information on the effectiveness of their protective action towards toxicity induced by environmental
pollutants is still lacking.

Microalgae are photosynthetic microorganisms living mainly in aquatic environments. They are
used for the production of biofuel, for the biomerization of polluted environments, in aquaculture,
and cosmetology, but also as food supplements for animal and human nutrition [20-23]. Although the
number of microalgal species is estimated between 200,000 and 800,000, only a few are used for food
applications [21]. At present, in the European Union, the microalgae Odontella aurita, Arthrospira sp.,
Chlorella sp., and Tetraselmis chuii are authorized as food algae and the oils extracted from Schizochytrium,
Ulkenia, and Haematococcus pluvialis have been approved as novel food ingredients [24]. Hence, there is
a real major issue to study new microalgal species with a view to their potential exploitation as new
human food products. Microalgal culture has also several advantages. Indeed, these microorganisms
have a high growth rate, their cultivation does not use arable land, and they already are considered an
interesting alternative source to fishery resources [25].

In addition, the composition of microalgae was revealed to be an excellent source of
useful by-products such as PUFAs, pigments, antioxidants, lipids, and vitamins from their own
metabolism [26]. Moreover, some of these metabolites have shown biological activities for human health,
including antiviral, antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, and CVD prevention
properties [26-25].

The green microalga Ostreococcus tauri (OT) belongs to the Mamiellophyceae that is the major class
in the picoeukaryotic phytoplankton [29]. In this microalga, genes involved in the omega-3 PUFA
synthesis, with front-end delta-6 and delta-4 desaturases [30] and elongases involved in C18 and
C20 PUFAs conversion, have been identified and characterized [31]. According to these metabolic
pathways, OT is able to synthesize 16:4n-3, 18:4n-3, and 22:6n-3 that are the most predominant fatty
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acids, representing more than 39% of total fatty acids with about 13% of 22:6n-3 [32]. This microalga is
also rich in pigments such as chlorophyll b, Mg-2,4-divinyl pheoporphyrin, and unusual carotenoids,
the composition of which being not firmly established as micromonal, neoxanthin, dihydrolutein,
prasinoxanthin, and wriolide [33,34]. Among these, neoxanthin has been shown to reduce cell viability
through apoptosis induction in human prostate cancer cells [35] and extracts containing prasinoxanthin
were reported to have antioxidant properties [36].

Phaeodactylum tricornutum (PT) is a marine pennate diatom belonging to the class of the
Bacillariophyceae. This microalga is used on an industrial scale in aquaculture feed because of
its high content of PUFAs, and specifically EPA [37-39]. PT is also rich in carotenoids, mainly
fucoxanthin, whose concentration is at least ten times higher than that of macroalgae compared to dry
matter [40]. Many studies have shown that fucoxanthin has antioxidant, anti-tumor, anti-inflammatory,
and anti-obesity effects [41]. Fucoxanthin extract from PT has been reported to have anti-inflammatory,
antioxidant and anti-proliferative effects on blood mononuclear cells and on different cell lines [42].
The fact that OT and PT contain several metabolites known to have effects on human health, such as
PUFAs and carotenoids, makes them of interest for disease prevention. Moreover, the presence of
a mixture of these metabolites could have synergistic effects in regulating the parameters involved
notably in CVDs or cancers [43].

Actually, no study has been reported on the use of extracts from the microalgae O. fauri and
P. tricornutum in the prevention of CVDs induced by environmental pollutants. Thus, in this study,
an endothelial cell model (HMEC-1) is used to study the potential chemopreventive effects of OT and
PT extracts against adverse effects induced by B[a]P. We choose endothelial cells because they are
present in multiple homeostatic functions, including the formation of blood vessels, the regulation
of blood coagulation, platelet function, vascular tone, inflammatory reactions, and neoangiogenesis,
in addition to their barrier function [44]. Endothelial dysfunction is associated with serious human
pathologies, such as inflammation and atherosclerosis pathologies, which are themselves associated
with exposure to environmental pollutants [4,45-49], and they are a well-known target of Bla]P.

The results of this study provide a better understanding of the chemopreventive effects of these
two microalgal extracts on B[a]P-induced toxicity, thus supporting the use of new candidates for the
prevention of diseases like CVDs induced by Bla]P exposure.

2. Results

2.1. Carotenoid and Fatty Acid Contents in P. tricornutum and O. tauri Extracts

Total chlorophylls and carotenoids contents in PT and OT ethanol extracts were determined by
UV-Vis spectrophotometer (Tables | and 2). The main pigment detected in the two microalgal extracts
is chlorophyll a with 5.08 gfL for PT extract and 2.51 g/L for OT extract, respectively. The presence
of other chlorophylls have been identified in the extracts, chlorophyll c at 0.47 g/L for PT extract and
chlorophyll b at 1.64 g/L for OT extract. The total carotenoid content in the PT extract is twice that
found in the OT extract. The carotenoid composition of both extracts agrees with the algal carotenoid
composition reported in the literature [50,51]. They differ between the extracts both qualitatively and
quantitively. Indeed, the PT extract contains a high concentration (2.13 g/L) of fucoxanthin, the main
carotenoid in this microalga. The presence of f-carotene was also detected (at 0.03 g/L) in the PT
extract. In the OT extract, f-carotene at a higher concentration (0.05 g/L) than in the PT extract was
also detected. Other carotenoids were detected in the OT extract but not quantified because their
molar extinction coefficients in acetone were not reported [50,52]. Thus dihydrolutein, micromonal,
prasinoxanthin, and neochrome were detected. Neochrome is an artifact formed from neoxanthin that
is present in the OT extract by the acid-catalyzed rearrangement during isolation [52].

The total fatty acids composition of P. fricornufum and O. tauri extracts were determined by gas
chromatography (Table 3). As expected, the PT extract showed a higher content of C20:51-3 (EPA)
representing 40 mol % of total fatty acids in the extract. The second major fatty acid found in this
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extract was palmitoleic acid (Cl6:1n-7, PAL), hexadecatetraenoic acid (C16:4) and palmitic acid (C16:0)
with 18, 11, and 7 mol % of total fatty acids, respectively. For the OT extract, the predominant fatty
acid was oleic acid (C18:1, OA) with 23 mol % of total fatty acids. Unlike in the PT extract, the levels
of stearidonic acid (C18:4n-3, SDA), stearic acid (C18:0), cc-linolenic acid (C18:3n-3, ALA), and DHA
(C22:6m-3) were of 11.5, 11, 8.5, and 7.7 mol %, respectively, in the OT extract.

Table 1. Chlorophyll contents of B tricornutum and O lawri extracts. Results are represented for an
independent experiment. * Concentrations are calculated according to the literature.

Pigment Concentration (g/L)

Chlorophylls

P PT oT
Chlorophyll a 5.08 2.51
Chorophyll b * - 1.64
Chorophyll c* 0.47 -

Table 2. Carotenoid contents of P. fricornutum and O, fauri extracts. Results are represented for an
independent experiment.

Pigment Concentration (g/L)

Carotenoids Ahs_::nrl:-ance Ahm::ham:t Maxima in
Maxima {nm) Literature (nm) PT oT
Total carotenoids 247 1.00
B-carotene 424 454 454 {429),454 450 0.03 0.05
Fucoxanthin {415),443.472 {420),447 465 213 -
Other carotencids
Dihydrolutein (=) 432,462 408,428,453 - 0.08
Micromaonal 422 451 477 {423),449,(472) - 043
Prasinoxanthin 420,449.(=) {426),459,{473) - .10

MNeochrome (—)414,442 398,421,445 - .10
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Table 3. Fatty acid composition of P, fricornutum and O, fauri. Results are represented as mean values +

5D for at least 3 independent experiments. ND: not detected.

Fatty Acids (mol %) P tricormiiloi O, tairi

Mean 5D Mean 5D
C14:0 1.18 043 420 2.80
Cla:0 7.aE 0.20 1464 0.53
Clé:ln-7 18.27 0.96 B.68 01

Cla:2 5.28 0n.29 ND -

Clad 11.23 1.38 ND -
C18:0 1.88 0.3z 10.91 269
C18:1 1.87 0.35 23.06 3.0
C18:2n-6 297 n.11 4.40 043
C18:31-3 ND - B.56 .86
C18:40-3 ND - 11.56 n.s2
201 ND - 0.83 n.oz

C20:2 2.08 0.26 ND -
C20:4 334 0.1& 0.97 0.26
C20:50-3 39.91 291 116 0.1s
C22:hm-3 1.72 0.11 7.69 1.24

2.2. Cytotoxic Effects of Bla]P and Microalgal Extracts on Endothelial HMEC-T Cells

The next set of experiments was carried out in order to determine the cytotoxic effects of B[a]P and
PT and OT extracts on endothelial HMEC-1 cells. After treatment for 24 h with various concentrations
of B[a]P (0.1, 2, 5, 10 uM) and microalgal extracts (0.1, 1, 5, 10, 25, 50 pg/mL), cell viability was measured
by MTT assay in HMEC-1 cells. As shown in Figure 1a, B[a]P at 2 uM significantly decreased the cell
viability by 29% (Figure 1a). For microalgal extracts alone, beyond 10 pg/mL of PT and OT extracts,
a significant decrease in cell viability was observed (Figure 1b,c). Following this experiment, we chose,
for the rest of the experiments, the concentration of 2uM B[a]F, which allows us to determine whether
microalgal extracts influenced the toxicity induced by B[a]P. For microalgal extracts, concentrations

at 0.1, 1 and 5 ug/mL that do not have a significant toxic effect, were chosen to study the potential

protective action of the extracts.
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Figure 1. Cytotoxicity of Bla]lF, P fricornufum, and O. fauri extracts in endothelial HMEC-1 cells.
HMEC-1 cells were exposed to vehicle (DMSO) or different concentrations of (a) Bla]P 0.1 pM to 10 pM
or (b) P tricornutum (PT) extract and () O. tauri (OT) extract at 0.1 to 50 ug/mL for 24 h. Results are
represented as mean values + 5D from at least 3 independent experiments. Mean values assigned with
different letters are significantly different (p < 0.05) witha <b < c < d.

2.3. Effect of Co-Exposure to Bla]P and Extracts of P. tricornutum or O. tauri on the Viability of Endothelial
HMEC-1 Cells

To verify whether microalgal extracts could influence the cytotoxicity of Bla]F, HMEC-1 cell
viability after co-exposure to 2 uM B[a]P and each extract (0.1, 1 and 5 pg/mL) for 24 h was compared
to that of cells exposed to 2 uM B[a]P alone. PT and OT extracts, at any tested concentration, did not
significantly influence the cytotoxicity of Bla]P (Figure 2a,b).



Mar. Dirugs 2020, 18, 3 Fof23

fa) 150 4
-] a
T a F
£ 100 T
£ e
X i
2 50 4
=
o
0 s
BlalP ) 1 5
PT + Bla]P
ik} 150 -
- a
E a hj da
= 100 -
Z
-
& 50 -
8
0
Bla]r 01 1 5
OT + Bla]P

Figure 2. Effect of co-exposure to Bla]P and extracts of P tricornufum or O, tauri on cytotoxicity in
endothelial HMEC-1 cells. HMEC-1 cells were exposed to 2 uM Bla]l” and (a) P. fricornutum (P'T)
extract and (b) O tawri (OT) extract at 0.1 to 5 ug/mL for 24 h. Cell viability upon Bla]F treatment was
set at 100% and then compared with HMEC-1 cells co-exposed with microalgal extracts. Results are
represented as mean values + 5D from at least 3 independent experiments. Mean values assigned with
the same letters are not significantly different (p < 0L05).

2.4, Effect of P. tricornutum or O. tauri Extracts on Gene Expression of Pro-Inflammatory Cytokines Induced by
Bla]P

It has been reported that B[a]P is able to induce the expression of pro-inflammatory cytokines,
notably in endothelial cells [53-56], and that some extracts of microalgae may have anti-inflammatory
properties [57,58]. It was therefore decided to study the effects of B[a]P at 2 uM and microalgal extracts
on the gene expression of several pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, IL-8 and IL-1p) and
cyclooxygenase COX-2. In endothelial HMEC-1 cells, 2 uM B[a]P did not induce COX-2, TNF-alpha,
and IL-6 mRNA expressions (data not shown), unlike IL-8 and IL-1§ (Figures 3 and 4).

Microalgal extracts (0.1, 1 and 5 pg/mL) were evaluated for their ability to affect the increased IL-8
and IL-1f mRNA transcription induced by 2 uM Bfa]P. PT extract alone in a range of 0.1 to 5 ug/mL
(Figure 3a) did not induce the expression of IL-8 mRNA compared to the control (DMS0). With regard
to co-exposure with B[a]P, the PT extract significantly inhibited B[a]P-induced IL-8 mRMNA expression
whatever the concentration tested. Concerning the OT extract alone (Figure 3b), no induction of IL-8
mRNA expression was found. As for the PT, in combination with B[a]F, the OT extract decreased the
Bla]P-induced IL-8 mRNA expression.

Regarding IL-1p mRNA expression, both microalgal extracts (0.1, 1 and 5 pg/mlL) did not induce
IL-1f mENA expression compared with the control (Figure 4a,b). However, in the presence of
co-exposure, the PT extract (Figure 4a) did not influence the mRNA expression of IL-1p induced by
B[a]F, whatever the concentration tested. In contrast, the OT extract at 0.1 and 1 ug/mL decreased this
expression (Figure 4b). However, the OT extract at 5 pg/mL did not affect the increased IL1-f mRNA
transcription induced by 2 uM B[a]P. These results showed that the microalgal extracts could inhibit
the gene expression of several pro-inflammatory cytokines induced by Bla]P in endothelial cells.
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Figure 3. Effects of P tricornutun and O. fauri extracts on Bla]P-induced [L-8 mRENA expression. mENA
expression of IL-8 was analyzed using RT-gPCE. Data are expressed relatively to mENA levels of IL-8
found in corresponding control cells (DMSO), arbitrarily set to 1 unit. HMEC-1 cells were exposed to
vehicle (DMS0) or treated with 2 uM Bla]F, or with 0.1, T and 5 pugf/mL F. tricornutum (PT) extract (a)
or O fauri (OT) extract (b)), or with a combination of the toxicant and the extract for 24 h. Results are
represented as mean values + 5D from at least 3 independent experiments. Mean values assigned with
different letters are significantly different (p < 0.05) witha <b < ¢ < d.

