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1. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE
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1.1 Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

1.1.1 Généralités

Les hydrocarbures aromatiques polycycliqgues (HAJR sles molécules constituées de
carbone et d’hydrogéne dont la structure compartmains 2 cycles aromatiques condensés. lls
forment une famille chimique comprenant plus de b@lvidus. lls sont issus de la combustion
incompléte de la matiére organique ou des procidiéstriels de distillation de la houille et du
pétrole. Leur origine est donc a la fois anthropigtinaturelle. Leur production conduit toujours
a I'’émission de mélanges complexes dont la comipagitlative varie considérablement selon la

source [33].

Dans I'atmosphere, les plus Iégers (jusqu’a 4 sycdent sous forme gazeuse et les plus
lourds (a partir de 4 cycles) sont sous forme paldire [32], adsorbés pour plus de la moitié
d’entre eux sur des particules fines de diamétférisur & 0,5 um [54]. Le pyrene et le
fluoranthéne, composés de 4 cycles, sont retroavésfois sous forme gazeuse et sous forme

particulaire.

1.1.2 Toxicité

Parmi la grande famille des HAP, le benzo(a)pyréBaP) a été récemment classé
cancérogene certain pour 'lhomme (groupe 1) patdatre International de Recherche sur le
Cancer (CIRC), tandis que d’autres membres onfcketgsés comme cancérogenes probables
(groupe 2A), possibles (groupe 2B), ou sont nossahles quant a leur cancérogénicité pour

I'Homme (groupe 3) [32].
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Le CIRC a également classé cancérogenes certaims [hmmme, les expositions
professionnelles aux HAP dans les secteurs dez@ifgation du charbon, de la production de
coke, de la distillation du goudron de houille,rdmonage et de la production d’aluminium. Les
expositions lors de la fabrication d’électrodes adebone et I'utilisation de créosote ont éte

classées cancérogenes probables (groupe 2A) [32].

Les cancers concernés sont ceux du poumon, deilagiale la vessie. Le poumon reste
la cible principale de I'effet cancérogene des H&Paugmentation de l'incidence de ce cancer
est retrouvée dans tous les secteurs cités préogeletmL’estimation du risque d’apparition de
cancers broncho-pulmonaires lors d’une expositidn rig/nt de BaP, 40 heures par semaine,
durant 40 ans varie de 1 a 5 sur 100 000 persohessas de cancers de la peau sont restreints
aux expositions professionnelles impliquant un aontutané avec les HAP important, tandis
que l'apparition de cancers de la vessie, moinguizéte, semble liée a des expositions élevées
provenant du goudron de houille (coal-tar), dede dpitch) ou de la gazéification du charbon et

de la distillation du goudron [7].
A ce jour, les données épidémiologiques disponibéepermettent pas de conclure quand
a l'exces de risque d’apparition de cancer lorsnd’iexposition aux HAP a des niveaux

environnementaux.

L’agence américaine de protection de I'environnen{ei®s-EPA) a inscrit 16 HAP sur la

liste des polluants prioritaires dés 1976 de par peépondérance dans les mélanges (tableau ).
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Masse

compose | REE |G e oas T | Siveure | el
Naphtaléne 3 91-20-3| GoHs 128
Acénaphtyléne 3 208-96-8 CiHs S 152
Acénaphténe 3 83-32-9| GHio | 0 154
Fluoréne 3 86-73-7| GaHio 166
Phénanthréne 3 85018 GHuo | 178
Anthracéne 3 120-12-7 CysHio 178
Fluoranthene 3 206-44-0 CygH1o g‘@ 202
Pyréne 3 129-00-0 CieHio | (77 202
Benzo(a)anthracene 2B 2 56-55-3| GgH12 @i'@@ 228
Chryséne 2B 2 | 218-01-9 CiaHi | G52 228
Benzo(b)fluoranthene 2B 2 205-99-2 CyoH12 %a@ 252
Benzo(k)fluoranthéne 2B 2 207-08-9 CyoH12 252
Benzo(a)pyrene 1 2 50-32-8| GyH12 252
Indéno(1,2,3-cd)pyréne 2B 193-39-5 CxHi2 'ﬁ:‘b@ 276
Benzo(ghi)péryléne 3 191-24-2 CyH1 l%‘gl 276
Dibenzo(a,h)anthracéne|  2A 2 53-70-2| GHua @5@!@ 278

Tableau I. Liste des 16 HAP inscrits sur la lises gholluants prioritaires de 'US-EPA. Les HAP dits
particulaires (plus de 4 cycles) sont les plus grépants en termes de toxicite.
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1.1.3 Modalités de I'exposition

Les HAP sont des molécules ubiquitaires préseraas tks différents compartiments de
I'environnement. La population générale est prial@ment exposée par voie alimentaire lors de
la consommation de produits grillés, fumés ou .fritthe exposition aux HAP par voie
respiratoire est également retrouvée lors de lsaomation de tabac et dans une moindre
mesure lorsque I'atmosphére est chargée en énssdmmoteurs diesel, de chauffage au bois,

d'industries, etc.

Les HAP sont également bien connus en toxicologiepsionnelle. L'étude SUMER
estime a 1 600 000 le nombre de salariés potesttielhit exposés aux HAP en France [25]. Le
plus grand nombre de travailleurs en contact aesawlécules se retrouve dans les secteurs des
émissions diesel et des huiles minérales, ou lesank d’exposition sont peu élevés. En
revanche, bien que représentant un effectif detsujeins important, les sites industriels
utilisant des goudrons de houilles ou produisard flenées de métallurgie, comme les
fonderies, la production de coke, la productionluitanium et la fabrication d’électrodes de

carbone ou de graphite, sont plus préoccupantsreretde niveaux d’exposition (figure 1) [30].
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Figure 1. Cartographie francaise des expositiongepsionnelles aux toxiques (milliers de salariés).
Sont surlignées en jaune les sources responsabtesekposition aux HAP.

1.2 Devenir des HAP dans 'organisme

1.2.1 Absorption

Les HAP sont des molécules lipophiles, ce qui [mmmet de pénétrer dans I'organisme
en passant la barriere cutanée, digestive et pamemar diffusion passive a travers les
membranes cellulaires. Ceux dont le nombre de sydst élevé, sont particulierement
hydrophobes donc rapidement dissous dans la bieolipidique constituant la membrane
cellulaire. Néanmoins, ils diffuseront lentemertavers I'épithélium a cause des espaces inter-
membranaires aqueux. Ce phénoméne a pour conséquemconcentration en HAP plus élevée

au niveau du site d’entrée que dans le compartiserguin et les tissus éloignés [23].
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Dans le cas d’'une exposition par voie respiratdége,HAP comportant jusqu’a 4 cycles
sont rapidement absorbés puisque déposés dansue®ps sous forme de vapeurs solubles. En
revanche, pour les plus lourds, le diamétre aéraahjogue de la particule atmosphérique sur
laquelle ils sont adsorbés, sera déterminant. Lesgrosses particules sont déposées au niveau
des voies aériennes supérieures ou les HAP sexot@nhent absorbés, tandis que les plus fines
peuvent pénétrer dans le poumon profond ou les ti@Rrseront en quelques minutes la paroi

alvéolaire [3, 32].

L’absorption cutanée est importante a prendre empt® en environnement professionnel
ou elle est une voie majeure de pénétration des #R I'organisme [64]. En effet, le contact
avec les vétements, les équipements de protectaividuelle et le matériel de travail souillés,
est important. Elle entre également en jeu lorBaghplication d’'onguents a base de goudrons de

houille dans le traitement local du psoriasis.

1.2.2 Distribution

Apres absorption, les HAP sont largement et rapatdrdistribués dans tout I'organisme.
Chez le rat, moins de 4 heures aprés injectioavetneuse, le BaP est retrouvé dans le poumon,
le tissu adipeux, le foie, la peau et les reing.[WAthey et al a montré que 95 minutes aprés une
exposition de rats au BaP par voie respiratoirs, dencentrations dans les différents
compartiments s’ordonnaient ainsi : poumon > safgie>> rein > tissu adipeux ; puis 6 heures
aprées arrét de I'exposition elles s’ordonnaiensiaitissu adipeux > poumon > rein > foie > sang
[72]. La méme constatation a été faite avec le qyrépour lequel les concentrations dans
I'organisme 7 h aprés exposition respiratoire de s&ordonnaient ainsi : tissu adipeux > rein >

poumon > foie [71].
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Du fait de leur forte lipophile, les HAP absorbésosit donc stockés dans le tissu adipeux
d’ou ils seront lentement relachés. Le poumon galkeégnent un site de stockage important dans
le cas d’'une exposition respiratoire, mais égalémapnés une injection intraveineuse, car cet
organe qui recoit la totalité du débit cardiaqust, le premier, apres le coeur, a étre en contact

avec la dose intraveineuse [43].

Il est intéressant de noter que le compartimentrgdtstestinal contient des niveaux
élevés d’'HAP quelle que soit la voie d’entrée. Geekplique par la clairance muco-ciliaire des
voies respiratoires qui draine les particules dunpon vers les voies digestives et par I'excrétion

hépatobiliaire des métabolites des HAP.

Cette large diffusion des HAP dans I'organisme pt# considérée comme une étape

limitante de leur cinétique d’élimination

1.2.3 Métabolisation

Les HAP sont métabolisés dans de tres nombreuxstisans quoi leur forte lipophilie
empécherait leur élimination des membranes cetkdd3]. En effet, les métabolites de phase 1
sont Iégerement plus mobiles et les métabolitephdese 2 considérablement plus mobiles que
leurs composés parents. Ainsi, le métabolisme pteplace au sein des cellules épithéliales du
site d’entrée des HAP permet de limiter I'expositite ces cellules en accélérant leur transport

dans la circulation générale.
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Néanmoins, lors de leur métabolisme, les HAP faitjét de réactions d’oxydation qui
peuvent conduire a des composeés réactifs selomdaund’attaque sur la molécule. Dans ce cas,
on parle d’activation métabolique, le métaboliteduit étant plus toxique que le composé parent
dont il est issu. Ce processus nécessite la préstane région de baie ou de fjord, qui sont des
structures angulaires formées par les anneaux redtiteant une géne stérique favorisant les

réactions d’oxydation et la formation de radicafigute 2).

Région baie Région fjord I

~ N
oy ol

Benzo éne Dibenzo[a.l]pyréne

Figure 2. Région de baie et de fjord de deux HAP.

Ainsi, les HAP symétriques ne possédant ni régietaie ni région de fjord, comme le
pyréne ou le naphtaléne, sont éliminés en un nomdstecint de métabolites mono-hydroxylés.
En revanche, le métabolisme des molécules asymégigonduit a de tres nombreux composés
secondaires de type époxydes, phénols, quinonedtoduinones, dihydrodiols, phenol-
dihydrodiols, dihydrodiol-époxydes, tétrahydrodiokt autres intermédiaires réactifs, qui
pourront réagir avec des composants cellulairebien étre éliminés aprés conjugaison, sans

exercer leur toxicité (figure 3).

Bien que complexe, la cascade de réactions enzaymesticonduisant a la formation de

ces métabolites semble se dérouler tres rapideraerdffet, chez I’'homme, leurs concentrations

plasmatiques maximum sont retrouvées 15 a 30 nsraes une exposition respiratoire [74].
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Figure 3. Schéma du métabolisme du BaP. CYP, cywowuh P450 ; EH, époxyde hydrolase ; PS,
prostaglandine synthase ; DD, dihydrodiol déshyéirage ; QR, quinone réductase. En rouge, les
composeés réactifs issus de I'activation métabolique

La premiére étape de la métabolisation des HAReestprise en charge par les mono-
oxygénases a cytochrome P 450 (CYP450). Les ise®riil, 1A2, surtout, mais également
des membres des familles 1B, 2B, 2C et 3A sonthtapal’oxyder un grand nombre d’'HAP [6].
Ces enzymes réalisent soit une réaction de pértirypdsur le squelette carboné, conduisant a la
production du radical cation électrophile, soit wéaction de mono-oxygénation produisant
différents arenes oxydes (ou époxydes). Cette diydanzymatique est régiosélective, elle ne
peut prendre place que sur certaines positiongyldes aromatiques : 1,2-; 2,3-; 4,5-; 7,8-;

9,10-, dans le cas du BaP [29].
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Les époxydes les plus instables sont spontanémaerdférmés en phénols qui peuvent
donner des quinones réactives mais qui serontipalement éliminés sous forme glucurono- ou
sulfo-conjuguée [48]. Les autres eépoxydes, pluslesa sont conjugués au glutathion (GSH) par
l'intermédiaire de la glutathion-S-transférase (Sdu bien pris en charge par I'époxyde

hydrolase (EH) entrainant la formation de transgdibdiols [60].

Dans ce deuxieme cas, les dihydrodiols sont de eswuvactivés par les CYP450
conduisant a la formation de dihydrodiols-époxydess derniers peuvent étre conjugués au
GSH, spontanément hydrolysés en tetrahydroxy-tedrakhHAP (tétrols), ou encore se lier de
facon covalente avec les composants cellulaireEapkiles comme 'ADN, 'ARN, les lipides

ou les protéines. Ces liaisons covalentes sontiégpadduits.

Une autre voie d’activation métabolique est liedoaydation du dihydrodiol, par la
dihydrodiol déshydrogénase (DD), en catéchol instatbnduisant a la formation d’'une ortho-
quinone (o-quinone). Cette derniere réaction ptodas especes réactives de I'oxygene, mais

I'o-quinone est aussi électrophile et réactiveavigs de 'ADN [73].

Il est intéressant de noter que la présence des #8xR le cytoplasme entraine une
induction spécifique de certaines des enzymes roktaht les xénobiotiques. En effet, le
récepteur cytoplasmique Aryl hydrocarbon recept&hR) est lié a divers facteurs
cytoplasmiques tels que les Heat shock proteirt8p90) et les AhR interacting protein (AIP).
L’association entre I'AhR, les Hsp 90 et I'AIP céné au récepteur cytoplasmique une
reconnaissance spécifique et optimale vis-a-viseattains ligands, notamment les HAP. Des sa
pénétration dans la cellule, le BaP se lie spégaigent a 'AhR, ce complexe pouvant alors

migrer dans le noyau. Dans l'espace intranucléditR, toujours associé au BaP, se lie
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spécifiguement a une protéine nucléaire, I'Aryl foghrbon receptor nuclear translocator (Arnt)
pour constituer un hétérodimére considéré commedaateur de transcription crucial dans
I'induction de I'expression de plusieurs genes.shite BaP est capable d’induire I'expression

génique du CYP1ALl et des GST alpha, donc d’indsore propre métabolisme [69].

Des différences inter-individuelles existent daess proportions relatives des métabolites
éliminés [24]. Néanmoins, dans le cas du pyréendaiiule sa structure chimique symétrique, le
1-hydroxypyréne (1OHP) (figure 4) est le seul méliéd mono-hydroxylé formé. Pour le BaP,
sur les cing métabolites mono-hydroxylés potemieént €liminés, le 3-hydroxybenzo(a)pyréne
(30HBaP) (figure 4) est toujours le majoritairesetr les quatre stéréo-isomeres possibles du
benzo(a)pyréne-diol-époxyde, la forme prédominaes le (+)-anti-benzo(a)pyrene-7,8-

dihydrodiol-9,10-époxyde (BPDE) (figure 4) [9, 34].

O
10HP 30HBaP L BPDE

Figure 4. Structure chimique du 1-hydroxypyréne HE), 3-hydroxybenzo(a)pyrene
(30HBaP) et du 7,8-dihydrodiol-9,10-époxy-benzoyegpe (BPDE).
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1.2.4 Elimination

Les résultats des études animales d’expositionHAR, montrent que leurs métabolites
sont largement excrétés sous forme conjuguée aatlglon, a l'acide glucuronique ou au
sulfate, dans les féces par excrétion biliaireastsdes urines [3]. Les métabolites issus des HAP
les plus légers sont principalement éliminés dassutines, ceux issus des HAP les plus lourds

le sont principalement dans les féces.