E
-8

IL1-f mENA
expression (relative)
= R W de B

DMS0 Bla)lP 1 & 0.1 | 5

T I'T + Bla]P
(b

IL1-f mENA
expression (relative)
(= i e i - wn o

C
1Y
DMS0 Bla]P 0. 1 5 [IN I 5
oT OT + Bla]P

ab b ab

Figure 4. Effects of I tricormutum and O tauri extracts on mENA expression of [L1-f in endothelial
HMEC-1 cells. mENA expression of IL1-p was analyvzed using KT-qPCE. Data are expressed relatively
to mENA levels of IL1-p found in corresponding control cells (DMS0), arbitrarily set to 1 unit. HMEC-1
cells were exposed to vehicle (DMSO0) or treated with 2 uM Bla]l} or 0.1, 1 and 5 pgfmL P tricornudum
(PT) extract (a) or O. fawri (OT) extract (b)), or with a combination of the toxicant and the extract for 24 b,
Results are represented as mean values = 5D from at least 3 independent experiments. Mean values
assigned with different letters are significantly different (p < 0.05) witha <b <c.
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2.5. Only the O. tauri Extract Inhibits the Bla]P-Induced Apoptosis

Since Bla]F is known to induce apoptosis [59,60], and it is also known that microalgal extracts can
inhibit apoptosis in cancerous cells [61], we therefore decided to evaluate apoptosis after exposure for
24 h to B[a]P or microalgal extracts (0.1 and 5 pg/mL) alone or in co-exposure. This was performed by
using fluorescence microscopy after Hoechst staining (Figure 5). Consistent with the literature, 2 uM
B[a]P slightly increased the percentage of apoptotic cells by 3-fold compared with control. In contrast,
the PT extract alone did not affect the apoptosis level (Figure 5a). Interestingly, the PT extract had no
effect on B[a]P-induced apoptosis whatever the extract concentration used. Concerning the OT extract
(Figure 5b), no induction of apoptosis was observed, whatever the concentration used. However,
an inhibition of B[a]P-induced apoptosis with the OT extract at (.1 and 5 ug/mL was observed. These
results suggested that the OT extract, unlike the PT extract, could inhibit Bla]P-induced apoptosis in
HMEC-1 cells.
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Figure 5. Effects of I dricornutum and O. fauri extracts on Bla]P-induced apoptosis in endothelial
HMEC-1 cells. HMEC-1 cells were exposed to vehicle {DMSO) or treated with 2 uM Bla]l, or with 0.1,
1 and 5 ugfml P #ricornutum (FT) extract {a) or O. lauri (OT) extract (b), or with a combination of the
toxicant and the extract for 24 h. Apoptotic nuclei were analyzed by fluorescence microscopy after
staining with Hoechst 33342, Results are represented as mean values + 50 from at least 3 independent
experiments. Mean values assigned with different letters are significantly different (p < 0.05) with
a=zh<c

2.6. Effect of P. tricornutum or O. tauri Extracts on the Induction of CYP1A1 by Bla]P

Since Bla]P is metabolized by cytochrome P450 enzymes, such as CYP1A]l, resulting in the
formation of several metabolites, and is partly responsible for its apoptotic effects [3] and its
carcinogenicity [62,63]. The effects of B[a]P” or microalgal extracts (0.1, 1 and 5 pg/mL) alone or
in co-exposure were investigated on CYP1A1 mRNA expression in endothelial cells exposed during
24 h (Figure 6). As expected, B[a]P at 2 uM induced the expression of CYP1Al in endothelial HMEC-1
cells compared to the DMSO control (Figure 6). As shown in Figure 6a, the levels of CYP1ATI mRNA
were markedly increased in endothelial cells treated with PT extract alone or in co-exposure when
compared with their DMSO counterpart. In addition, co-exposure is more inductive than exposure
to the PT extract alone. For the OT extract alone (Figure 6b), no change in CYP1A1 mRNA level
compared to DMSO control was observed. However, in co-exposure, the OT extract at 0.1 pg/mL
inhibited the induction of Bla]P-induced CYP1A1 mRNA. This effect was no longer observed with the
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highest concentrations of extracts (1 and 5 pg/mL). Thus, the OT extract at a concentration of 0.1 pg/mL
would appear to be able to inhibit the expression of CYP1A] to mRNA unlike the PT extract.
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Figure 6. Effects of P, tricornutum and O. lauri extracts on Bla]P-induced CYP1AL mEMNA expression.
mBEMA expression of CYP1AL was analyzed using RT-gPCR. Data are expressed relatively to mBENA
levels of CYP1AL found in corresponding control cells (DMS0), arbitrarily set to 1 unit. HMEC-1 cells
were exposed to vehicle (DMS0) or treated with 2 uM Bla]P, or with 0.1, 1 and 5 pg/mL P. tricornutum
(PT) extract (a) or O fawri (OT) extract (b)), or with a combination of the toxicant and the extract for 24 h
Results are represented as mean values £ 5D from at least 3 independent experiments. Mean values
assigned with different letters are significantly different (p < 0.05) witha <b <c < d.

2.7. O. tauri Extract Inhibits the Release of Extracellular Vesicles

According to the above results, such as IL-8, IL-1B, CYP1A1 mRNA expression and apoptosis,
the 0.1 ugfmL OT extract seems to be more prone to regulate the adverse effects from B[a]P. Therefore,
our work finally focused on the effect of this extract at 0.1 pg/mL to study the production of extracellular
vesicles (EVs). It is known that B[a]P is responsible for endothelial dysfunction [54,64]. In addition,
it has been observed that endothelial dysfunction can cause an increased shedding of endothelial
extracellular vesicles that are markers of the pathophysiological state of the producing cells [65,66].
Thus the effects of B[a]P and the OT extract on EV production by the endothelial cells were investigated
following a 24 h treatment. As expected from our previous work [67], NTA revealed that 2 uM Bfa]P
significantly stimulated EV production, unlike the OT extract used at 0.1 ug/mL (Figure 7a). In the
co-exposure, an inhibition of the production of EVs induced by B[a]F was observed. NTA observation
of EVs size distribution pattern (Figure 7b) showed that they had a diameter ranging from 100 nm to
600 nm, and that the OT inhibited the production of the entire EV population induced by the Bla]P
regardless of their size.



Mar. Dirugs 2020, 18, 3 11 of 23

La) = 150 B
g I
1 :
Z £ 1000
i
s
¥ A
E B
=5 500 -
= &
o=
E
=
B il
DAS0 BlalP DKMSO  BlalP
DMSO aT
(b
I DMS0 — Bla|P
f'.,ﬂ 10 o7 = = =T+ Ba]l’
o §-< 5 o
2 8
k- % & 1
P& 4
= = -
] 3 b N
: i
E ] T T T T 1
= 0l 2 4 Ny S 100

Particle size {nn)

Figure 7. Effects of Bla]P and O. fauri extracts on the EVs released by endothelial HMEC-1 cells.
HMEC-1 cells were exposed to vehicle (DMS0), 2 uM of Bla]F, 0.1 uM/mL of O fauri (OT) extracts or
with a combination of the toxicant and the extract for 24 h. Total EV's were isolated by ultracentrifugation
and analyzed by Manoparticle Tracking Analysis (NTA). (a) EV production released per HMEC-1 cells
exposed with Bla]l” orfand OT. (b) Representative size distribution profile by NTA of EVs produced by
endothelial cells. Results are represented as mean values + S0 from at least 3 independent experiments.
Mean values assigned with different letters are significantly different (p < 0.05) with a < b.

3. Discussion

Food supplementation is a promising strategy to use natural protective agents that can offer health
benefits. Among these promising agents, microalgae are becoming increasingly important. Indeed,
the growing interest in the use of microalgae in human health comes from their composition that is
rich in molecules of interest (lipids, polysaccharides, carotenoids) known to have beneficial effects on
health [27]. In addition, many studies reveal the pharmacological interest of microalgae as natural
products that can offer significant benefits in CVDs, inflammation, and cancer [65-72]. In this context,
our study aimed at evaluating the capacity of two microalgal extracts from the green alga Ostreococcus
tauri (OT) and the diatom Phaeodactylum tricornutum (PT), to prevent harmful effects induced by an
environmental pollutant, B[a]F, known to contribute to the development or aggravation of human
pathologies notably CVDs [2,3]. To do so, we used a human endothelial cell model.

The two microalgal compositions tested differ in their pigment, particularly carotenoids, and fatty
acid compositions. The PT extract was shown to be rich in fucoxanthin and EPA, while the OT extract
is found to be rich in neoxanthin and ALA, SDA, OA, and DHA, all molecules of interest for human
health [33,34,37,38,40,73].

To assess the protective effects of the OT and PT extracts on B[a]P-induced toxicity, extracts at
non-toxic concentrations had to be used. When cells were exposed to the extracts alone, a cytotoxic
effect was observed only at high concentrations (25-50 pg/mL). Previous in vitro studies have shown
that n-3 PUFAs at micromolar concentrations are toxic to several cell lines [74,75]. Moreover, it has
also been reported that stearic acid and palmitic acid induces cytotoxicity in human aortic endothelial
cells (HAEC) [76]. Since our extracts were rich in n-3 PUFAs, DHA for OT, and EPA for PT, but also
in saturated fatty acids, and even if the fatty acid concentrations were not calculated, it might be
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hypothesized that the cytotoxicity observed at the highest concentrations could be attributed to these
fatty acids present in both microalgal extracts.

We also verified that co-exposure to B[a]P and either extract did not induce further loss of viability
as estimated by MTT test (a measure of mitochondrial activity; cf. Materials and Methods), thus
validating our experimental conditions.

Since B[a]P is known to induce immune dysfunctions and microalgal extracts are involved
in anti-inflammatory activities, their influence was next studied on the expression of several
pro-inflammatory cytokines such as IL-8 and IL-15. Both extracts inhibited the mRNA expression
of B[a]P-induced IL-8 in HMEC-1 cells. Moreover, only the OT extract inhibited IL-1§ expression
induced by B[a]P. Under our test conditions, these results suggest that the OT and PT extracts have
a potential to suppress inflammation by inhibiting the expression of pro-inflammatory cytokines.
Despite the presence of several studies showing that microalgal extracts are anti-inflammatory, their
extremely diversified composition, particularly in pigments and fatty acids, makes it difficult to
attribute the biological effects observed to a single bivactive molecule contained in the extracts.
However, pigments present in our extracts, such as chlorophyll &, f-carotene, and fucoxanthin have
already shown anti-inflammatory activity [77-80]. Furthermore, previous studies have shown that
PUFAs, such as DHA, ALA, and PAL can inhibit the expression of IL-6, IL-8, and IL-1f in many
cellular models [81-84]. Since OT and PT extracts contain these pigments and these fatty acids,
it is likely that there are synergistic effects between these bioactive molecules that can contribute to
anti-inflammatory effects. It is interesting to note that many studies have linked the anti-inflammatory
effects of compounds contained in microalgae with the inhibition of the NF-kB signaling pathway.
A study on human bronchial epithelial cells also showed that EPA, by inhibiting MAPKs/NF-kB
signaling, inhibits IL-8 induced by cigarette smoke extracts [85]. In another study, fucoxanthin was
reported to reduce pro-inflammatory mediator levels via the inhibition of NF-kB pathway activation
in murine macrophages [69]. Knowing that B[a]P is known to activate the NF-kB pathway via the
production of reactive oxygen species (ROS), leading to the induction of pro-inflammatory cytokines
such as IL-8 and IL-1j [54,86], it is also likely that the anti-inflammatory effects observed with our
microalgal extracts might be due to an inhibition of the NF-kB pathway via the presence of PUFAs and
carotenoids in our extracts.

Cytochromes P450 and in particular CYFP1A1 are of crucial importance for the metabolic activation
and detoxification of many xenobiotics, such as PAHs, including through the ARNT pathway (AHR/aryl
hydrocarbon nuclear translocator). Modulating the expression of this biocactivation enzyme may
be an appropriate strategy to prevent toxic effects and the development of CVDs, inflammation,
and cancer [87,85]. In this context, we investigated the influence of microalgal extracts on the
metabolism of B[a]P and, in particular, the expression of CYP1AL. Only the PT extract alone induced
CYP1A1 mRNA expression but did not influence Bla]P-induced CYP1A1 induction. The induction
of CYP1A1 expression could be related to the presence of carotenoids and in particular the presence
of high fucoxanthin in the PT extract. Indeed, in previous studies, Satomi et al. [89], showed that
fucoxanthin significantly induced CYP1A1 mRNA in the hepatocellular carcinoma cell line HepG2.
Concerning the OT extract, an inhibition of the B[a]P-induced CYP1A1 mRNA expression was observed
in our endothelial cell model, at a concentration of 0.1 ugfmL only. It has previously been demonstrated
that co-treatment of DHA and B[a]P resulted in an increase in CYP1Al and CYP1B1 mRNA expression
and B[a]P metabolism, resulting in increased DNA adduct levels in rat liver epithelial F258 cells [90].
However, it was also found in HUVEC cells, another endothelial cell model, that supplementation with
DHA significantly decreased the Bla]P-induced CYP1A1 mRNA expression [91]. The fact that studies
show that co-exposure to DHA and B[a]P could exert opposite effects on Bla]P-induced CYP1A1
mRNA expression thus could be cell-type dependent.