Il existe néanmoins de larges différences dansitegiques d’élimination des différents
HAP. Ainsi, lors de l'injection intraveineuse deMahez le rat, le maximum d’excrétion urinaire
du 30HBaP se situe 10 heures apres linjectiontsatpy’il se situe immédiatement apres
administration dans le cas du 10HP apreés injeddi®rpyrene. Ces différences ne sont pas a
attribuer a I'étape de métabolisation de phase dedeHAP, car l'injection du 30OHBaP chez le
rat, produit le méme profil d’élimination urinaif®]. Marie et al. a montré une accumulation du
30HBaP dans le rein durant les 8 heures qui suiueatinjection de BaP chez le rat, suivie
d’'une diminution linéaire de sa concentration ave® demi-vie de 15,6 heures [43]. Le
30HBaP glucuronoconjugué, étant activement sépaitéles transporteurs d’anions organiques
au niveau des tubules rénaux proximaux, I'explaratproposée serait une meilleure efficacité
des transporteurs responsables du passage du t¢omgparsanguin aux cellules tubulaires, par
rapport a ceux responsables du transport des eltubulaires au lumen, induisant donc une
accumulation intra-rénale. Chez 'homme, le mémeatige dans les cinétiques d’élimination a
été observé, avec un maximum d’excrétion urinaireS@HBaP retardé de 10 a 20 heures par
rapport au 10HP dans un groupe de salariés expas€BlAP [22]. Il est intéressant de noter

qgue ce retard dans I'élimination urinaire du 30OHBeEXiste pas pour d’autres métabolites du
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BaP, comme le 4,5-dihydrodiol [8]. Des différencis les cinétiques d’élimination existent

donc également entre les différents métabolites diéme HAP.

Enfin, la voie d’absorption est également un factefluencant la cinétique d’élimination
des HAP. Par exemple, le 10HP est éliminé en 5haudes apres exposition respiratoire ou
digestive au pyrene, alors qu'un plateau d’élimorabpparait a 20 heures lors d’une exposition

cutanée [37].

1.3 Activation métabolique et cancérogénese

1.3.1 Voie des diol-époxydes

C’est I'activation métabolique des HAP contenang uégion de baie ou de fjord qui est
responsable de leur génotoxicité. La cascade d#igha enzymatiques aboutit a la formation
d’un diol-époxyde appelé cancérogéne ultime caiaces isoméres de cette forme métabolique
sont capables de former des adduits stables ouridépts avec I'ADN, étape pouvant étre

initiatrice d’'un phénomeéne de cancérogenese.

Les adduits stables tout comme les adduits démisrsmnt majoritairement formés avec
la base nucléotidique de '’ADN guanine. Ces lésimmsoquent des mutations lorsqu’elles sont
mal ou non réparées par les mécanismes de réepadaibADN. Si les métabolites diol-époxyde
des HAP induisent des mutations sur des genesjueii comme les proto-oncogenes ou les

genes suppresseurs de tumeurs, la cellule eshidiée.

Néanmoins, les métabolites diol-époxydes des HABomé pas tous réactifs vis-a-vis de

I’ADN. Le pont époxy doit étre localisé immédiatem@prés la région de baie ou de fjord pour
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que s’exerce sa toxicité. Dans le cas du BaP, riad®,10-dihydrodiol-7,8-époxyde (reverse-
BPDE) (figure 5) est majoritairement éliminée soiasme d’acide mercapturique apres
conjugaison au GSH, tandis que la forme 7,8-dihyidted,10-époxyde (BPDE) (figure 4) est
tres peu détoxifiee par ce mécanisme [63] et egtoresable de la formation d’adduits [16]. Le
nombre de cycle aromatique est également imporkamteffet, bien que son pont époxy soit
localisé immédiatement aprées la région de baimdebolite du phénanthréne, 1,2-dihydrodiol-

3,4-époxyde (figure 5), n'est pas cancérogene dhsezsouris nouveau-neés [11].

Reverse-BPDE Phénanthréne-1,2-dihydrodiol
-3,4-époxyde

Figure 5. Structure chimique du 9,10-dihydrodi@-époxyde-
benzo(a)pyrene (reverse-BPDE) et du 1,2-dihydreglidiépoxyde-
phénanthréne.

1.3.2 Voie du radical cation

Le mécanisme chimique de cette voie est basé auwathement d’'un électron a 'HAP
via une oxydation mono-électronique par les aésviieroxydases des CYP450. Elle conduit a la
formation de radicaux cations électrophiles peramétta formation de liens covalents avec les
sites nucléophiles de I'ADN. Le BaP mais égalemeéittenzo[a,l]pyrene peuvent étre

métabolisés par cette voie.
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Le radical cation du BaP est une espece chimigeitrstable, il ne pourra exercer sa

toxicité que s'il est produit en présence d’ADNdrinucléosides.

Les adduits issus de cette voie sont principalemestadduits dépurinants de I'adénine et
de la guanine, générant des sites apuriniques lempdb conduire a des mutations du proto-

oncogéene Ras, connu pour étre fortement associpl@nomenes de tumorigénese [32].

1.3.3 Voie de I'ortho-quinone

Cette espéce chimique, issue de I'oxydation d’unydfiodiol, serait capable de se fixer a
I’ADN. Néanmoins, I'action toxique majeure de cetftie est essentiellement de type oxydatif,
par le biais d’'une génération d'espéces réactived’'akygene. Le radical hydroxyle est le
principal responsable des dommages a I’ADN. Ceidepeut engendrer des cassures de I'hélice
double brins, aprés oxydation du 2’-désoxyribosa, len provoquer I'oxydation de la

désoxygunaosine générant la 8-oxo-7,8-dihydro-28bagguanosine.

Cette attaque oxydative peut étre également reaptmsie mutations sur le géne

suppresseur de tumeurs « p53 » [32].

1.3.4 Autres mécanismes d’action

Les HAP se liant a I'AhR induisent une modificatide I'expression des genes de la
croissance et de la différenciation cellulaire. @enoméne pourrait jouer un réle dans la
promotion des cellules initiées. Le BaP, par exempbssede des capacités a la fois d'initiateur

et de promoteur alors que le pyréne ne possedmauwgices caractéristiques.
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Plusieurs études ont également souligné le potgatte@otoxique des HAP [32]. Dans ce
sens, Douki et al. a montré que la formation d’addstables a I’ADN, par I'action du BPDE,

augmentait la photoxicité de rayonnements UV apigkoa des cellules en culture [17].

Les HAP sont également suspectés d’étre des aggmtsoxiques [32].

1.4 Surveillance de I'exposition aux HAP

Les HAP sont donc des toxiques cancérogenes dodisiabution est ubiquitaire. La
totalité de la population y est exposée, ce quit ggasenter un risque sanitaire qu’il est
nécessaire d’évaluer par la surveillance des etiposi Ceci est particulierement vrai pour les

expositions professionnelles, ou le risque saeitest clairement identifié.

Ce suivi des expositions peut étre réalisé par dppxoches complémentaires :

- La surveillance des atmospheres de travail ou devifonnement, dont le but est
d’estimer I'exposition des sujets (dose externglaetir des mesures de concentrations
atmosphériques.

- La surveillance biologique de l'exposition, qui os8p sur la quantification de la
substance elle-méme, ou de ses métabolites, dardifiérents milieux biologiques de

I'individu (dose interne).
La classification des sujets en groupes homogegpaksition (GHE) est réalisée avant
la mesure proprement dite des niveaux. En envimoené professionnel, elle se base sur le type

d’activité réalisée au poste de travail.
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1.4.1 Métrologie atmosphérique

Cette approche permet la caractérisation des médand/HAP présents dans
I'atmospheére. Elle nécessite de réaliser des peélents atmosphériques dans des conditions
standardisées (norme NF X 43-294). Des pompesldatitbit est réglé a 1 L/min sont reliées en
série a un filtre en fibre de quartz piégeant I&PHparticulaires et a un support type XAD2
piégeant les HAP gazeux. Elles sont placées soéctdiment sur le salarié (prélévement
individuel), soit proche d'une source d’émissiomé(pvement d’ambiance). Les HAP seront
ensuite extraits des supports par ultrasons etdesage réalisé par chromatographie liquide

haute performance couplée a la détection par fleerece (HPLC-FLD).

La métrologie atmosphérique permet de compareideariiveaux d’HAP particulaires et
gazeux issus d'une source d’émission, que leurpoptions relatives dans les mélanges, ces
dernieres variant en fonction de la source d’émigsimais restant constantes pour une méme

source.

Dans I'environnement général, les concentrationggphériques en HAP montrent des
variations saisonniéres avec des niveaux plus glenéiver qu’en été [45, 57]. Dans le cas du
BaP en milieu urbain, les concentrations en hiearvegnt étre 5 fois plus élevées qu’en été [51].
Cette observation s’explique principalement par :

- le nombre de sources d’émission plus importaatestte période, avec notamment la

présence d’émissions dues au chauffage domes#ddiie [

- une modification de la répartition entre phaseegae et phase particulaire due a des

différences de température ambiante, de pressionageur, et de concentration en

particules [4],
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- des phénomenes de dégradation des HAP moins tamp®en hiver et particulierement
la photodégradation et I'oxydation par I'ozone,
- des phénoménes de dispersion atmosphériqueiplit€d, avec de possibles inversions

thermiques a cette période [41].

En milieu industriel, les concentrations atmospinges en HAP sont généralement plus
élevées qu’en environnement général. Elles vonemide du nombre de sources d’émissions, du
type d’activité professionnelle, de I'éloignemermtr papport a la source et de I'existence d’'un
systeme d’aspiration a la source ou de filtratiags @@missions. Les niveaux d’exposition
professionnels peuvent étre classés comme suit [61]

- Exposition trés élevée au BaP (supérieure agith3) : Cokerie, production d’électrodes
de carbone ou de graphite, manipulation de brai, et

- Exposition modérée (0,1 a 1§/m3) : Alumineries, aciéries, etc.

- Exposition faible (inférieure a 04g/m3) : Productions et application de bitumes,jatel

de réparation d’automobile et garages, etc.

Le tableau Il présente des intervalles de concemtimmoyennes en différents HAP, retrouvées

en environnements général et professionnel [61].
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HAP Site rural urbain trafic industriel
Acénapthene 0,3-2,6 98
Acénaphtyléne

Anthracéne 0,04-15 0.2-0.6 1,1
Benzo(a)anthracéne 0,01-0,9 0,6-4,2 0,37-42
Benzo(a)pyréne 0,022,8 | 042 0,7-3,1 0,5-39
Benzo(e)pyréne 0,18-1,1 0.2-2.1 0,9-3,7 0,65-80
Benzo(b)fluoranthéne |0,04-0,6 0,3-34
Benzo(g,h,i)peryléne |0,15-1,0 0,5-2,8 1-4,7 0,7-52
Benzo(j)fluoranthéne

Benzo(k)fluoranthéne |0,04-0,32 0,2-1 0,3-17
Chryséne 0,02-4.4 0,3-2,2 0,3-37
Coronéne 0,02-0,5 0,1-0,6 0.4-2.5 0,26-5,2
Dibenzo 0,02-1,1 0,06-0,3 0.1-0.4 0.05-7.5
(a,h)anthracéne

Fluoranthéne 0,04-7.4 42
Fluoréne 0,3-46 9,9-16,7
Indeno(1,2,3- 0,04-0,21 0,3-2.1 1,3-2.6 0.4-37
cd)pyréne

Naphtaléne 0,3-10 88
Phenanthréne 0,42-150 16
Pyréne 0,1-6.1 0,24-1.2 9.2-15 75

Tableau Il. Concentration moyennes d’HAP en ng/nB différents sites en Europe.

En France, la Caisse Nationale d’Assurance Mal&@iEAM) recommande comme
objectif provisoire de maintenir la concentratiamasphérique en BaP a une valeur inférieure a

150 ng/m.

Avec la métrologie atmosphérique, il est donc gmesie discriminer les sources dont la

composition du mélange contient plus ou moins d’Hé&nhcérogenes et d’identifier les
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expositions devant faire I'objet de recommandatipagticulieres. En revanche, elle ne permet
pas d’évaluer la dose réellement absorbée pararosge. En effet, elle ne renseigne que sur la
quantité d’'HAP potentiellement absorbée par vompiratoire mais ne prend pas en compte

I'absorption par voie cutanée ni le port d’équipeisele protection individuelle.

1.4.2 Surveillance biologique

L'institut national de recherche et sécurité (INR&finit la surveillance biologique
comme : « l'identification et la mesure des sulzg#arde I'environnement de travail, de leurs
métabolites ou des effets biologiques spécifiquésqres qu’elles induisent, dans les tissus, les
excrétas, les sécrétions ou l'air expiré des galapour évaluer I'exposition et les risques paur |

santé, en comparant les valeurs mesurées a desnegé appropriées ».

Cette mesure est donc représentative de la dodenméat absorbée par I'organisme. Elle
tient compte de [I'exposition professionnelle pdis@ption respiratoire ou cutanée, mais
également de I'exposition environnementale liée éohsommation de tabac, a I'alimentation ou
a la pollution urbaine, ce qui est essentiel péappréciation et la gestion du risque sanitaire
[33]. L'efficacité des équipements de protectiotlemiive et individuelle peut également étre

évaluée.

Les indicateurs utilisés pour la mesure biologigde I'exposition sont appelés
biomarqueurs. lls peuvent étre classés en troégoaes [1, 49] :
- Lesbiomargueurs d'exposition qui correspondent a une mesure quantitative dugol
ou d'un de ses métabolites. Le moment du préleveestndéterminé en fonction de sa

cinétique d’absorption, de transformation, et dfiation. Parmi ces biomarqueurs
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d’exposition on distingue les biomarqueurs de dioserne qui sont généralement les

métabolites urinaires du polluant et les biomargsieie dose efficacgui correspondent

a la dose de toxique présent au niveau du sitdiofacomme les adduits a ’ADN dans
le cas d’effets cancérogenes.

Les biomarqueurs d'effets qui permettent de détecter des effets biologiquias ou
moins proches de la survenue de la maladie. Comtnent aux biomarqueurs
d’exposition, ils ne sont pas spécifiques de I'estpon a un toxique. Certains sont dits
précoces, comme les lésions oxydatives de I'’ADN, neutations chromosomiques, ou
encore les mutations ponctuelles, et d’autresfsadir plus proches de la survenue de la
maladie, comme l'activation ou l'inhibition de géneritiques.

Les biomarqueurs de susceptibilité individuelle qui incluent I'ensemble des
caractéristiques modulant la susceptibilité degvidds vis-a-vis de la survenue du

cancer (génotypes a risque, genre, age, etc.).

Dans le cas de la surveillance biologique de I'expmn aux HAP, le dosage des

métabolites urinaires est la méthode la plus lasggremployée (biomarqueur de dose interne).

lIs sont en effet de bons indicateurs de I'exposithumaine a ces composés [66] tout en étant

simples et fiables [39]. Néanmoins, une des diffésuide cette approche, est la validation d’un

biomarqueur unique, représentatif de I'expositiarx alifférents mélanges d’HAP et de la

toxicité qui leur est associée.

Ces vingt dernieres années, la dose interne dgahisme en HAP a été principalement

évaluée par le dosage du 10HP. En effet, le pyeshéoujours présent en grandes proportions

dans les mélanges atmosphériques et I'éliminat@sath métabolite est essentiellement urinaire,

facilitant sa détection [33]. Cependant, le pyré@eepossede aucun pouvoir cancérogene et les
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ratios BaP/pyréne varient considérablement selisdarces d’émission. Ainsi, la concentration

urinaire en 10HP ne reflete pas I'exposition inkeaux HAP cancérogénes ni au BaP seul,
lorsque la composition des mélanges varie [21, G@8}tains auteurs proposent de pondérer la
concentration de 10HP par le ratio des concentrat@mosphériques BaP/pyréne afin de mieux

appreécier le risque sanitaire [10].

Une autre possibilité est 'utilisation du 3OHBaRetabolite mono-hydroxylé majoritaire
du BaP, comme biomarqueur de dose interne pluherda risque cancérogene [9]. En effet, ce
métabolite est directement issu du seul HAP class&érogéne certain pour ’homme par le
CIRC [32]. De plus, Marie-Desvergne et al. a monégemment qu’apres injection de BaP chez
le rat, la concentration urinaire de ce métabditat trés bien corrélée a celle des adduits du
BPDE a 'ADN dans le poumon (r=0,936, p<0,001, n=BR2]. Néanmoins, une des difficultés
de son utilisation en population humaine, est Iaemau point d'une méthode de dosage
suffisamment sensible pour le détecter dans laiceatrrinaire aux niveaux correspondants a la
surveillance biologique. En effet, le BaP est méliab en de nombreux composés secondaires
(phénols, diols, triols, etc.) et son éliminaticst eajoritairement fécale via I'excrétion biliaire
[48]. Ainsi, 72 heures aprés une injection intréneese de BaP chez le rat, le 30OHBaP excrété
dans les urines ne représentait que 0,21 % desk[d8]. Il en résulte des niveaux urinaires de
30HBaP de l'ordre du ng/L, soit 1000 a 30 000 fuiss faibles que ceux du 10HP, dans les
urines de salariés des fours a coke tout commeldangines de patients traités par application

d’onguents a base de coal-tar [2, 34, 39].
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1.5 Objectif de I'étude

L’objectif de ce travail est double.