Moreover, an inhibitory effect has been observed only at the lowest concentration of OT.
Molecules other than lipids and pigments are present in microalgae and in particular flavonoids [92].
These molecules can act as AhR agonists and effectively induce AhR activation and CYP1A1



Mar. Dirugs 2020, 18, 3 13 of 23

production [93]. Although the flavonoid composition has not been investigated in our microalgal
extracts, it can thus be hypothesized that since CYP1A1 is regulated by AhR activation, the flavonoids
present in the OT extract, at higher concentrations, might become competitors for AhR activation and
CYP1A1 induction with regard to B[a]F.

It has already been shown that B[a]P induces death in many cell models [94,95]. We therefore
decided to study the effect of microalgal extracts on Bla]P-induced apoptosis in our endothelial
model. B[a]P induced apoptosis in HMEC-1 cells unlike cells exposed to microalgal extracts alone.
We have shown that only the OT extract protected against Bla]P-induced apoptosis. Interestingly,
it is well known that the activation of AhR and CYP1A1 plays an important role in B[a]P-induced
apoptosis [95]. Moreover, the fact that only the OT extract and not the PT one was able to inhibit
CYP1A1 expression is consistent with the inhibition of Bla]P-induced apoptosis. Thus, the inhibition
of CYP1A] expression and apoptosis induced by the OT extract may be due to its high DHA content,
as previously demonstrated [16]. In addition, the OT extract contains other fatty acids, such as ALA
and OA, not present or weakly present in the PT extract. These fatty acids have already shown
protective effects against apoptosis. Indeed, ALA offered a protective effect of HyOy-induced apoptosis
by inhibiting the NF-xB signaling pathway in HAECS endothelial cells [96]. OA also showed an
inhibitory effect of stearic acid-induced apoptosis in these same cells [97]. Thus, the presence of these
fatty acids in the OT extract may contribute with DHA to the anti-apoptotic effect observed with the
OT extract.

Several studies have shown that damage to endothelial cells can lead to an increase in the release of
extracellular vesicles (EVs) that are markers of the pathophysiological state of the producing cells [95].
Moreover, we have recently demonstrated that B[a]P is able to stimulate the production of EVs from
endothelial cells [67] and to increase membrane fluidity by cholesterol-depletion involved in the release
of EVs in B[a]P-treated hepatocytes [99]. The fact that the OT extract seems more inclined to regulate
the harmful effects of B[a]P, the production of EVs under the influence of this extract was then studied.
We found that it inhibited such a production. The influence of n-3 PUFAs on the production of EVs
has already been reported. Indeed, it has previously been described by Wu et al. [100] that fish oil
supplementation (rich in EPA and DHA) reduces the number of circulating endothelial extracellular
vesicles. The inhibition of EVs by the OT extract could be due to the presence of high levels of n-3
PUFAs, among which is DHA, as has been reported with fish oil supplementation [79]. These results
suggest that the OT extract is able to reduce endothelial damage induced by B[a]P. Interestingly, it has
previously been demonstrated that DHA can interfere with Bla]P-induced membrane remodeling [0].
Since membrane remodeling is a key element in EV production, it is possible that the DHA present in
our OT extract inhibited the B[a]P-induced membrane remodeling and hence the related release of EVs.

Overall, our data indicate that the OT extract can reduce the toxicity of B[a]P by decreasing
the expression of the inflammatory cytokine (IL-8, IL1-j), apoptosis, the B[a]P bioactivation enzyme
CYP1Al, and extracellular vesicle production. The PT extract inhibited only the B[a]P-increased
expression of the pro-inflammatory cytokine 1L-8. According to our data, the OT extract seems to be a
good candidate as a dietary component that can reduce Bla]P-induced toxicity, making it of interest
for the prevention of diseases, such as CVDs, induced by exposure to this environmental pollutant.
However, further research is needed to determine whether the observed effects are mainly due to fatty
acids (e.g. PUFAs n-3) or to carotenoids present in OT extract, or whether it is due to a synergistic
effect of these molecules. Although the objective of this study was not to conduct an in vivo study,
this would be necessary to complete this work. Indeed, an in vivo study would allow us to get closer to
human nutritional protocols. In addition, these protocols would allow us to evaluate the bicavailability
and bio accessibility of pigments and PUFAs provided by our microalgal extracts. These two steps are
important factors to know and understand the real biological role of these molecules.
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4, Materials and Methods

4.1. Chemicals and Reagents

Benzo[a]pyrene (B[a]P), dimethyl sulfoxide (DMSO) were obtained from Sigma-Aldrich
(Saint-Cluentin Fallavier, France), and MTT (Thiazolyl Blue tetrazolium bromide) was provided
from Interchim (Montlugon, Fance). All other chemicals used in this study were purchased from
commercial sources at the highest purity available. Chemicals were prepared as stock solutions in
DMSO. The final concentration of vehicle did not exceed 0.2% (v/v); control cultures received the same
concentration of DMSO.

4.2. Microalgal Cultivation

The marine microalgae PT and OT were grown by Microphyt (Baillargues, France) in 5000 L
photobioreactors (PBR) consisting of 1.2 km of glass tubes with co-circulation of liquid medium and
CO; enriched air [101,102]. The PBER was set under a greenhouse in order to control the temperature
(between 20 °C and 30 °C) and the intensity of the natural light by using curtains. The pH set
point of 7.5 was automatically controlled by CO; injection and monitored by an inline Fermprobe
F-235 pH probe from Broadley James (Silsoe, United Kingdom). Air was injected continuously
at a rate of 20 Lmin~!. The culture medium used is a marine type medium, corresponding to a
modified f/2 medium. Cells were harvested by bowl centrifugation at 6,000 rpm at room temperature
(maximum reachable temperature of 35 °C) using a KG 8006 centrifuge from GEA (Oelde, Germany)
and concentrated at the rate of around 15%-20% dry weight. The biomass was frozen at —20 °Cin
polyethylene bags, and stored at —20 °C before freeze-drying.

4.3. Preparation of Ethanolic Extracts

The extractions were carried out in a dark room, at a temperature of 25 *C, under nitrogen and
with agitation for 24 h. The solvent used is absolute ethanol at a ratio of 10:1 (z:w). The suspension
was then centrifuged at 4000 rpm for 5 min, and the supernatant was filtered through a membrane
with a porosity of 0.22 um. The filtrate was recovered and the ethanol evaporated under nitrogen
away from light at 35 °C. This crude extract was diluted in absolute ethanol to obtain a final crude
extract concentration of 55.9 and 75.5 mg/mL for the extract of PT and OT, respectively. The solutions
thus obtained were stored at 4 °C in the dark after inserting the head space with nitrogen. For the
treatment of endothelial cells, the ethanol contained in the microalgal extracts was evaporated using
a Concentrator plus from Eppendorf. After sonication on the ice, 50 mg of ethanolic extract was
evaporated and centrifuged during 10 min. The extract was collected in DMSO in order to obtain
an extract concentration of 50 mg/mL. The extracts were closed under argon and stored at —20 °C
protected from light.

4.4. Fatty Acid Composition Analyses

Total fatty acid compositions were analyzed by gas chromatography coupled with a flame
ionization detection (GC-FID). After the evaporation of the solvent from the microalgal extracts, 1 mL
of 0.5 mol/L. NaDH was added to the samples. The lipids were saponified by incubating the samples
for 20 min at 80 *C under nitrogen. The transesterification process was carried out using 2 mL of 14%
boron trifluoride in methanol (MeOH-BF;) at 80 °C for 20 min under nitrogen. Then 1 mL of isooctane
and 1 mL of 35% NaCl were added and, after shaking, the samples were centrifuged. The upper phase
was carefully transferred to the anhydrous sodium sulphate column for drying samples. Fatty acid
methyl esters (FAMEs) were analyzed by using a FOCUS gas chromatography instrument (Thermo
Electron Corporation, Les Ulis, France) equipped with a capillary column CP Sil-88 25 m % 0.25 mm
(Varian, Les Ulis, France) and a flame-ionization detector (FID). Chromatograms were analyzed using
the Azur version 4.6.0.0 software package (DATALYS, France). Each fatty acid was identified from
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an authentic fatty methyl ester standard (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and results
were expressed as a molar percentage (mol%).

4.5. Pigment Composition

The total pigment amount was determined spectroscopically using a double beam Lambda
25 UV/VIS spectrometer (PerkinElmer). The concentration of chlorophyll (Chl) a, Chl ¢ and total
carotenoids in the PT were calculated according to Heydarizadeh et al. [103], whereas the Chl a, Chl b
and total carotenoids in the OT were calculated according to Lichtenthaler et al. [104].

The separation of the pigments present in the microalgal extracts was carried out by thin-layer
chromatography (TLC). Five microliters of OT and PT extracts were applied 1 cm from the base of
a pre-coated TLC-plate silica G-25 (Macherey-Nagel, Germany, 20 cm x 20 cm) and allowed to dry
for a few minutes in the dark. Then, the plates were developed in a closed glass chamber in the dark
using acetone/petroleum ether (30%/70%) (v/v) as the mobile phase [105]. Individual bands were
scrapped from the TLC plate, eluted into 1 mL acetone and then centrifuged (10,000 ¢ for 10 min
at 4 *C). The absorption spectra of the pigments extracted from individual bands were determined
by spectrophotometry between 400-800 nm using a double beam Lambda 25 UV-Vis spectrometer
(PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France). The reference was acetone. The positions of the absorbance
maxima were determined after the calculation of the second derivative absorbance spectrum according
to Schoefs and Franck [106]. Pigment identification was based on the comparison of the absorption
maxima found in this study and in the literature (see Tables 1 and 2) [52,107].

4.6. Cell Culture

The human Microvascular Endothelial Cell line (HMEC-1) was obtained from the Center for
Disease Control and Prevention (Atlanta, GA, USA). Cells were maintained in MCDB-131 medium
containing 10% fetal bovine serum (FBS), L-glutamine (10 mM), hydrocortisone (1 pg/mL), penicillin
(50 unitfmL}, streptomycin (50 unit/mL), and epidermal growth factor (10 ng/mL). At 90% confluence,
cells were cultured overnight in serum-free medium before treatment the day after.

4.7. Cell Viability Assay

The cell viability was performed by MTT assay. MTT cell-viability assay measures the reduction of
a tetrazolium component into an insoluble formazan product by the mitochondria of viable cells. Cells
were incubated with different concentrations of microalgal extracts (0.1 to 50 pg/mL), Bla]P (0.1 to 10
uM) alone or in co-exposure with B[a]P at 2 uM and microalgal extracts at 0.1 to 5 for 24 h. Cells were
rinsed with PBS and incubated for 2h at 37 °C with an MTT solution (0.5 mg/mL in a serum-free
medium). After washing, cells were lysed with DMSO. The absorbance was measured by using the
SPECTROstar Nano BMG LABTECH at 560 nm with a reference wavelength of 670 nm.

4.8. ENA lsolation and Analysis

Total RNA was isolated from HMEC-1 cells using TRIzol method (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France). RNA samples (1 pg) was reverse transcribed into cDNA using the High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Quantitative PCR (gPCR) assays
were next performed using SYBR Green PCE Master Mix on the CFX384 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The mRNA expressions were normalized by means
of 18 s mRNA levels. The 24 method was used to express the relative expression of each selected
gene. Sequences of the tested primers are reported in Table 4.
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Table 4. Primer sequences for RT-gPCR.

Gene Symbol Forward Sequence Reverse Sequence
CYP1Al CCCACAGCACAACAAGAGACA CATCAGGGGTCAGAAACCGT
IL-8 ACTCCAAACCTITCCACOCC  TCTCAGCCCTCTTCAAMAACTTC
IL1=3 CICTGGGATICTCTICAGCCA AGCGAGCACTTCATCTGTITAGGG
185 CGOCGCTAGAGGTGAAATTC TTGGCAAATCGCTTTCGCTC

4.9. Apoptosis

Apoptotic death in HMEC-1 cells was assessed by the visualization of chromatin condensation
after nuclear staining. Cells used for apoptosis analysis were cultured in 6-well plates. After exposure
to B[a]F and/or microalgal extracts, the cells were stained with 50 pg/mL Hoechst 33,342 in the dark
at 37 °C for 30 min; cells were then examined by fluorescence microscopy (ZEISS Axio Scope Al
microscope). Over 300 cells in randomly selected microscopic fields were analyzed per condition
of treatment.

4.10. Isolation of Extracellular Vesicles

Cells were cultured in 151.9 em? cell culture Petri dishes (Corning ™, Thermo Fisher Scientific,
France). After treatment with 2 uM B[a]P and/or 0.1 pg/mL OT extract for 24 h, culture supernatants
were recovered to isolate the EVs. Cell debris present in conditioned medium was removed by
centrifugation at 3650x g for 10 min. EVs were pelleted by direct ultracentrifugation of the culture
medium at 100,000 g for 1 h 45 min at 4 °C (Beckman Coulter Optima L-90K Series Ultracentifuges,
rotor Sw 28.1). The EV pellet was then resuspended and washed with sterile phosphate-buffered
saline (PBS). The EVs were then centrifuged at 100,000 g for 1 h 45 min at 4 °C and the EV pellet was
recovered in sterile PBS.

4.11. Nanoparticle Tracking Analysis

The number and size distribution of EVs were performed using Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA). EV samples were diluted in sterile PBS before analysis with NanoSight LM10 HS (Malvern
Instruments, Malvern, UK). All samples were measured in triplicate at 25 °C and used the same
instrument settings. Three videos of 30 s per sample were analyzed with NanoSight NTA 3.1 software
(Malvern, UK) setting the detection threshold at 3. The results presented are the average of the
three videos and three independent EV samples. Concentrations and distributions of EVs were then
normalized to cell counts and expressed as numbers of EVs released per cell.

4.12. Electron Microscopy

Transmission electron microscopy (TEM) was performed as described by Théry et al., 2006 [108].
In summary, formvar carbon-coated copper grids (Agar Scientific, Stansted, UK) were placed for 20 min
on a5 ul EVs suspension previously resuspended in 2% paraformaldehyde (PFA). After washing with
PBS, EVs were fixed in 1% glutaraldehyde in PBS for 5 min. After washing with distilled water, grids
were placed on a drop of uranyl oxalate for 5 min, then on a drop of 2% methylcellulose/4% uranyl
acetate (1/9; v/v) on ice for 10 min. EVs were visualized using a JEOL JEM-1400 transmission electron
microscope (JEOL, Japan).