La premiére étape est la mise au point d’'une méthdasage du 30OHBaP urinaire
possédant une limite de détection (LD) inférieur@ B ng/L d’urine, afin de pouvoir l'utiliser

dans I'évaluation de I'exposition au BaP.

La deuxiéme partie du travail consiste a validetillsation du 30HBaP, par le biais de
son utilisation en routine dans la surveillancddgmue de salariés issus de différents secteurs

industriels.

Les données issues de notre étude devraient pegnd&méliorer les connaissances sur
les modalités d'utilisation de ce nouveau biomawgud'une part, et sur les conditions

d’exposition des salariés aux HAP cancérogéenedré’ gart.

Ce travall est présenté a travers une premiereegadumant la méthode de dosage mise
au point et les principaux résultats publiés danselue « Analyst » [5], puis une deuxiéme
partie présentant les niveaux de 30OHBaP urinaitens au sein de deux populations de

salariés exposés aux HAP.
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2. MISE AU POINT DU DOSAGE DU

3-HYDROXYBENZO(a)PYRENE URINAIRE
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2.1 Contexte scientifique

De 1994 a nos jours, ce sont quatorze méethodessigd du 30OHBaP urinaire qui ont
été publiées. L'utilisation de la chromatographiquide couplée a un détecteur de type
spectrometre de masse en mode tandem (LC-MS/M$)oli8le la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GQ4dBih'a pas permis d'atteindre des LD
inférieures a 1 pg/L. Seules des techniques denrdtagraphie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution (GC-HRMS)qu de chromatographie liquide ultra
performante couplée a un spectrométre de masseode tandem (UPLC-MS/MS) [58] ont
permis d’atteindre une meilleure sensibilité (LD3®ng/L). Toutefois, ces méthodes de dosage
nécessitent une étape pré-analytique de dériviatisahimique de I'analyte et I'utilisation de
matériel a ce jour disponible en laboratoire ddeeche uniquement et n’apparaissent donc pas

adaptées a une utilisation en routine.

A coté de ces techniques prometteuses, la pluparétlides ont utilisé 'HPLC-FLD |2,
12, 26, 31, 59, 68]. Bien que plus répandu et moméreux, ce type de détection est moins
spécifigue. La séparation chromatographique deaBde et des constituants urinaires,
potentiellement interférents, doit donc étre opdiel. De plus, une séparation efficace permet
d’atténuer le signal du bruit de fond et d’obtenite sensibilité satisfaisante. Ainsi, la seule
méthode analytique publiée permettant d’atteindre LD inférieure a 0,1 ng/L par HPLC-FLD
a nécessité le montage d’'un systeme de sépardtiomatographique utilisant quatre colonnes

fabriquées in situ et reliées par trois de vanmesainmutation [59].
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Dans ce travail, I'objectif était de développer dosage utilisable en routine dans de
nombreux laboratoires. Deux étapes ont été assopi@er atteindre la sensibilité requise : la
concentration de I'’échantillon par extraction emag#solide (SPE), afin d’augmenter le signal et
'analyse par HPLC-FLD a l'aide de deux colonnesoamatographiques disponibles dans le

commerce et commutées par une vanne.

2.2 Matériel et méthode

2.2.1 Mise au point et validation analytigue du dosage dBOHBaP

a. Pré-analytique

La prise d’essai urinaire a été fixée a 10 mL qpoat avec les faibles niveaux attendus
de 30HBaP. Le 30HBaP étant éliminé sous forme ghmmt et sulfo-conjuguée dans les
urines, la premiére étape est I'’hydrolyse enzymatides échantillons, pour obtenir le métabolite
sous forme libre. L#-glucuronidase/arylsulphatase (Roche) a été wilefén de réaliser cette
déconjugaison. La durée de cette étape a été &ixBeheures conformément aux études déja

publiées [59, 62].

Les urines une fois hydrolysées ont été purifiéas SPE permettant I'élimination de

nombreux composés urinaires (figure 6). Les cahtesicSPE utilisées étaient des Sep-Pak C18

d’une capacité de 500 mg (Waters).
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Conditionnemer  Chargement Rincage Elution

Figure 6. Phases composant la SPE.

Cette étape de SPE a été automatisée a l'aidealitomate ASPEC GX-271 (Gilson)
afin de maitriser tous les parametres influencangidalité de la purification des urines et le
rendement d’extraction du 30HBaP. De plus lautasaséibpn de cette tdche améliore la
reproductibilité des analyses. Les réglages usiligéur les différentes phases de la SPE sont

résumés dans le tableau III.

Débit appliqué

Phase de la SPE  Solution Volume (mL) (mL/min.)
Conditionnement  Méthanol 5,0 50

Méthanol/Eau

(50/50 ; viv) 10,0 5,0
Chargement Urine hydrolysée 20,0 10,0
Lavage Méthanol/Eau

(50/50 ; viv) 10,0 10,0
Elution Méthanol 5,0 5,0

Tableau Ill. Parametres de I'extraction en phafidesautomatisée.
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L’éluat résultant de cette étape est ensuite égapaec et repris dans un volume de 1

mL, soit une concentration par dix par rapport prlae d’essai urinaire de 10 mL.

b. Conditions analytiques

Malgré I'étape pré-analytique de purification, dembreux composés interférents sont
encore présents dans I'’échantillon concentré. Afaméliorer la séparation chromatographique
et d’éliminer ces interférences, deux colonnesirditds ont été placées en série. La premiere
colonne de purification (C1) est une Supelcosil I&50mm x 4mm ; 5um (Supelco). La
deuxiéme colonne d’analyse (C2) était une PAH-CABOihm x 3mm ; 5um) (Waters). Le
matériel utilisé (figure 7) était une HPLC Allian@695 (Waters) composée d’'un module de
séparation possédant une pompe quaternaire (Rbuptée a une pompe 600 (P2) (Waters) par

une vanne de commutation 10 voies 2 positions.

P1 | Detector | P1 | Detector

J P2
e
L]

Waste

/e
o
1A

Figure 7. Schéma du systéme chromatographiquepdéttipe 1; P2, pompe 2; C1, colonne 1:

Supelcosil LC-18 (150 x 4,6mm, 5um) ; C2, colonnePAH-C18 (250mm x 3mm, 5um) ; Waste,
poubelle ; Detector, fluorimétre.
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Ce systeme a été configuré pour utiliser la teamnidite de « heart-cut » [35]. Aprés
I'injection de I'échantillon la vanne est en pasitid’analyse (figure7, 1A). P1 applique un
gradient de solvants (E1) sur la colonne C1 pdigcafer une premiere séparation, tandis que P2
conditionne la colonne C2. Les composés peu retsmu€l sont éliminés. Entre la®18et la
20°™ minute de I'analyse chromatographique, la vanrss@alans sa position alternative (figure
7, 1B). P2 applique un gradient (E2) de solvantlesirdeux colonnes en série, et les composeés
urinaires élués de C1 a ce moment, dont le 30HBaRsont plus éliminés mais transférés sur
C2. Pouir finir, la vanne retourne en position dlgsa (figure 7, 1A) et une seconde séparation a
lieu au sein de la colonne C2 a l'aide d’'un gratlige solvant linéaire appliqué par P2. Les
parametres des gradients de solvants et des peségsociees de la vanne, sont réesumeés dans le

tableau IV.

La détection a été assurée par un fluorimetre Z¥d&ers) dont les longueurs d’ondes

d’excitation et d’émission sont réglées a 425 &t di, respectivement.
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Phase mobile E1 Phase mobile E2

Temps i
(min) Tampon formiate i Position de la vanne Tampon formiate 3
Méthanol (%) Méthanol (%)
0,5mM (%) 0,5mM (%)
0 100 A 20 80
100 A - -
6.0 70 30 A - -
8 70 30 A - -
10 50 50 A - -
12 50 50 A - -
13 ! ! A 20 80
14 20 80 A ! !
18 16 84 B 15 85
20 14 86 B 13 87
24 10 90 A ! !
25 0 100 A ! !
30 0 100 A ! !
31 50 50 A ! !
32 100 0 A ! !
33 - - A 0 100
35 - - A 20 80
45 100 0 A 20 80

Tableau IV. Résumé des paramétres de I'analysengiographique.

c. Validation analytique

La validation de la méthode de dosage a été réafispartir des recommandations de
I’Association Francaise de Normalisation (AFNORQ][2t de la Société Francaise des Sciences
Techniques et Pharmaceutiques (SFSTP) [52]. Leerardt d’extraction, la linéarité de la
gamme d’étalonnage, la justesse, la fidélité natdé de quantification (LQ) et la LD de l'analyse

ont été déterminés.
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2.2.2 Analyses urinaires

Le 30HBaP a été mesuré dans des urines issuespdgudation générale non exposée
professionnellement. Les sujets étaient des honaetndes femmes agés de 18 a 65 ans, dont 23

était non fumeurs et 13 étaient fumeurs (plus deigérettes par jour).

Afin d'étudier le potentiel du 30HBaP comme nouvdaomarqueur d’exposition aux
HAP, ses niveaux urinaires ont été comparés a delOHP, métabolite classiqguement utilisé a
ce jour. Un échantillon d’urine du matin pour I'tys®e du 30OHBaP et un échantillon d’urine du
soir pour le 10HP ont été récoltés pour chaque.dlgs concentrations des métabolites ont été
corrigées par la créatinine urinaire et seuls tdsétillons dont les niveaux de créatinine étaient

compris entre 0,3 g/L et 3 g/L ont été inclus di&tsde.

Le dosage du 10HP urinaire a été réalisé au seitalloratoire par une méthode
analytique déja décrite dans la littérature [40tétondant aux normes du systeme de contrdle
externe de la qualité, organisé par la sociéténaliele pour la médecine professionnelle et

environnementale.

La créatinine urinaire a été mesurée par une méthoadifiée de la réaction de Jaffé,
pour prendre en compte les variations inter etaiimtdividuelles de la diurése. Les
concentrations urinaires sont donc exprimées ermmales par mole de créatinine urinaire

(nmol/maol).

La significativité des résultats a été étudiée @irpdu test non paramétrigue de Mann-

Withney pour les comparaisons de moyennes et dunéesparamétrigue de Spearman pour les

\\\\\\
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2.3 Reésultats et discussion

2.3.1 Optimisation de la méthode d’extraction

L'étape d’extraction du 30HBaP est essentielle pbabtention d’'une sensibilité
satisfaisante. En effet, la matrice urinaire caoritae tres nombreux composes pouvant interférer
avec le signal de fluorescence de l'analyte lorssaalétection. De plus, au vu des niveaux

urinaires de 30HBaP attendus, une concentratidi@clantillon était nécessaire.

Certaines méthodes de dosage de métabolites desorHARtilisé I'extraction liquide-
liquide [12, 13] mais cette technique nécessitéroe grands volumes de solvants et demande
beaucoup de temps. La SPE semblait plus approgrigeesentait une sélectivité meilleure pour

la purification des composeés urinaires interférgaés 31, 55].

Les tests de différentes phases solides composantdrtouches d’extraction et de
différents solvants permettant le nettoyage desesriet I'élution du 30OHBaP ont conduit a
I'utilisation des Sep-Pak C18 500 mg (Waters). tessdements d’extraction obtenus étaient de
77,7 +7 %, 76,4 + 0,8 % et 77,8 £ 2,0 % pour descentrations urinaires de 30HBaP
respectivement de 0,4 ng/L, 3 ng/L et 10 ng/L. @&sultats sont en accord avec ceux de

Hollender et al. [31] et meilleurs que ceux desemuéthodes décrites dans la littérature [2, 26].

L’évaporation qui suit cette étape a été réaliskes ¥ide, de maniere a étre totale en 2

heures sans dépasser une température de 50°Cpargciviter une possible dégradation de

'analyte [67].

45



2.3.2 Conditions chromatographiques

Afin d’obtenir un bruit de fond le plus faible pdsle sans utiliser plus de deux colonnes
chromatographiques commercialement disponibles¢despositions de la phase mobile et des

phases stationnaires ont été optimisées.

La séparation des composés dans la premiére cobréié améliorée en alternant les
modes isocratique et gradient. Le temps de cominotates deux colonnes a été réduit a 2
minutes, de maniére a transférer la totalité du B&mP tout en limitant le nombre de composés
indésirables ayant des temps de rétention proah@0O#iBaP sur la colonne C1 de purification.
La phase stationnaire de la colonne d’analyse @i giécifique des HAP, afin que le 30OHBaP
soit mieux retenu que les autres molécules. En, efee métabolite présente une structure tres

proche du BaP et possede donc une forte affinité gotype de phase stationnaire.

Pour la détection, le couple de longueur d’'onde/4&B nm (excitation/émission) a été
retenu pour son rapport signal sur bruit de forahlsupérieur a d’autres couples proposés dans

la littérature et testés lors de notre travail®, 31, 59].

Au final, 'analyse chromatographique et le rectiopdnement des colonnes précédant

I'injection suivante, nécessitaient 45 minutes pahantillon, ce qui est proche des temps

d’analyse des méthodes de dosage publiées [59, 70].
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2.3.3 Performances de la méthode

La méthode a montré une LQ de 0,05 ng/L d’'urinenet LD de 0,02 ng/L d’urine ce qui
est tout fait conforme a I'objectif de travail. Ledssages précédemment décrits et permettant
d’atteindre une sensibilité comparable, ont étéis€aa partir d’'un systéme chromatographique
original [59] ou a partir d’'une UPLC-MS/MS, matéraujourd’hui disponible en laboratoire de

recherche uniquement [58].

Le coefficient de répétabilité obtenu était infariea 3 % et le coefficient de fidélité
intermédiaire inférieur a 4 % pour des concentratiale 0,2 ng/L, 2 ng/L et 16 ng/L.
L'utilisation d’'un automate pour le traitement @alytique a permis d’obtenir ces résultats, qui
sont systématiquement meilleurs que les dosageaspdéjiés, utilisant la SPE [18, 31, 55]. Les
calculs de justesse ont montré des pourcentagdéwuigtion de la valeur cible de 8,1 %, 0,3 %,
et 5 %, pour des concentrations respectivement2ladiL, 2 ng/L et 16 ng/L. La linéarité des
gammes d’étalonnage a été statistiquement validés tintervalle de concentrations de 0,1

ng/L a 20 ng/L.

La figure 8 présente les chromatogrammes issus adageé d’'urines contenant des
concentrations de 30HBaP de 0,2 ng/L (A), inféeeaida LQ (B) et de 10 ng/L (C). Le dernier
chromatogramme est également obtenu pour une ddntla concentration était de 10 ng/L,

lorsque I'étape de SPE a été volontairement onje (
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Figure 8. Chromatogrammes urinaires. A, sujet fun8DHBaP = 0,2 ng/L ; B, sujet non fumeur
30HBaP < LQ ; C, urine surchargée, 30HBaP = 10 ndlurine surchargée et dosage réalisé sans
I'étape de SPE, 30OHBaP = 10 ng/L.

Quelle que soit l'urine analysée, le bruit de fand niveau du temps de rétention du
30HBaP (31,1 min.) était tres faible. Ainsi, un gle 30HBaP a 0,2 ng/L, est facilement
quantifiable. Pour un sujet non fumeur, aucun pi@gpite n’est détecté, démontrant la sélectivité
de la méthode. Il est intéressant de voir que midnsgue I'étape de SPE est volontairement
omise, le bruit de fond au niveau du temps de tiéeru 30OHBaP est tres faible. Cette étape
pré-analytique est donc plus utile pour la conadian de I'échantillon que pour sa purification.
Ce point est important car si la SPE reste esdlentieur pouvoir évaluer les niveaux urinaires
de 30HBaP des sujets fumeurs, elle devient optipeur réaliser le dosage des urines de

salariés dont les niveaux seraient supérieursgll n
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2.3.4 Analyses urinaires

Dans les années 1980, Jongeneelen et al. a préptksation du 10HP pour évaluer
I'exposition aux HAP en mélanges [34]. Son élimimatprincipalement urinaire et la présence
du pyréne en grande quantité dans les mélangessplddques particulaires, ont pour
conséguence des niveaux urinaires de 10HP ded'ahdiug/L, facilitant son dosage en routine.
Pour les mémes raisons, les métabolites urinagedHd\P gazeux ont été largement étudiés [27,
36, 53]. Des différences dans les concentratiomaues de chacun de ces biomarqueurs ont été
retrouvées entre des groupes de sujets fumeumndumeurs, ou entre des salariés exposés par
rapport a la population générale. Néanmoins, &est I'exposition aux HAP particulaires qui
présente un risque cancérogene pour I'homme. Esens, des méthodes de dosage ont été
développées pour analyser en méme temps les méabomono-hydroxylés du
benzo(a)anthracéne, du chryséne et/ou du BaP [131146, 56]. Mais cette approche multi-
analytes manque encore de spécificité et n'a pasip@’atteindre la sensibilité nécessaire a leur

utilisation dans la surveillance biologique de pesition aux HAP cancérogenes.