4.13. Characterization of Extracellular Vesicles

The culture supernatant was collected after 24 h of treatment with the vehicle (DMS0), and the
EVs produced by HMEC-1 were isolated. In line with current knowledge in the field of EVs [109],
two approaches have been used to confirm the presence and isolation of EVs in samples. After isolation,
transmission electron microscopy (TEM) analysis confirmed the presence of EVs in the culture
supernatant (Figure 8a). The characteristic morphology of EVs, cup-shaped, was observed. In addition
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to morphology, the number and size distribution of EVs was determined by NTA (Figure Sb).
The population of EVs has been found to range from 100 nm to 600 nm with an average size of
257 + 16 nm. The size and morphology characteristics of EVs suggested that endothelial cells HMEC-1
were able to produce EVs and that the developed method for isolated EVs was effective.

(a)
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0 200 N 600 H00 1000
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Figure 8. Characterization of extracellular vesicles (EVs) released by endothelial HMEC-1 cells.
HMEC-1 cells were exposed to DMSO for 24 h. EVs were isolated by differential ultracentrifugation.
(a) Transmission electron microscopy pictures of EV pellets (scale bars = 200 nm). (b) Representative
size distribution profile by nanoparticle tracking analysis (NTA) of EVs produced by endothelial cells.

4.14. Statistical Analysis

All values were presented as means + standard deviation (SD) from at least three independent
experiments. After the analysis of variance by one-way ANOVA, the mean values were compared
using Fisher’s least significant difference post hoc test (LSD). All statistical analyses were performed
using Statgraphics Flus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD, USA).
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L'Homme est continuellement exposé a une multitude de xénobiotiques, dont des
contaminants de I'environnement. Parmi ces xénobiotiques, les HAP représentent une classe
majeure de polluants toxiques. Ces polluants produits de maniére naturelle ou anthropique
sont principalement retrouvés dans les aliments et I'air ambiant. Ils sont impliqués
directement ou indirectement dans la survenue et/ou I'aggravation de pathologies telles que
les cancers et les maladies cardiovasculaires (Bansal and Kim, 2015). Devant I'importance en
termes de santé publique, il est essentiel de surveiller I’exposition a ces polluants et les risques
associés. A I’heure actuelle, les biomarqueurs d’expositions utilisés ne sont pas suffisamment
fiables, sensibles ou spécifiques pour permettre d’évaluer I'exposition aux mélanges d’"HAP et
pour détecter une réponse cellulaire précoce associée avant I'apparition des dommages aux
organes cibles (Castano-Vinyals, 2004; Srogi, 2007). Dans la recherche de nouveaux
biomarqueurs plus fiables, des études récentes mettent en lumiére tout I'intérét potentiel des
VE, susceptibles d’étre libérées dans le milieu extracellulaire par les cellules agressées
(Dickhout and Koenen, 2018; Lane et al., 2018). Ces VE peuvent également présenter des
caractéristiques physicochimiques spécifiques du type d’agression et de I'organe atteint (de
Jong et al., 2012). La quantité de VE produite peut également refléter la gravité de certaines
pathologies. En effet, la production de VE circulantes dans le sang, dérivées de I'endothélium,
a été associée a la gravité de la septicémie, d’accident vasculaire cérébral, de I'athérosclérose

et du syndrome métabolique (Curtis et al., 2013).

Les résultats obtenus durant cette thése, ont permis de démontrer que certains HAP
(B[a]P, DBA, B[a]P) provoquent une surproduction de VE par les cellules endothéliales. Nous
avons également observé cet effet in vivo dans des échantillons d’urine de rat exposé a un
mélange des 16 HAP répertoriés comme «prioritaires» par I'US-EPA. Ces résultats suggerent
que les VE pourraient étre particulierement utiles afin de surveiller I'exposition aux HAP, et
plus spécifiguement au B[a]P, considéré comme un HAP de référence, et pour détecter la

réponse cellulaire précoce associée avant I'apparition de dommages aux organes cibles.

Néanmoins, de nombreux points restent a approfondir, notamment la caractérisation
des populations, les mécanismes impliqués dans la formation des VE sous l'influence du B[a]P

ainsi que leurs réles physiologiques.
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Nous avons démontré que le B[a]P stimule la production des S-VE et des L-VE, a savoir
les exosomes et les microvésicules. D’apreés les distributions en taille obtenues par le NTA, nos
deux populations de S-VE et de L-VE semblent étre composées de plusieurs sous-populations.
Il a déja été rapporté que les populations de VE peuvent étre composées de sous-populations
ayant des caractéristiques différentes (taille, densité....) (Willms et al., 2016; Lasser et al.,
2018). Dans le but de mieux caractériser les S-VE et les L-VE, nous avons essayé, par une
approche théorique, d’examiner les différentes sous population de S-VE et de L-VE obtenues
par NTA. Nous avons émis I'hypothése que le profil de distribution en taille des S-VE ou des L-
VE enregistré par le NTA était la somme des différentes sous-populations (somme des courbes
de Gauss), suivant une distribution normale : f(x) = a * exp [-1/2((x-p)/ 0)?] (a représentant la
hauteur du pic (c’est-a-dire une sous-population de S-VE ou de L-VE) ; i : le nombre moyen de
S-VE oude L-VE ; 02 : lavariance et x : les diamétres des S-VE ou L-VE). A partir de I'observation
de nos courbes, nous avons isolé théoriquement des sous-populations puis calculé un profil
théorique pour le S-VE et les L-VE. Nous avons considéré que le profil théorique était
représentatif du profil observé quand le facteur ERF (fonction erreur, erf(x), permet
d'exprimer la marge d'erreur des évaluations statistiques) était inférieur a 0.01. (Erf = X
[y(i)obs — y(i)theo]? / % y(i)*obs ou y(i)obs : données observées et y(i)theo : données
théorique).

D'apreés cette approche purement théorique et préliminaire, les S-VE produites par les
cellules HMEC-1 contiennent trois sous-populations dont le diamétre moyen est estimé a
environ 140 nm, 200 nm ou 310 nm. Le B[a]P ne semble pas modifier le diamétre moyen des
S-VE. Cependant, il apparait que la premiere sous-population, qui est la population majoritaire
dans les S-VE, avec un diamétre d’environ 140 nm, soit induite par le B[a]P, contrairement aux
deux autres sous-populations. Concernant les L-VE, il semblerait qu’elles soient composées de
guatre sous-populations dont le diameétre moyen est estimé environ a 170 nm, 240 nm, 380
nm ou 560 nm. Parmi celles-ci, la troisieme sous-population, qui est la population majoritaire
dans les L-VE, avec un diametre de 380 nm serait particulierement sensible au B[a]P. Cette
approche théorique préliminaire suggére que les populations de S-VE et de L-VE seraient
composées de différentes sous-populations présentant une sensibilité différentielle au B[a]P.
Ainsi, il pourrait étre intéressant de les isoler en fonction de leur densité par
ultracentrifugation sur gradient de saccharose ou d’iodixanol. Des fractions d’environ un

millitre devront étre recueillies puis lavées par ultracentrifugation avant analyse au NTA. Cette
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analyse permettra de distinguer les sous-populations présentes en fonction de leur densité,
de leur taille et de leur nombre. Une analyse plus approfondie nécessiterait I'analyse de
marqueurs protéiques dans les différentes sous-populations (Willms et al., 2016; Colombo et

al., 2014).

Concernant les mécanismes moléculaires mis en jeu, nous avons montré que seuls les
ligands (B[a]P, DBA, B[a]P) possédant une forte affinité pour AhR, stimulent la production de
VE. L'utilisation d’un antagoniste de AhR, I'a-NF, sur la production de S-VE et L-VE, nous a
permis de démontrer que seule la production des S-VE induite par B[a]P était dépendante de
I'activation de AhR. Il reste cependant a déterminer le role précis de AhR dans la production
de S-VE par les cellules HMEC-1, notamment en présence de B[a]P. Une des hypothéeses
éventuelles est I'implication des sphingolipides. En effet, dans les cellules épithéliales,
plusieurs ligands de AhR, y compris les HAP, sont capables de stimuler la production de
sphingosine-1-phosphate, un intermédiaire bioactif du métabolisme des sphingolipides
(Reiners and Clift, 1999; Wang et al., 2019). Les sphingolipides et les enzymes liées a leur
biosynthese, particulierement la nSMAse-2, ont été associées a la biogenése des EXO. lls
participeraient a la formation des ILV dans les corps multivésiculaires et faconneraient la
courbure de la membrane (Trajkovic et al., 2008; Verderio et al., 2018). En ce qui concerne les
L-VE, il a été démontré que l'activation du récepteur P2X7, ATP dépendant, entraine un
réarrangement membranaire influencant la libération des MV (Bianco et al., 2005; Thomas
and Salter, 2010). L'activation de ce récepteur entrainerait la translocation de Ia
sphingomyélinase acide vers la membrane plasmique, qui géneére du céramide, favorisant ainsi
le bourgeonnement de la membrane et la libération des MV (Bianco et al., 2009). Il est
intéressant de noter que ce récepteur, retrouvé dans les cellules HMEC-1, est surexprimé en
présence de B[a]P dans la lignée cellulaire de trophoblaste JEG-3 (Seiffert et al., 2006; Wakx
et al., 2016). Il est donc possible que ce récepteur soit impliqué dans la production de L-VE

dans les cellules HMEC-1.

Une autre hypothése possible est la modification des caractéristiques physicochimiques
des radeaux lipidiques. Ces microdomaines membranaires, riches en cholestérol et en
sphingolipides, sont présents dans les membranes des MV et EXO (de Gassart et al., 2003;
Pollet et al., 2018). Ces microdomaines sont a la fois impliqués dans la formation et dans la

composition des VE. Il a déja été démontré que le B[a]P modifie la composition de ces
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microdomaines, notamment via I'activation de AhR (Tekpli et al., 2010). De plus, le récepteur
P2X7 est également associé aux radeaux lipidiques riches en cholestérol (Robinson et al.,
2014). Il pourrait donc étre intéressant de tester le réle du remodelage membranaire dans la

production de S-VE et L-VE par les cellules HMEC-1 induit par le B[a]P.

Si les effets du B[a]P que nous observons sur la production de VE par les cellules
endothéliales sont originaux, la capacité d’une cellule a produire des VE lors d’une agression
chimique est déja connue. Ainsi, d’autres xénobiotiques tels que des médicaments (nifédipine,
ionomycine) augmentent la production et la libération de VE (Cesselli et al., 2018). Ces
réactions, considérées comme une défense contre une agression, sont décrites par certains
auteurs comme un moyen mis en place par la cellule pour évacuer rapidement des composés
potentiellement toxiques (Jorfi and Inal, 2013). |l a été démontré que les cellules cancéreuses
aprés un traitement médicamenteux, par exemple a la doxorubicine, étaient en mesure
d’utiliser ce systeme afin d’éliminer des molécules anticancéreuses (Shedden et al., 2003).
Sachant que les HAP sont des molécules lipophiles s’accumulant dans les membranes et
déclenchant de nombreuses réactions cellulaires, nous pouvons émettre I’hypothése que
I"augmentation de la production de VE, suite a I’exposition au B[a]P, est une réponse mise en
place par les cellules pour évacuer le toxique. Pour répondre a cette hypothése, il serait
envisageable de doser le B[a]P et ses métabolites dans les VE par spectrométrie de masse
(Wakx et al., 2016). Pour cela, les concentrations en B[a]P présentes dans les VE et dans le
milieu intracellulaire seront comparées entre elles, mais aussi avec la concentration initiale en
B[a]P du milieu de culture. Une concentration supérieure dans les VE en comparaison a la
concentration intracellulaire pourrait étre le signe d’'une accumulation du toxique dans les VE.
Cependant, nous risquons d’étre limités par la sensibilité des techniques actuelles concernant

le dosage du B[a]P et de ses métabolites dans les VE.

Nous avons également observé que les HAP stimulent in vivo la production des VE
plasmatique et urinaire chez le rat (Le Goff et al., 2019b; van Meteren et al., 2019). Sachant
que les VE contiennent des lipides, des acides nucléiques et des protéines et que le B[a]P est
capable d’affecter la composition en protéines des VE (cavéoline-1 et flotilline-1), il serait
possible de réaliser une analyse « omique » a moyen terme. Cette analyse permettrait de
déterminer si la composition en VE plasmatique et urinaire aprés exposition aux HAP, révele

une signature protéique et/ou lipidique et/ou en acides nucléiques spécifique. Cette signature
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pouvant étre utile pour surveiller I'exposition aux substances toxiques et pour détecter les

réponses cellulaires précoces avant I'apparition de dommages aux organes cibles.

Récemment, il a été démontré que les MV peuvent contenir des organites entiers tels que
des mitochondries (Murray and Krasnodembskaya, 2019). Ce systéme peut étre utilisé par la
cellule pour éliminer les mitochondries dysfonctionnelles, mais également pour améliorer le
métabolisme énergétique des cellules cibles. Phinney et al. ont démontré que I’élimination
des mitochondries aprés inclusion dans le VE se fait par une mitophagie inachevée (Phinney
et al., 2015). En effet, au lieu d’'une fusion avec les lysosomes et d’'une dégradation dans
I'autophagosome lors de la mitophagie, des vésicules LC3 (microtubule-associated protein 1
Light Chain 3) positives contenant des mitochondries ont été incorporées dans les bourgeons
extérieurs de la membrane plasmique et rejetées dans I'espace extracellulaire. Les auteurs
ont émis I’'hypothese que ce processus était un moyen pour la cellule de survivre et de contrer

le dysfonctionnement mitochondrial induit par le stress oxydatif (Phinney et al., 2015).

Lors d’une étude préliminaire sur la composition des L-VE, nous avons mis en évidence la
présence de protéines mitochondriales localisées a des niveaux différents de la mitochondrie :
TOM20 (Mitochondrial import receptor subunit TOM20), protéine de la membrane externe
de la mitochondrie ; PMPCB (Peptidase, Mitochondrial Processing Beta Subunit) protéine de
la matrice mitochondriale, sous unité béta d’une peptidase mitochondriale impliquée dans Ia
maturation protéique ; et COX IV (Cytochrome c oxidase subunit 4), une protéine du complexe
IV de la membrane interne de la mitochondrie en charge du transfert d’électron entre le
cytochrome c et I'oxygéne moléculaire. Nous avons également mis en évidence I'induction de
la LC3, une protéine utilisée comme marqueur de I'autophagie, par le B[a]P dans les cellules
HMEC-1. L'observation par microscopie électronique a révélé des L-VE compatibles avec la
taille des mitochondries et contenant des structures morphologiquement proches des

mitochondries.

Fait intéressant, il a été démontré que le B[a]P induit des dysfonctionnements
mitochondriaux, en particulier I'hyperpolarisation des membranes, et déclenche des
processus autophagiques dont la mitophagie (Hardonniére et al., 2015; Yuan et al., 2017; Das
et al., 2017). La présence de protéines mitochondriales dans les L-VE et I'induction du taux de

protéine LC3 en présence de B[a]P dans les cellules HMEC-1, nous conduisent a émettre
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I’"hypotheése que les cellules HMEC-1 utilisent une mitophagie inachevée et les L-VE, afin
d’éliminer les mitochondries dysfonctionnelles, aprés exposition au B[a]P pour maintenir leur
survie. Pour déterminer I'état fonctionnel des mitochondries libérées dans les L-VE, il est
envisageable d’utiliser des marqueurs fluorescents s’accumulant dans les mitochondries tels
que le MitoTracker© et Red CMXRos, permettent de mettre en évidence par cytométrie en
flux, la présence de mitochondries fonctionnelles. Cette analyse nous permettrait également
de distinguer si une sous-population de L-VE est riche en mitochondrie. De plus, la
fonctionnalité de ces mitochondries présentes dans les L-VE pourra étre étudiée par la
technique du Seahorse qui évalue la consommation mitochondriale d’oxygene (Phinney et al.,
2015). Une autre question importante est le devenir des mitochondries émises via les L-VE
une fois transmises a des cellules réceptrices telles que des hépatocytes et la réponse de ces
cellules cibles. Pour étudier les effets des L-VE sur les hépatocytes, nous envisageons de
mesurer le taux de consommation d’oxygéne mitochondriale, la production d’ATP, la

production d’ERO et I'apoptose.

Il est certain que la premiere stratégie a adopter afin de prévenir I'apparition de
pathologies associées a I’exposition aux polluants de I'environnement est de réduire les
sources d’émissions. En 2015, 'OMS a publié un rapport contenant quatre recommandations
permettant de diminuer les risques sanitaires liés aux polluants atmosphériques dont les HAP
font partie (WHO and Scovronick, 2015). lls préconisent de réduire les émissions des véhicules
par des normes plus strictes, de privilégier les transports en commun, d’utiliser des
combustibles plus propres pour limiter le chauffage au bois et d’encourager la consommation
d’aliments nutritifs d’origine végétale. Malgré les moyens pouvant étre mis en place afin de
diminuer I'exposition aux HAP, leurs élimination complete est techniquement irréalisable,
notamment de par notre mode de vie moderne et de leur présence dans les aliments. Ainsi,
I'utilisation d’aliments nutritifs d’origine végétale apparait étre une stratégie intéressante
dans la prévention des pathologies associées a I’exposition aux contaminants de
I’environnement. Plusieurs études nutritionnelles et épidémiologiques ont montré
I'implication des caroténoides et des AGPlI w3 dans la prévention des maladies
cardiovasculaires et des cancers (Voutilainen et al., 2006; Stahl and Sies, 2005; Casas et al.,
2018). Certaines de ces molécules bioactives sont retrouvées en grande quantité dans les

microalgues marines notamment chez Ostreococcus tauri et Phaeodactylum tricornutum.
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Au cours de cette thése, nous avons démontré I'effet protecteur d’extraits de ces deux
microalgues sur la toxicité induite par le B[a]P dans les cellules endothéliales HMEC-1. Nos
données indiquent que I'extrait OT, riche en DHA et en néoxanthine, peut réduire la toxicité
du B[a]P en diminuant I’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-8 et II-1f ; une enzyme
de bioactivation du B[a]P, le CYP1A1 ; I'apoptose ; et la production des VE induite par le B[a]P.
L’extrait PT, riche en EPA et en fucoxanthine, n'a inhibé que I'expression de la cytokine pro-
inflammatoire IL-8 induite par la B[a]P. Ainsi, nos travaux semblent indiquer que I'extrait OT
pourrait étre envisagé comme élément de protection vis-a-vis de la toxicité induite par le

B[a]P.

Malgré la présence de plusieurs études montrant les effets bénéfiques d’extraits de
microalgues sur la santé, leur composition extrémement diversifiée (caroténoides, acides
gras, vitamines...) rend pour ainsi dire impossible I'attribution des effets protecteurs a une
seule molécule bioactive. De plus, il est probable qu'il existe des effets synergiques entre ces

molécules.

Cependant, la plupart des effets déléteres du B[a]P (apoptose, induction de cytokines
pro-inflammatoires, CYP450) sont médiés par 'activation de AhR. Nous avons démontré que
I’extrait OT inhibe a la fois I'apoptose, I'expression du CYP1A1 et des cytokines IL-13 et IL-8
induit par le B[a]P. Nous pouvons émettre I’hypothése que I'effet protecteur de I'extrait OT
serait en partie médié par I'inhibition de AhR activé par le B[a]P. L’utilisation d’un agoniste
d’AhR, tel que le FICZ en présence de I'extrait OT, nous permettrait de confirmer I'implication

de AhR.

Nous avons observé que I'extrait OT a des concentrations plus élevées et I'extrait PT
induisent I'expression du CYP1A1. |l a été démontré que les microalgues contiennent d’autres
molécules et en particulier des flavonoides (Goiris et al., 2014). Ces molécules telles que la
génistéine, peuvent agir comme des agonistes de AhR et induire efficacement le CYP1A1
(Denison and Nagy, 2003). Bien que la composition des flavonoides n’ait pas été étudiée dans
nos extraits de microalgues, nous pouvons émettre I'hypothése que les flavonoides présents
dans l'extrait OT et PT, a des concentrations plus élevées, deviennent des compétiteurs pour

|'activation de AhR et donc induisent le CYP1A1.
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L'EPA, le DHA et certains caroténoides telles que la fucoxanthine présents dans nos
extraits sont connus pour leurs effets anti-inflammatoires via I'inhibition de la voie NF-kB.
Sachant que le B[a]P active cette voie de signalisation via la production d'ERO, il serait
également probable que les effets anti-inflammatoires observés soient dus a une inhibition
de la voie NF-kB. La translocation nucléaire de NF-kB devra étre étudiée notamment par
I"utilisation de kits tels que NF-kB p65 Transcription Factor Assay Kit en présence des extraits

et d’un controle positif comme le TNF-a.

Des recherches supplémentaires sont également nécessaires pour déterminer si les
effets observés dans les cellules HMEC-1 sont principalement dus aux acides gras ou aux
pigments (caroténoides et chlorophylles) présents dans I'extrait OT. Ainsi, il est possible
d’extraire les lipides totaux ou les pigments totaux a partir de I’extrait OT a I'aide de mélanges
de solvants organiques, nous permettant d’étudier les effets des deux fractions sur la toxicité

induite par le B[a]P.

A plus long terme, il sera nécessaire de mener une étude in vivo pour nous rapprocher
des protocoles nutritionnels humains. Ainsi, ces protocoles nous permettraient d’évaluer la
biodisponibilité et la bioaccessibilité des molécules bioactives présents dans notre extrait et

de comprendre le réle biologique de ces molécules.
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1. Introduction

For more than twenty five years, worldwide production of
oilseed crops — soybean, peanut, rapeseed, sunflower, olive or
coprah — has been increasing in order to answer the strong pop-
ulation growth in many countries in which food access is not easy,
thereby resulting in caloric deficits and therefore precarious health
status [1]. Recently, there has been an increased interest for the use
of microalgae as new sources of bioactive molecules for animal and
human nutrition, but also due to the growing awareness and search
for healthier foods [2]. Microalgae are able to produce numerous
bioactive phytochemicals which major compounds are phycobili-
proteins, polysaccharides, carotenoids and lipids [3]. Other mole-
cules such as phenolic and sterolic compounds are also produced by
microalgae. All these molecules are known to provide health ben-
efits when they are used as food supplement for human nutrition.

For this use, molecules have to be extracted from fresh, frozen,
dried or freeze-dried microalgal biomass. Several extraction tech-
niques can be used such as mechanical treatments, solvents, pres-
surized extraction, ultrasounds, pulsed electric field [4], resonance
frequency [5] and microwaves. With the exception of polar carot-
enoids such as crocetin, carotenoids, as hydrophobic pigments, are
extracted with organic solvents such as acetone, diethyl ether,
ethanol and methanol [6]. Numerous studies have been conducted
to optimize these extraction methods, by the use of combined
methods with green solvents. For example, in the green microalga
Chlorella vulgaris, it has been shown that the extraction of carot-
enoids was enhanced by the use of a mixture of ethanol and 2-
methyltetrahydrofuran, a green solvent, coupled with high tem-
perature (110 °C) [7]. Specifically for the extraction of astaxanthin, a
well-known bioactive carotenoid, it has been reported in the red
phase Haematococcus pluvialis, that the use of acetone and ethanol,
combined with mechanical pre-treatment to disrupt the hard
double wall red cysts, was able to extract around 90% of total
astaxanthin avoiding any degradation |8]. In this microalga, it has
also been shown that the use of different types of 1-ethyl-3-
methylimidazolium-based ionic liquids was efficient for cell
disruption [9], and supercritical carbon dioxide extraction com-
bined with temperature and pressure was able to extract more than
98% of total astaxanthin [10]. For an overview of the different
techniques used for the extraction of microalgal hydrophobic
molecules, see the review by Mubarak et al. [11].

One major interest for proposing microalgae as food supple-
ment is that they are able to provide a mixture of all these mole-
cules, with an expected synergistic effect. Indeed, some of these
microalgal chemicals can be used to counteract the inflammation
and oxidative stress that are associated with diseases such as car-
diovascular diseases, aging or cancer, notably due to damages
caused by reactive oxygen species (ROS) to lipids, proteins and
nucleic acids. For example, it is well-known that the blue photo-
synthetic pigment phycocyanin, a phycobiliprotein produced by the
cyanobacteria Arthrospira sp., also called Spirulina, has a real po-
tential in cholesterol metabolism regulation and in the inhibition of
lipid peroxidation. Recently, it has been shown that a phycocyanin
rich extract from Spirulina, protects against fibrosis during nonal-
coholic steatohepatitis, with a decrease in superoxide anion, nitric
oxide (NO) and thiobarbituric reactive substances [12]. A wide di-
versity of polysaccharides (PS) are produced by marine microalgae
[13]. PS and exopolysaccharides (EPS) can be found also as sulfated
derivates (S-PS and S-EPS, respectively). It has been reported that
these different molecular species produced by numerous cyano-
bacteria and microalgae exhibit antiviral and antibacterial activities
[14]. PS and EPS, sulfated or not, have also been shown to have anti-
inflammatory and immunomodulatory properties, and other bio-
logical activities such as antioxidant, free radical scavenging, anti-

tumor, and against vascular muscle cell proliferation. Finally, they
have preventive properties of cardiovascular diseases (CVD), such
as anti-lipidemic, anti-glycemic, anti-coagulant and anti-
thrombotic activities [13]. Phenolic compounds produced by
microalgae accentuate their antioxidant properties. Indeed,
numerous microalgae are able to produce phenolic acids such as
caffeic and chlorogenic acids, that, in association with 13-cis-reti-
noic acid, are known to have high antioxidant activity by pre-
venting lipid peroxidation [15].

In clinical studies, the use of whole microalgae as food supple-
ment have shown their efficiency. Indeed, the use of Dunaliella sp.
(0.56—3 gfday) afforded an antioxidant protection and counter-
acted diabetes and hyperlipidemia installation. The administration
of Arthrospira sp. in diabetes, dyslipidemia and ischemic heart
disease patients led to significant decreases in blood cholesterol,
low density lipoproteins (LDL) and very low density lipoproteins
(VLDL), triacylglycerols and lipid peroxidation (malondialdehyde,
MDA) levels with an improvement in total antioxidant status [16].
In high fat-fed rats, it has been reported that the use of freeze-dried
Odontella aurita, a marine diatom, had a preventive role in dysli-
pidemia, oxidative stress and platelet aggregation [17] with better
results than those observed with fish oil [18], as earlier reported
with the microalga Chlorella pyrenoidosa [19]. In diabetic rats, the
microalga Isochrysis galbana has been reported to decrease blood
levels of glucose, triacylglycerols and cholesterol [20].

To better understand the role played by microalgal compounds,
the aim of this review will focus on the effects of microalgal-
derived molecules, specifically carotenoids (Fig. 1) and phytos-
terols (Fig. 2), regarding the regulation of biochemical mechanisms
involved in chronic diseases such as inflammation, cardiovascular
diseases and cancer. Informations concerning the ability of micro-
algae to produce these molecules will be also given.

Fig. 1. Chemical structures of the main high added value bioactive xanthophylls
produced by microalgae. A: fucoxanthin, B: astaxanthin.

=
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Fig. 2. Chemical structures of bioactive phytosterols produced by microalgae. A:
stigmasterol, B: B-sitosterol, C: campesterol.



M. Le Goff et al. / Biochimie 167 (2019) 106—118 109

Minerals "

Nitrogen, phosphorus

Fig. 3. Synthesis of bioactive compounds by microalgae.