Dans ce travail, nous avons choisi de développerméthode analytique spécifique du
30HBaP. En effet, ce dernier est le métabolite rioydroxylé majoritaire du BaP [9, 66], seul
HAP classé cancérogéne certain pour I'homme [38]rdvanche, du fait de I'existence d'un
retard de 16 heures dans sa cinétiqgue d’éliminagpian rapport a celle du 10HP, les deux
dosages ne doivent pas étre réalisés dans les né&mastillons urinaires [21, 43]. Ainsi, afin
d’évaluer I'exposition aux HAP sur une méme jourpée ces deux biomarqueurs, le 10HP est
dosé dans les urines récoltées le soir de I'expasitandis que le 30HBaP est dosé dans les
urines récoltés le matin aprés I'exposition. Legeaux urinaires obtenus dans la population de

I’étude sont regroupés dans le tableau V.
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Nombre de 30HBaP 10HP

cigarettes par jour (nmol/mol) (nmol/mol)
med [min;max] med [min;max]
mz+ET mz+ET
n n (n <LD)
0,009 [0,003;0,023] 38 [7;167]
Non fumeurs 0,010 + 0,005 42 + 33
23 (18) 23 (0)
17,8 [10;40] 0,023 [0,003;0,075] 133 [33;330]
Fumeurs 20+8.9 0,029 £ 0,024 162 + 90
13 13 (1) 13 (0)

Tableau V. Concentrations urinaires de 30HBaP e1@klP chez des sujets
fumeurs et non fumeurs. Med, médiane ; min, minimumax, maximum ; m,

moyenne ; ET, écart-type ; n, nombre d’échantillofis < LD), nombre de

dosages inférieurs a la LD.

Dans les urines de sujets non fumeurs 78 % desentnations de 30HBaP sont

inférieures a la LD alors que le 10HP est quantifias tous les échantillons.

Les niveaux urinaires de 10HP sont 3,5 fois plevéd (p<0,001), chez les sujets
fumeurs que chez les non fumeurs et ceux et de ZBHB fois plus élevés (p<0,05). Le dosage
du 30HBaP par la méthode proposée a donc permialdigtion de I'exposition aux HAP au
méme titre que le dosage du 10HP. L’augmentatios fdrte du 1OHP par rapport au 30OHBaP
entre les deux groupes est expliquée par la gegitis importante de pyrene que de BaP, dans
la fumée de cigarette [15]. Ces résultats confitnggalement la présence de 30OHBaP dans les
urines de sujets fumeurs, a des niveaux 5000 fhis faibles que ceux de 1OHP. Les
concentrations de 30OHBaP urinaire quantifiées acit 4rés proches de celles décrites dans la
littérature. Ainsi, Sarkar et al. a évalué a 193lpguantité de ce métabolite éliminée en 24 h
chez des sujets dont la consommation tabagiquiecéraparable a celle de notre étude [58]. Les
niveaux obtenus dans notre travail correspondemeaquantité éliminée en 24 h de 155 pg, en

considérant un volume d’excrétion urinaire moyer24rh de 1,5 L et une concentration urinaire
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moyenne de créatinine égale a 1.5 g/L. Lafontain@lea rapporté des concentrations de
30HBaP de 0,023 nmol/mol dans les urines de 24 sugks fumeurs [38]. Les concentrations
gue nous avons quantifiées le lendemain matinedgdsition a la cigarette sont donc identiques
a celles retrouvées dans des urines de 24 h, rdamahtillonnage est plus simple et plus adapté

a une surveillance biologique de routine.
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Many workers and also the general population are exposed to polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), and benzo[a]pyrene (BaP) was recently classified as carcinogenic for humans (group 1) by the
International Agency for Research on Cancer. Biomonitoring of PAHs exposure is usually performed
by urinary 1-hydroxypyrene (1-OHP) analysis. 1-OHP is a metabolite of pyrene, a non-carcinogenic
PAH. In this work, we developed a very simple but highly sensitive analytical method of quantifying
one urinary metabolite of BaP, 3-hydroxybenzo|a|pyrene (3-OHBaP), to evaluate carcinogenic PAHs
exposure. After hydrolysis of 10 mL urine for two hours and concentration by automated off-line solid
phase extraction, the sample was injected in a column-switching high-performance liquid
chromatography fluorescence detection system. The limit of quantification was 0.2 pmol L~

(0.05 ng L") and the limit of detection was estimated at 0.07 pmol L™' (0.02 ng L™"). Linearity was
established for 3-OHBaP concentrations ranging from 0.4 to 74.5 pmol L™' (0.1 to 20 ng L™"). Relative
within-day standard deviation was less than 3% and relative between-day standard deviation was less

than 4%. In non-occupationally exposed subjects, median concentrations for smokers compared
with non-smokers were 3.5 times higher for [-OHP (p <0.001) and 2 times higher for 3-OHBaP
(7 < 0.05). The two urinary biomarkers were correlated in smokers (p = 0.636; p < 0.05; n = 10) but not

in non-smokers (p = 0.09; p = 0.05; n = 21).