Nitrogen compounds

Phenolic compounds
== | Sterolic compounds

Polysaccharides

Carotenoids

Lipids

Phycobiliproteins / Vitamins
Phenolic acids / Stilbenes
Sterols / Stanols

Sulphated derived / 3-glucans

Carotenes / Xanthophylls

Glycerolipids / ©3 PUFA

CH: chloroplast, CW: cell wall, ER: endoplasmic reticulum, LD; lipid droplet, MT: mitochondria, N, nucleus.

2. Bioactive molecules synthesized by microalgae

Bioactive compounds are molecules that have functional prop-
erties for human health. Several of these functional ingredients
could be used in food and pharmaceutical industries such as ca-
rotenoids, sterols, polyphenols or polyunsaturated fatty acids
(PUFA). Microalgae have the advantage to produce these com-
pounds but also other molecules such as vitamins, enzymes or PS
that can also be used for commercial use. Microalgal primary
metabolism, such as described in diatoms, requires different sub-
cellular compartments as chloroplast, peroxisomes, mitochondria
and cytoplasm involved in the Calvin-Benson cycle with the syn-
thesis of glyceraldehyde-3-phosphate, fatty acid oxidation, the
Krebs cycle and glycolysis and neoglucogenesis, respectively [21].
To produce all the molecules that can be used for nutrition and
health, the microalgal metabolism requires light as the essential
energy source but also water, CO,, and nutrients as nitrogen and
phosphorus (Fig. 3).

Table 1

2.1. Production of carotenoids by microalgae

The fat-soluble carotenoids are divided into carotenes and
xanthophylls. Total carotenoids in the different microalgae, range
from 0.02 (Scenedesmus obliguus) to 291 mg/g dry weight (Duna-
liella salina). Carotenes are represented by a- and B-carotenes. a-
Carotene is present in Chlorophyceae and Cryptophyceae while B-
carotene is present in all classes of microalgae [6]. In addition to
carotenes, Chlorophytae (Chlorophyceae and Prasinophyceae) pro-
duce lutein and siphonaxanthin as major xanthophylls, and minor
pigments or pigments limited to some specific groups, as anther-
axanthin, astaxanthin, canthaxanthin, prasinoxanthin, neoxanthin,
violaxanthin, or/and zeaxanthin [22]. In addition to B-carotene, the
Bacillariophyceae and Prymnesiophyceae groups produce mainly
diadinoxanthin, diatoxanthin, and fucoxanthin (Table 1). Concern-
ing fucoxanthin, its production in diatoms range from 0.07 to
26.6 mg/g dry weight (the highest level being produced in Mallo-
monas sp.) compared to 2.19 mg/g dry weight in the haptophyte

Main microalgal producers of carotenoids and selected phytosterols [6,22,28,31]. Results are expressed in mg of total carotenoids per g dry weight of microaigal biomass * and in

percentage of total sterols **. Main accessory carotenoids in bold.

Classes Carotenoids Contents* Activities in human health
Chlorophyceae a-, p-, y-carotenes, lutein 0.02—-291 Anti-cancer
Prasinophyceae siphonaxanthin, siphonein, Anti-inflammatory
antheraxanthin, astaxanthin, canthaxanthin, prasinoxanthin, neoxanthin, violaxanthin, zeaxanthin Anti-oxidant
Anti-obesity
Bacillariophyceae B-carotene, fucoxanthin 0.11-26.6 Cardiovascular
Prymnesiophyceae  diatoxanthin, diadinoxanthin
cantaxanthin
Classes Phytosterol Contents*™  Activities in human health
Campesterol
Chlorophyceae 2—-48 Anti-angiogenic
Prasinophyceae 3499 Anti-cancer
Anti-oxidant
Bacillariophyceae 1-39 Cholesterol-lowering
Prymnesiophyceae 6—18
B-Sitosterol
Chlorophyceae 1-33 Analgesic activity
Prasinophyceae - Anti-cancer
Anti-inflammatory
Bacillariophyceae 1-95 Anti-mutagenic
Prymnesiophyceae 1-73
Stigmasterol
Chlorophyceae 19-72 Anti-cancer
Prasinophyceae - Anti-oxidant
Cholesterol-lowering
Bacillariophyceae 1-100 Hypoglycaemic
Prymnesiophyceae 1047
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Isochrysis galbana, |[6]. Astaxanthin is produced by the green
microalga Haematococcus pluvialis when during its red phase can
accumulate up to 5% of its dry weight [23]. In Chlorella zofingiensis,
another freshwater green microalga, it has been shown that under
stress conditions (high light irradiance, salt stress and low nitro-
gen), the content of astaxanthin can reach 5.32—6.02 mg/g dry
weight of biomass [24].

2.2. Production of phytosterols by microalgae

Phytosterols are important structural components of mem-
branes and are involved in the regulation of membrane fluidity and
permeability; they also act as hormonal precursors involved in
signal transductions in organisms [25]. They are found in all
microalgal species. In microalgal oil extracts, the phytosterol con-
tent has been reported as ranging from 7 to 34 g per kg (0.7—3.4%)
when issued from Isochrysis galbana, Nannochloropsis sp. and
Phaeodactylum tricornutum [26]. Recently, Diacronema lutheri (syn.
Pavlova lutheri), Tetraselmis sp. and Nannochloropsis sp. have been
identified as the highest phytosterol producers, with content
ranging from 0.4% to 2.6% dry weight biomass, and reaching 5.1%,
depending on nutrients, salinity and cultivation duration [27]. Ac-
cording to the results reported by Volkman [28] in the genus
Chlorella, a freshwater green alga (Chlorophyceae), the highest
levels of sterols (expressed as percentage of total sterols) are rep-
resented by campesterol (23—31%) and by stigmasterol (56—72%).
In the class of the Prasinophyceae, campesterol range from 34 to 99%
of total sterols in Tetraselmis sp. The haptophyte (Prymnesiophyceae)
Diacronema lutheri is characterized by levels of B-sitosterol ranging
from 23 to 73% of total sterols and by levels of campesterol and
stigmasterol about 16—18% and 10—31%, respectively. In diatoms
(Bacillariophyceae), a large variety of sterols can be found,
depending on species. Indeed the diatom Thalassiosira pseudonana
is characterized by 100% of stigmasterol while in Asterionella gla-
cialis, the level of B-sitosterol is 95%. Campesterol is mainly found in
the diatoms Odontella aurita and Chaetoceros sp. with levels from 18
to 38% of total sterols. A summary of the main classes of microalgae
producing campesterol, B-sitosterol and stigmasterol, is given in
Table 1. More detailed information concerning the main microalgal
producers, are reported in an exhaustive review written by Volk-
man [29] and in Mimouni et al. [30].

2.3. Characteristics and synthesis of carotenoids

Carotenoids belong to the family of terpenoid compounds and

has more than 750 members [31]. Carotenoids are represented by
carotenes that are true hydrocarbons without any substituent in
their structure, and by xanthophylls or oxycarotenoids, that contain
oxygen atoms [32]. Carotenoids are C30—C50 molecules charac-
terized by an extended network of conjugated double bonds
forming the chromophore, which absorbs visible light in the violet-
green region. A consequence of the presence of double bonds is the
abundant number of carotenoid isomers [33]. Thus, carotenoids
may adopt several 3D-configurations that are important for their
biological properties. For instance, cis-isomers of fucoxanthin have
been reported to be more efficient than all-trans-isomers in human
cancer lines [31]. Another consequence of the extended network of
conjugated double bonds resides in their capacity to act as anti-
oxidants [31]. Although the carotenoid diversity in microalgae is
very large and in many cases specific of taxa, in addition to the
regular carotenoids also found in land plants, microalgae can pro-
duce molecular species with unique chemical structures [34]. It is
out of the scope of this review to describe here the different types
of carotenoids present in microalgae; therefore, for more infor-
mation, readers are directed towards excellent reviews on that
specific topic [34].

Fucoxanthin (Fig. 1A) is a carotenoid present in the chloroplast
of most of the algae belonging to the Heterokonta. In the photo-
synthetic apparatus, fucoxanthin is associated to pigments and has
an essential role in photon capture for photosynthesis. Like any
carotenoid, fucoxanthin exhibits a polyene chain with a conjugated
carbonyl, an epoxide and a hydroxyl groups. The presence of an
allenic bond makes the structure of fucoxanthin unique (Fig. 1A).
Altogether, these features confer to fucoxanthin a strong antioxi-
dant capacity as well as a unusual color for a carotenoid i.e. khaki
color.

Astaxanthin (Fig. 1B) is a ketocarotenoid accumulating under
stress conditions [35] in several green microalgae [36], the most
famous being Haematococcus pluvialis [37]. In contrast to fuco-
xanthin and most of other carotenoids, astaxanthin accumulates in
the cytoplasm within lipid/carotenoid droplets. As fucoxanthin,
astaxanthin exhibits a polyene chain with an epoxide and a hy-
droxyl groups on each end cycle. The astaxanthin that accumulates
in microalgae is usually esterified with fatty acids [38], which might
be interesting from the nutritional point of view [39]. Altogether,
these features confer to astaxanthin a very strong antioxidant ca-
pacity, a red color and a potential for nutrition. The main charac-
teristics of fucoxanthin and astaxanthin, with their microalgal
location and role, are reported in Table 2.

The first step in the carotenogenesis is the synthesis of

Table 2
Main characteristics of selected bioactive molecules in microalgae [6,25,29,42,43],
Carotenoids Chemical structure Color Detection Spectrophotometry (nm) Location Role
Astaxanthin CagHs204 Red 472 (methanol) Cytoplasm Photosynthetic
466 (hexane) Lipid droplets apparatus
485 (chloroform)
Fucoxanthin C4pHsg05 Orange 449 (acetone) Chloroplast Photosynthetic
453 (petroleum ether) apparatus
Phytosterols Chemical structure Systematic name Detection Chromatography (all sterols) Location Role
Campesterol CagHagO 24a-methylcholest Flame jonization Membranes Fluidity/Permeability
-5-en-3p-ol detection Brassinosteroid synthesis
Mass spectrometry
B-Sitosterol CagHs500 24p-ethylcholest UV 208 nm Membranes Fluidity/Permeability
-5-en-3f-ol Diode array detection Membrane-bound enzyme effector
Evaporative light
Stigmasterol CagHag0 24a-ethylcholesta scattering detection Membranes Fluidity/Permeability

-5,22E-dien-3p-ol

Membrane-bound enzyme effector
Cell proliferation
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isopentenyl pyrophosphate (IPP) through the mevalonate (MVA)
pathway or the 1-deoxy-p-xylulose-5-phosphate (DOXP) pathway,
that will be converted into geranyl geranyl pyrophosphate (GGPP)
[40]. The carotenoid synthesis requires a condensing enzyme, the
phytoene synthase, to produce the condensation of two molecules
of GGPP to yield phytoene [41]. From this molecule, all the carot-
enoids will be synthesized, among which p-carotene, astaxanthin,
lutein and xanthophylls as violaxanthin, diatoxanthin, and fuco-
xanthin through the xanthophyll cycles [32].

2.4. Characteristics and synthesis of phytosterols

Phytosterols are tetracyclic cyclopenta phenanthrene structures
(ring A, B, C, and D) associated with an aliphatic chain on the carbon
17 (ring D) that can be analyzed by chromatography techniques and
detected with numerous methods [42]. They are the end products
of isoprenoid synthesis, derived from IPP and dimethylallyl pyro-
phosphate (DMAPP). Phytosterols are essential components of
membranes [43], controlling fluidity, permeability or activities of
membrane-bound enzymes [44]. In microalgae, there is a wide
range of structures due to the great diversity of microalgal classes,
genera and species, combined with a long evolutionary history of
most microalgae [29]. Some sterols can be restricted to few
microalgal classes while others are widespread. A large diversity of
sterols are found in microalgae. For a review, it can be consulted a
very interesting work in this field [29]. The aim of our review is to
focus on some phytosterols that are known to have benefits on
human health. In this context, here will be presented some char-
acteristics of stigmasterol, B-sitosterol, and campesterol (Table 2).
All microalgae contain sterols dominated with a A5 double bond
and no methyl group on C4. Stigmasterol and f-sitosterol (Fig. 2)
are C29 sterols (C29:2 and C29:1, respectively), and their systematic
names are 24c¢-ethylcholesta-5,22E-dien-3f-ol and 24f-ethyl-
cholest-5-en-3B-ol, respectively. One of the characteristics of C29
sterols is that they have a 24-ethyl substituent while C28 sterols

m

have a 24-methyl group. Even if stigmasterol and f-sitosterol are
commonly associated with higher plants, they can also be found in
numerous microalgal species such as diatoms, chlorophytes,
chrysophytes, haptophytes and freshwater eustigmatophytes [44].
Campesterol (Fig. 2) is a C28 sterol with one double bond (C28:1)
and its systematic name is 24a-methylcholest-5-en-3-ol. Cam-
pesterol is more specifically found in chlorophytes [29].

Two metabolic pathways are involved in their biosynthesis. The
MVA pathway and the methylerythritol phosphate (MEP) pathway
[44]. The existence of these two metabolic pathways have been
proved in numerous microalgae [45]. Microalgal-derived phytos-
terols are reported as 4-desmethyl-A5-sterols, 4-desmethyl-A7-
sterols, 4-methyl-sterols and dihydroxylated sterols [46].

In Fig. 4 is reported a short view of the two common metabolic
pathways involved in the synthesis of microalgal carotenoids and
sterols.

3. Bioavailability and absorption of carotenoids and
phytosterols

3.1. Carotenoids

3.1.1. Bioavailability

The absorption of hydrophobic molecules as carotenoids, need
different steps as follows: release from food matrix, lipid emulsion,
solubilization into mixed micelles, uptake by enterocytes and
secretion into lymphatic system [47]. Moreover, the increase of diet
fat seems to enhance the absorption of carotenoids [48]. Carotenoid
bioavailability depends on numerous dietary factors such as the
source, food matrix, food processing or lipid levels but also depends
on host-related factors, e.g. diseases, life-style habits age or genetic
variations [49]. It is difficult to compare bioavailabilities of carot-
enoids from different plant sources as vegetables, fruits or micro-
algae because different in vivo and in vitro approaches have been
used, even if high correlations have been found, thus stressing that
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estimating in vitro bioaccessibility (solubility/micellarization) can
be indicative of the amount available for uptake in the gastro-
intestinal tract in vivo [50]. Moreover, there is a lack of informa-
tion concerning microalgal sources. Nevertheless, below will be
presented some reported results with different plant sources.

According to the literature, more than 750 carotenoid species
have been identified and only 40 are consumed, the most abundant
being B-carotene, lycopene, lutein, f-cryptoxanthin, a-carotene and
zeaxanthin. Astaxanthin and cantaxanthin are absorbed in subjects
fed with diets rich in sea food [49]. It has been reported that
vegetable and fruit carotene bioavailability was ranged from 1.5 to
39%; concerning xanthophylls, this bioavailability was of 4—59%
[51]. Carotenoids from microalgae have also been reported to be
bioavailable for nutrition studies. Indeed, a study has been con-
ducted in rats with diets containing Spirulina platensis, Haemato-
coccus pluvialis or Botryococcus braunii, providing 200 umol/L of 8-
carotene, astaxanthin or lutein, respectively [52]. After 15 days of
diet, plasma levels of these carotenoids range from 255 to
485nmol/L, the highest level being obtained for astaxanthin,
probably due to astaxanthin esterification, which can increase
astaxanthin absorption [53]. Moreover, in a previous similar
nutritional study, it was also reported that the peak level of indi-
vidual carotenoids in plasma was observed 2 h after administration
of microalgal biomass [54].

3.1.2. Mechanisms of absorption

When carotenoids are released from the food matrix, they are
incorporated into lipid droplets and then in mixed micelles after
action of pancreatic lipases and bile salts that are absorbed in the
enterocytes. For a long time, it has been thought that carotenoids
were absorbed by passive diffusion but recently it has been pro-
posed the role of proteins involved in their uptake but also in their
secretion. Indeed, the uptake of carotenoids are captured by the
apical membrane transporters as scavenger receptor class B type 1
(SR-B1), cluster of differentiation 36 (CD36) and Niemann-Pick C1-
like 1 (NPC1L1) [55]. Carotenoids are transported by lipoproteins
with a specific accumulation of B-carotene in chylomicrons and
very low density lipoproteins (VLDL), while xanthophylls are more
specifically incorporated into LDL and high density lipoproteins
(HDL) [40] (Fig. 5). Beside liver, the main tissue target of f-carotene
in which it will be accumulated is adipose tissue [56].

3.2. Phytosterols

3.2.1. Bioavailability

Campesterol, B-sitosterol and stigmasterol are the most com-
mon phytosterols, with a chemical structure resembling cholesterol
one. As human cells do not synthesize them, phytosterol levels and
activities depend on plant origin diet [57]. In human serum,
phytosterol levels are hundred times lower than cholesterol ones,
in a range of 3—20 mg/L. This can be partially explained by the fact
that less than 10% of phytosterols are absorbed by comparison with
the levels of absorbed cholesterol that are around 50—60% [58].
However, due to the poor solubility and bioavailability of free
phytosterols, a minimum intake of 2—3 g/days is necessary for a
cholesterol-lowering effect [27]. In various animal species, it has
been reported an absorption ranging from 0% in rabbit to 4% in rat;
and in human subjects fed with 240—320 mg of sitosterol, the
estimated absorption was from 1.5% to 5% [59].

3.2.2. Mechanisms of absorption

Intestinal uptake of phytosterols takes place after their incor-
poration into mixed micelles. Then, sterols are released from the
micelles and transported into the enterocyte via the NPCIL1
transporter [60]. Once incorporated, the absorption is inhibited by

Lumen g Enterocyte \ Lymph
ABCG5/G8 oA ABCAl
LXR
Phytosterols I s acan HDL

Phytosterols s PS-

ApoB-48

Chylomicron
ABCGS5/GS /

Fig. 5. Intestinal uptake and secretion pathways of carotenoids and phytosterols
[55,88,111,112].

ABC: ATP-binding cassette, ACAT2: acyl-coenzyme A cholesterol acyltransferase 2,
ApoB-48: apolipoprotein B48, CD36: cluster of differentiation 36, FA: fatty acid, HDL:
high density lipoprotein, LXR: liver X receptor, MTP: mitochondrial transfer protein,
NPC1L1: Niemann-Pick Cl1-like 1, PS-E: esterified phytosterol, SR-B1: scavenger re-
ceptor class B type 1, TAG: triacylglycerol.

ATP-binding cassette (ABC) efflux transporters as ABCG5 and
ABCG8 that are involved in the secretion of phytosterols in the
inter-intestinal lumen [61]. In the enterocytes, contrary to choles-
terol, phytosterols are not esterified, resulting in a lower incorpo-
ration into the nascent chylomicrons which enter the lymphatic
system and then blood circulation. Then, phytosterols are taken up
by liver in which there are metabolized. However, based upon a
higher rate of bile excretion of phytosterols compared to choles-
terol, this can also explain the low serum levels of these molecules
[62].

4. Carotenoids and disease prevention

In microalgae, B-carotene, astaxanthin and fucoxanthin are
among the most interesting compounds based upon their antioxi-
dant functions. Among the carotenoids, p-carotene is responsible
for the production of retinol and retinoic acid, thus activating
numerous transcription factors such as retinoid X receptor (RXR)
and peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), and hor-
mone receptors [56]. In vitro and in vivo studies have reported that
B-carotene was also involved in the reduction of angiogenesis
through decreasing new formed blood vessels and suppression of
cell proliferation and migration. The expression of matrix metal-
loproteinases (MMP)-2 and —9 was downregulated, and a decrease
of the pro-inflammatory cytokine levels has also been observed
[63]. Concerning diabetes, serum f-carotene levels have been re-
ported to be inversely correlated with levels of HbAlc that are
linked to impaired insulin sensitivity.

In the following sections, only the effects of xanthophylls on
biochemical mechanisms in disease prevention and health benefits
will be detailed, and more specifically the role played by astax-
anthin and fucoxanthin, two microalgal high added value products.
Indeed, these molecules have been proposed to have benefits on
human health through antioxidant activity, hypolipidemic, anti-
inflammatory and hypotensive effects, and through the improve-
ment of endothelial function [64]. A summary of the role of xan-
thophylls is given in Fig. 6.
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receptor.

4.1. Metabolic disease prevention

Astaxanthin, one of the most important carotenoids that can be
extracted from the microalga Haematococcus pluvialis, has a real
anti-hypertensive effect. This protective effect has been reported in
SHR and Zucker rats with a systolic blood pressure lowering action
[65,66]. It has been proposed that this effect could be mediated by
NO-related mechanisms and by the activity of the renin-
angiotensin system. Astaxanthin has also been shown to have a
great potential in diabetes prevention and treatment. In the db/db
mouse model, treatment with astaxanthin induced a decrease of
glucose tolerance with attenuation of blood glucose levels and
serum insulin enhancement. Moreover, due to its antioxidant
properties, astaxanthin was reported to help in the preservation of
pancreatic p-cell function [67]. In high fat diet-fed mice, it has been
shown that this xanthophyll was able to reduce ROS production,
lipid accumulation, and the hepatic expression of endoplasmic re-
ticulum stress and inflammatory markers. These reductions have
been related to reduced c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) and nu-
clear factor-kappa B (NF-kB) cell signaling pathways, leading to the
conclusion that astaxanthin might be used as a treatment for in-
sulin resistant patients [68]. This carotenoid has also been shown to
bind to PPARY, decrease glycemia and triglyceridemia and improve
serum HDL-cholesterol and adiponectin levels, thus resulting in an
anti-hyperglycemic effect [41]. Still concerning the carbohydrate
metabolism regulation, the xanthophyll fucoxanthin, like astax-
anthin, has the ability to regulate glycemia and insulin levels in

diabetic/obese mice but it also upregulates the mRNA levels of the
glucose transporter 4 protein (GLUT4), known to be involved in the
uptake of glucose. The translocation of GLUT4 from intracellular
vesicles to plasma membrane would result from the increased
phosphorylation levels of protein kinase B (Akt) and from the in-
duction of PPARY coactivator-1a [69].

Fucoxanthin is also recognized to have an anti-obesity activity.
Indeed, several mechanisms are regulated by this carotenoid in
relation with weight loss and lipid metabolism. It has thus been
reported that fucoxanthin decreased the mRNA expression of the
fatty acid synthase (FAS) and inhibited the adipocyte uptake of
glucose by reducing the phosphorylation of the insulin receptor
substrate 1 (IRS-1). Its anti-obesity effects would also be due to the
stimulation of the uncoupling protein-1 (UCP-1} expression in
white adipose tissue. Thermogenesis and lipolysis are increased by
the UCP-1 stimulation and also by the increased mRNA expression
of the B3-adrenergic receptor (Adrb3) [70]. This anti-obesity action
is also related to a decrease in plasma leptin levels and to a down-
regulation of the liver stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1), a rate
limiting step in the saturated and monounsaturated fatty acids. This
alteration of fatty acid composition has been proposed to stem from
leptin signaling in mice [71]. This anti-obesity effect is also due to
the action of fucoxanthin and its derivates on lipid metabolism.
Fucoxanthin has been reported to regulate the hydroxyl methyl
glutaryl CoA (HMG-CoA), acyl-CoA cholesterol acyltransferase
(ACAT), lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT) and carnitine
palmitoyl-transferase (CPT-1) activities as well as sterol regulatory
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element-binding protein-1 (SREBP-1) [70].
4.2, Anti-cancer and anti-angiogenic activities

The anti-cancer effects of astaxanthin have been studied in
numerous cancers in murine models in which it has been reported
a significant lower occurrence of cancer, an anti-proliferative ac-
tivity, a reduction of metastasis induced by stress, and a reduction
of weights and sizes of tumours [41]. The pro-cell death effect of
astaxanthin could go through the activation of a caspase-
dependent mitochondrial apoptotic pathway; this would involve
a downregulation of the expression of anti-apoptotic proteins (eg.
Bcl-2, p-Bad, and surviving), and an upregulation of pro-apoptotic
proteins (Bax and Bad), with a release of cytochrome ¢ from mito-
chondria and cleavage of ADP-ribose polymerase [72]. In oral can-
cer, astaxanthin has been shown to inhibit invasion through a
decrease in the mRNA and protein levels of overexpressed MMP-2
and -9, and through an increase of the protein levels of their
endogenous inhibitors [73].

In relation with these observations, molecular targets of astax-
anthin have been proposed that would explain its role in cancer
prevention. The activation of the caspase-mediated mitochondrial
apoptotic pathway would be due to the inhibition of the NF-xB
signaling pathway and to the down-regulation of the key regula-
tory kinases, I kappa B kinase (IKKf) and glycogen synthase kinase-
3B (GSK-38) [72]. The anti-proliferative and anti-angiogenic effects
of astaxanthin have been related to the inhibition of the JAK-2
(Janus kinase-2)/STAT-3 (signal transducers and activators of
transcription-3) signaling with an inhibition of STAT-3 phosphor-
ylation and its nuclear translocation leading to down-regulation of
STAT-3 target genes involved in cell proliferation (cyclin D1), in-
vasion (MMP) and angiogenesis (vascular endothelial growth factor
(VEGF) and its receptor VEGFR-2) [73]. Among the signaling path-
ways regulating cell survival, the phosphoinositide 3-kinase PI3K/
Akt has an important role. Astaxanthin decreased the phosphory-
lation of AKT to induce apoptosis. Other molecular targets such as
mitogen-activated protein kinases (MAPKs), PPARy and nuclear
factor erythroid-2 related factor 2 (Nrf-2) are regulated by astax-
anthin. For a detailed review see Zhang and Wang [74].

Fucoxanthin seems to have a better anti-cancer activity
compared with lycopene, p-carotene or astaxanthin. Indeed, in the
human leukemia HL-60 cell line, only fucoxanthin induced high
levels of DNA fragmentation. In this study, the authors stated that
the apoptosis induced by fucoxanthin was related to the generation
of ROS, leading to cytotoxicity involving the cleavage of caspases-3
and -9 [75]. In prostate cancer cell lines, fucoxanthin and its
metabolite fucoxanthinol have been reported to inhibit cell-growth
rate [76] and to induce apoptosis in prostate cancer PC-3 cells by
activating caspase-3 [77]. Fucoxanthin and fucoxanthinol have also
been reported to induce cell-cycle arrest in numerous human tu-
mor cell lines by modulating expression of various molecules and
signal transduction pathways [78]. In osteosarcoma, they induced
G cell cycle arrest by reducing the expression of cyclin-dependent
kinases. In this bone tumor, fucoxanthin and fucoxanthinol also
induced apoptosis with a reduced expression of survivin, an X-
linked inhibitor of apoptosis protein, and of the anti-apoptotic
genes Bcl-2 and Bcl-xL. The resulting apoptosis is associated with
caspase activation and with an inhibition of the Akt pathway.
Migration and invasion inhibitions have been associated with the
reduced MMP-1 expression and the activator protein-1 signal [79].
Studies reported in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)
have demonstrated the anti-angiogenic activity of fucoxanthin and
fucoxanthinol. Indeed, it has been shown a suppression of the
growth of microvessels [80] and a down-regulation of the fibroblast
growth factor-2 (FGF-2), its receptor FGFR-1 as well as of the factor

of transcription early growth response protein 1 (EGR-1). In this
study, it has also been shown that fucoxanthin hampered the
phosphorylation of signaling proteins such as extracellular signal-
regulated kinases (ERK) and Akt [81].

4.3. Anti-inflammatory activities

The anti-inflammatory effects of astaxanthin have been re-
ported in numerous in vitro and in vivo studies on lipopolysaccha-
ride (LPS)-induced inflammatory reactions, with suppression of the
production of NO, prostaglandin E; (PGE;), interleukin (IL)-1B and
tumor necrosis factor alpha (TNF-¢), and prevention of the
expression of inductible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclo-
oxygenase (COX)-2. All these results have been related with the
inhibition of the NF-kB signaling pathway. The same results have
been observed in LPS-stimulated murine macrophages, in which
fucoxanthin was able to reduce levels of pro-inflammatory mole-
cules such as NO, PGE;, IL-1B/6, TNF-g, by the suppression of the
NF-kB but also by the inhibition of the MAPK pathways signaling
[75].

44. Anti-oxidant activities

Astaxanthin scavenges free radicals and other antioxidants to
protect lipids from peroxidation. It inhibits HyOz-mediated activa-
tion of the transcription factor NF-xB that is involved in the
expression of heme oxygenase-1 (HO-1) and iNOS engaged against
oxidative stress [82]; subsequently, the production of pro-
inflammatory cytokines was blocked through the increase of
tyrosine phosphatase-1 expression [83]. In brain, the use of
astaxanthin has been reported to protect from oxidative stress with
a decreased level of MDA and NQ and increased activities of cata-
lase and of superoxide dismutase (SOD) and higher glutathione
(GSH) levels [84]. It also protects the steroidogenesis from oxidative
stress with a prevention in the down-regulation of the steroido-
genic acute regulatory protein (StAR), a protein involved in the
transport of cholesterol. Indeed, during oxidative stress, the protein
kinase A (PKA) pathway is attenuated, leading to the suppression of
the expression of StAR; administration of astaxanthin acts on the
PKA pathway, thereby restoring the StAR expression [85].

In vivo studies have shown that fucoxanthin exhibit antioxidant
activities through the increase of catalase, SOD and glutathione
peroxidase (GSH-Px) activities, as well as the plasmatic expression
of Nrf2 and NADPH quinone oxidoreductase 1 (NQO1) [86]. The
increased Nrf2 protein accumulation is accompanied by an
enhancement of ERK, p38 phosphorylation and of HO-1 expression
[87].

5. Phytosterols and disease prevention
5.1. Cholesterol-lowering activity and lipid metabolism

Phytosterols have been reported to interact with the cholesterol
absorption through inhibitory mechanisms. Among suggested
mechanisms, it has been proposed the release of cholesterol from
mixed micelles, the modification of the gene expression of NPC1L1
and of ABCG5 and ABCGS8 transporters, or the decrease of the in-
testinal cholesterol esterification rate [88]. The selective binding of
sitosterol to the ABCG5 and ABCG8 transporters involved in the
regulation of liver and intestinal sterol absorption and secretion, is
related to blood cholesterol lowering [89]. Microalgal phytosterols
as campesterol and B-sitosterol are also involved in cholesterol
level decrease through the down-regulation of hepatic HMG-CoA
reductase and the stimulation of the LDL-C receptors, thus facili-
tating the removal of plasma cholesterol [90]. Moreover, [3-
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sitosterol has a competing activity with NPC1L1 [91]. LXRs are
nuclear receptors involved in the regulation of lipid metabolism.
Even if the main function of LXRs is the regulation of cholesterol
metabolism, their activation inhibits inflammation, autoimmune
reactions and atherogenesis [92]. The treatment of intestinal cells
with phytosterols, like campesterol and B-sitosterol, would lead to
an increase in the expression of LXR target genes, suggesting a
ligand action of these molecules on LXRs. Specifically, phytosterols
increase the ABCA1 expression and decrease cholesterol absorption
[93]. In rat, it has been shown that the incorporation of p-sitosterol
into liver membranes, decreased its fluidity while an increase in
liver desaturases (A9, A6 and A5 desaturases) was observed,
probably as a compensatory mechanism for the decreased fluidity
[57,94].

As phytosterols are supposed to be metabolized in the same way
as cholesterol in intestinal lumen, the effect of campest-5-en-3-one
(campestenone), an oxidized derivate of campesterol, has been
studied on lipid metabolism in rats. It has been reported that
campestenone increased the activities and mRNA expressions of
enzymes involved in liver B-oxidation; it also reduced visceral fat
weight, triacylglycerol and cholesterol levels in serum and liver, as
well as the activities and mRNA expression of enzymes involved in
fatty acid synthesis [95]. In this study, it has also been reported an
activation of human PPAR« and a decreased mRNA level of SREBP-1.
All these results are in favor of an effect of dietary campesterol and
its oxidized derivate to prevent CVD by improving obesity and
dyslipidemia.

In human pancreatic islet and in the INS-1 insulinoma cell line,
the use of stigmasterol prevents the increase of both cholesterol
and ROS levels induced by glucolipotoxicity. In this study, stig-
masterol has been shown to decrease free cholesterol levels
resulting from glucolipotoxicity, with a real potential to protect
pancreatic cells during diabetes progression [96].

Recently, in mice fed high-fat western-style diet, it has been
reported that stigmasterol and f-sitosterol were able to attenuate
the nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) and to alter lipid
metabolism. Administered at a dose corresponding to what is
suggested for human, it has been shown an amelioration of high fat
diet-induced fatty liver, including liver total lipid, triacylglycerol
and cholesterol levels. Moreover, both phytosterols were able to
decrease the intestinal bile acid levels. Analyses of gene expressions
have shown a prevention of the decreased mRNA expression of
HMG-CoA reductase in liver by both phytosterols. Only stigmasterol
was reported to suppress lipogenesis-related genes such as SCD1
and FAS, while both increased the expression of PPARa and CD36.
The hepatic expressions of the cytochrome P450s CYP7A1, CYP8B1
and CYP27A1 were also increased [97].

5.2. Anti-inflammatory activities

Ergosterol and peroxide-derived ergosterol from microalga such
as Chlorella vulgaris and Dunaliella tertiolecta have been shown to
reduce the IPS-induced inflammatory response through the
reduction of pro-inflammatory cytokines (TNF-g, IL-6, IL-10) [98].
B-Sitosterol, has been shown to have anti-inflammatory activity in
murine macrophages. Indeed, treatment with this phytosterol
inhibited both the STAT1 pathway and the translocation of NF-kB,
two pro-inflammatory signal transduction pathways, which were
supposed to be mediated by the activation of the tyrosine phos-
phatase SHP-1 [99]. Stigmasterol has been described to have anti-
osteoarthritic properties with inhibition of pro-inflammatory and
matrix degradation mediators involved in cartilage degradation in
part via the NF-kB pathway [100]. In LPS-induced innate immune
responses in mice, stigmasterol has also been reported to decrease
fever response, lung inflammation, transaminase activities and

liver damages [101].
5.3. Anti-cancer activities

Numerous studies have reported that phytosterols exhibit bio-
activities against tumours. Thus, stigmasterol isolated from the
microalga Navicula incerta induces toxicity in HepG2 cells and
triggers apoptosis via up-regulation of Bax and down-regulation of
Bcl-2 [102]. B-Sitosterol is also involved in the increase of the Bax/
Bcl-2 ratio and in the activation of caspase-3, thus enhancing
apoptosis and inhibiting proliferation in human leukemic cells
[103]. In MDA-MB-231 cells, this phytosterol has been shown to
inhibit GO/G1 cell cycle associated with induction of apoptosis. The
use of B-sitosterol indeed induced the depolarization of mito-
chondrial membrane potential and also increased the Bax/Bcl-2
ratio in this human breast cancer line [ 104]. The Fas/CD95 apoptotic
pathway in human breast cancer has also been suggested to be
affected by B-sitosterol. Indeed, its incorporation in cell membranes
induced an increase in Fas protein levels, and caspase-8 activity,
resulting in an inhibition of tumor cell growth [105].

As shown in macrophages, another mechanism of the anti-
cancer activity of phytosterols might occur through the increase
of antioxidant enzymes, like the manganese SOD and the GSH-Px,
resulting in a protection of cells from damage caused by ROS and
depending on the estrogen/PI3K pathway [106].

As phospholipids interact with cholesterol in cell membranes,
the incorporation of phytosterols into membranes could modify
their structure and thus cell signaling [107]. Indeed, lipid rafts,
where sterols are highly concentrated, regulate phosphorylation
chain reactions, and the incorporation of phytosterols might lead to
beneficial changes in signal transduction [108]. To explain the role
of B-sitosterol on the inhibition of tumor growth, the signaling
pathways involving the protein kinase C (PKC) and sphingomyelin
cycle have been investigated. In vivo and in vitro studies did not
report any effect of B-sitosterol on the PKC pathway and on the
phospholipase C activity. However, the in vitro studies showed an
activation of the sphingomyelin cycle, in cells supplemented with
B-sitosterol, resulting in an increased production of ceramide, a
major cell second messenger promoting cell cycle arrest and
apoptosis [57]. In vitro studies have further shown the role of B-
sitosterol in the reduction of sphingomyelin levels via the activation
of sphingomyelinase leading to an increase in ceramide [109]. A
summary of the role of the main microalgal phytosterols is reported
in Fig. 6.

6. Conclusion

The results reported in this review explain how microalgae
could be promising food supplement for health and disease pre-
vention. The whole cell can be used in nutrition to provide a
mixture of molecules that possess preventive effects towards
several chronic diseases; on the other hand, extracted molecules
could also be proposed for targeting specific effects. In this review,
the effects of microalgal w3 PUFA have not been discussed but their
high amounts contained in microalgae help in the efficiency of
these microorganisms in cardiometabolic disease prevention and
anti-tumoral activities. Fish oils provide high levels of w3 PUFA but
the advantage of microalgae is that they also provide molecules
such as carotenoids and sterols that have obvious health beneficial
effects. At present, few microalgae can be used in human nutrition
because cytotoxicity tests must be conducted prior to agreement by
food authorities. However, as emphasized in this review, extracted
molecules might be directly used for nutrition in order to act spe-
cifically on cell signaling pathways and thus, might be considered
not only as preventive agents but also as therapeutic agents.
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Etude des vésicules extracellulaires endothéliales et autres marqueurs de toxicité du
Benzo[a]pyréne : influence d’extraits de microalgues d’origine marine

Mots clés : Hydrocarbures aromatiques polycycliques; Benzo[a]pyrene; Vésicules extracellulaires; Extraits de
micro-algues; Récepteur aux hydrocarbures aromatiques; Biomarqueurs; Protection cellulaire; Cellules

endothéliales

Résumé : Les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), e.g. benzo[a]pyrene (B[a]P), sont
des polluants environnementaux associés aux cancers
et aux maladies cardiovasculaires. Les objectifs de
cette thése ont été : (1) d’identifier des biomarqueurs
d’un risque de développement de ces maladies dues
aux HAP et (2) de tester des produits naturels en
prévention, sur les cellules endothéliales HMEC-1.
Dans ce contexte, les vésicules extracellulaires (VE):
exosomes (EXO) et microvésicules (MV), accessibles
dans les fluides biologiques, semblent étre des
biomarqueurs  prometteurs non invasifs. La
composition et la production des VE dépendent du type
et de l'état physiopathologique de la cellule. Nos
résultats démontrent que certains HAP stimulent in
vitro et in vivo la production de VE et modifient leur
contenu. Nous avons montré que la surproduction
d’EXO

dépend du récepteur aux hydrocarbures aromatiques
(AhR) contrairement aux MV. Nous avons étudié
l'influence de deux extraits de microalgues, O. tauri et
P. tricornutum, riches en oméga-3 et en pigments sur
la toxicité du B[a]P. Nous avons observé que I'extrait
d’O. tauri peut influencer la toxicité du B[a]P. En effet,
l'apoptose et la production de VE ont diminué
probablement par réduction de [I'expression du
CYP1A1, une enzyme de bioactivation du B[a]P. En
outre, l'expression des cytokines inflammatoires
induite par le B[a]P a été réduite. L'extrait de P.
tricornutum n'a inhibé que I'expression de la cytokine
IL-8 induite par le B[a]P. Ces travaux de these
suggeérent une application potentielle des VE comme
biomarqueurs de toxicité des HAP et la possible
utilisation d’O. tauri dans la prévention de pathologies
médiées par les HAP.

Study of endothelial extracellular vesicles and other toxicity markers of Benzo[a]pyrene:

influence of marine microalgal extracts

Keywords : Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; Benzo[a]pyrene; Extracellular vesicles, Microalgae extracts,
Aromatic hydrocarbon receptor; Biomarkers; Cell protection; Endothelial cells

Abstract : Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS),
such as benzo[a]pyrene (B[a]P), are environmental
pollutants associated with cancers and cardiovascular
diseases. The aims of the present thesis have been:
(1) to identify biomarkers of a risk of developing these
pathologies due to PAHSs, and (2) to test the preventing
effects of natural products on HMEC-1 endothelial
cells. In this context, extracellular vesicles (EV):
exosomes (EXO) and microvesicles (MV), accessible
in biological fluids, seem to be promising non-invasive
biomarkers. EV composition and production depend on
the type and physiopathological state of the cell. Our
results demonstrate that some PAHSs stimulate in vitro
and in vivo EV production and modify their content. We
have further shown that the overproduction of EXO
depends on the aromatic

hydrocarbon receptor (AhR) unlike the MV.

We have studied the influence of two extracts of
microalgae, O. tauri and P. tricornutum, rich in omega-
3 and pigments, on the toxicity of B[a]P. We have
observed that O. tauri extract can influence the toxicity
of B[a]P. Indeed, apoptosis and EV production were
decreased likely through reduction of the expression
of CYP1A1, a B[a]P bioactivation enzyme. In addition,
the B[a]P-induced expression of the inflammatory
cytokines IL-8 and IL1-B was reduced. The P.
tricornutum extract only inhibited the expression of the
B[a]P-induced cytokine IL-8 expression. Overall, this
thesis suggests a potential application of EVs as
biomarkers of PAH toxicity, and the possible use of O.
tauri extract in the prevention of PAHs-mediated
pathologies.