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitously
present in the environment and represent a very rich family of
compounds, since more than one hundred derivatives have been
identified. Produced during incomplete combustion of organic
matter, they are always emitted in the atmosphere as mixtures,
the composition of which strongly depends on the raw material,
combustion circumstances and meteorological conditions. PAHs
occur both in gaseous form and adsorbed to particles, depending
on the volatility of the PAHs species. More highly condensed
molecules with four or more rings are particle bound. whereas
lighter PAHs remain in the gas phase.! PAHs exposure is asso-
ciated with cancer of the lung, skin and bladder.?® Only
benzo[a|pyrene (BaP) is classified as a recognized carcinogen
(group 1) by the International Agency for Research on Cancer
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(IARC), and a dozen of other particulate PAHs are classified in
group 2A or 2B (likely or suspected carcinogens).® High exposure
levels have been reported in some workplaces, such as factories
producing graphite electrodes, aluminium, tar, fireproof material
and coke ovens. The general population is also exposed to PAHs
in tobacco smoke, traffic exhaust, wood heating or industrial
emissions.* In non-smokers, food is responsible for 96% of PAHs
contamination® and some studies have also indicated that dermal
exposure may be an important exposure pathway.”® While
airborne monitoring of PAHs concentrations may underestimate
individual internal burden. biological monitoring of PAHs
metabolites plays an important role in determining the internal
dose, and thus the real exposure taking into account all ways of
absorption.” PAHs can be analyzed in urine by “reverse metab-
olism™,' but this approach is not used for biomonitoring because
of the risk of urine contamination during sampling as well as
unexplained variability.!' Analysis of urinary metabolites of
PAHs is more appropriate. Once PAHs have been absorbed, they
undergo metabolic transformation mediated by enzymes of the
CYP450 family to form epoxides.” These reactive compounds
can react with glutathione. They can also spontaneously rear-
range to form phenols or be catalytically hydrolyzed to form
dihydrodiols.'* These hydroxylated metabolites are excreted in
feces or urine in the form of sulfate or glucuronide conjugates.™
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Over the past 20 years, internal exposure has been determined by
assessment of urinary 1-hydroxypyrene (1-OHP), the mono-
hydroxylated metabolite of pyrene.”® However, pyrene is not
carcinogenic and the ratio between atmospheric concentrations
of pyrene and BaP or carcinogenic PAHs varies depending on
emission sources. Thus, exposure to carcinogenic compounds
cannot be extrapolated automatically from urinary 1-OHP
levels. Inversely, 3-hydroxybenzo[a]pyrene (3-OHBaP), a meta-
bolite of BaP, could possibly assess internal exposure more
accurately in relation to the carcinogenic potential.'® It is difficult
to use because of the high sensitivity of the analytical method
required for biomonitoring. Levels of urinary 3-OHBaP were in
fact 1000 to 30 000 times lower than those of 1-OHP in the urine
of workers exposed to creosote or to coke-ovens, as well as in
dermatological patients after treatment with a coal tar oint-
ment. !> This can be explained by metabolism of BaP in the
form of many metabolites such as phenols, diols, triols, quinones,
tetraols or epoxydes, and by their predominant elimination in
feces, via biliary excretion." Thus, levels of urinary 3-OHBaP are
very low, in the range of pmol L' (ng L"), and most analytical
methods previously published were not sufficiently sensitive to
discriminate environmental exposures. The use of liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)*® or
standard gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)*!
made it possible to reach limits of detection (LOD) in the range
of nmol L' (ug L™"). Romanoff et al** and Sarkar er al*
obtained better sensitivity using isotope-dilution gas chroma-
tography-high-resolution mass spectrometry (GC-HRMS) and
ultra performance liquid chromatography-tandem mass spec-
trometry (UPLC-MS/MS), respectively. However, these prom-
ising techniques for biomonitoring are currently available only in
research laboratories and additional tedious analyte derivatiza-
tion step is necessary. Most analytical methods described used
high-performance liquid chromatogra phy-fluorescence detection
(HPLC-FLUQ).172+2% With this technique, the lowest detection
and quantification limits of urinary 3-OHBaP published were (0.3
pmol L™ (0.08 ng L) and 0.9 pmol L' (0.25 ng L"), respec-
tively.2® The HPLC system consisted of two chromatographic
pumps, four automated switching valves, three purification
columns and one analytical column. This method was used to
perform urinary 3-OHBaP analysis among workers in different
workplaces® and also among non-occupationally exposed
people.* However, it is not easy to use in routine analysis due to
the complex switching system and home-made packed columns.
This paper describes a new analytical method which can be
routinely used for biological monitoring of BaP exposure in the
general population. To achieve sufficient sensitivity to study the
influence of tobacco smoking on concentrations of urinary
3-OHBaP, we chose to associate two steps: after purification and
concentration of urine samples by automated off-line solid phase
extraction (SPE), 3-OHBaP was analyzed by automated column-
switching HPLC-FLD. The method was used to quantify urinary
3-OHBaP concentrations in smokers and non-smokers who were not
occupationally exposed to PAHs. Associations between urinary
3-OHBaP and 1-OHP concentrations were studied. This method
using commercially available SPE cartridges and a conventional
detector will allow us to perform urinary analysis of 3-OHBaP in
routine by many laboratories and, thus, to get missing but important
biological data for evaluation of carcinogenic PAH exposure.

Materials and methods
Chemicals and reagents

Acetate buffer solution (pH = 4.66) was obtained from Merck®
(Germany). All aqueous solutions were prepared with water
purified using the Milli-Q treatment system (Millipore®, USA).
Chromatographic grade methanol G Chromasolv® (purity
99.9%) was obtained from Sigma-Aldrich (Germany) and used
throughout in all methanolic solutions. Ammonium formate
(purity 98%) and formic acid AnalaR Normapur® (purity
99-100%) were purchased from Fluka AG (Switzerland) and
Prolabo (France), respectively. B-Glucuronidase/arylsulfatase
solution (from Helix pomatia) was obtained from Roche
Diagnostics GmbH (Germany). 3-Hydroxybenzo[a|pyrene
(10 pg mL~" in methanol) was from LGC Standards (France).

Apparatus

The SPE off-line system was an automated sample preparation
with extraction cartridges system (GX-271 ASPEC®, Gilson,
France). It consists of an automatic sampling injector module,
a 406 dilutor-pipettor model with 10 mL and 100 uL syringesand
a set of racks and accessories for handling SPE cartridges, urine
samples and solvents.

The SPE cartridges used were Sep-Pak® C18 500 mg with
a capacity of 6 mL (Waters, France). Evaporation was
performed with a Labconco® laboratory concentrator (Kansas
City, USA) composed of a CentriVap® concentrator, a Cen-
triVap® cold trap and a Vacuubrand® CVC 3000 pump
(Wertheim, Germany).

Chromatographic analysis was performed using an HPLC
Waters® Model 2695 separation module with a quaternary
pump (P1), a thermostatted compartment for chromatographic
columns, an autosampler, an automatic injector and an inte-
grated degasser. Autosampler used was composed of a two mil-
lilitres sample loop and a two millilitres injection syringe which
allowed to inject large volumes of sample. This module was
coupled with a Waters 600 controller pump (P2) and a Waters in-
line degasser AF by an automatic ten-ports two-position
switching valve. Detection was performed by a Waters 2475
multi-wavelength fluorescence detector. The purification column
(C1) was a Supelcosil® LC-18 (50 mm x 4 mm, 5 pm) from
Supelco and the analytical column (C2) wasa PAH-C18 (250 mm
x 3 mm, 5 um) from Waters.

Creatinine and 1-OHP analysis

Urine samples were collected in 50 mL polypropylene tubes.
A 2 mL aliquot was twice sampled in order to determine the
quantity of creatinine by Jaffe’s method and 1-OHP concentra-
tion was determined using a previously described method.*
Briefly, aliquot was diluted 1 : 1 in buffer before hydrolysis and
directly injected into the chromatographic system. On-line
extraction of 1-OHP was performed with a Supelguard® CI8
column (Sigma-Aldrich). Finally, 1-OHP elution was performed
with a LiChrospher® C18 column (Merck) by means of a water/
methanol gradient. The excitation wavelength of the fluorescence
detector was 333 nm and the emission wavelength was 390 nm.
The LOD was 91.6 pmol L' (20 ng L™"). The laboratory meets
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the German Society for Occupational and Environmental
Medicine external quality control system for 1-OHP.

Development and validation of 3-OHBaP analysis

Pre-analytical procedure. A 10 mL aliquot of urine was diluted
1: 1 in buffer to adjust the pH to 4.6. The sample was incubated
for 2 h at 37 °C in a water bath, with 20 pL of B-glucuronidase/
arylsulfatase in a 50 mL Falcon® tube (Becton Dickinson Lab-
ware, USA). Time of hydrolysis was based upon published
data.?®*? After hydrolysis, the mixture was centrifuged at
4000 rpm for 10 min at 4 °C, before performing SPE using the
ASPEC® system.

The first step consisted of washing the needle and the external
tubing with 2 mL of methanol. Between each step, the needle and
the transfer tubing of the dilutor were rinsed with 1 mL of
methanol and a 30 pL air gap was generated inside the transfer
tubing before aspiration of other liquids in order to avoid cross-
contamination. The SPE cartridge was first conditioned with
5 mL of methanol and 10 mL of 30 : 50 (v/v) methanol : water
mixture. The whole sample was loaded onto the SPE cartridge.
The washing step was performed with the same 30 : 50 (v/v)
methanol : water mixture. 5 mL of methanol was required for
elution, and the eluate was transferred into a glass tube of 8 mL
closed by a septum. Automated SPE conditions are summarized
in Table 1. The methanol extract was evaporated to dryness at
50 °C under vacuum within 120 min. The dry residue was dis-
solved in 500 L of methanol and ultrasonicated for 5 min before
dilution 1 : 1 in water. Lastly, 400 pL of the sample were injected
into the chromatographic system.

Analytical conditions. HPLC analysis was performed at a flow
rate of 0.8 mL min~" using 0.5 mM formate buffer and methanol.
Formate buffer was obtained after dissolution of ammonium
formate in water and addition of formic acid to reach a pH = 3.5.
Both columns C1 and C2 were thermostatted at 30 °C while
samples were kept at 10 °C. Excitation and emission wavelengths
were fixed at 425 and 465 nm, respectively.

During sample injection, the system was in “analysis position™
(Fig. 1A). The C1 column performed an initial separation of
urinary compounds with a mobile phase (E1) while C2 was
preconditioned by the mobile phase E2. Between 18 min and
20 min, the switching valve was turned to its alternate position
(Fig. 1B) to transfer analytes to C2, i.e. just at the time of elution

Table I Automated solid-phase extraction scheme
Dispensing
Volume/ flow-rate/
SPE steps Liquid mL mL min!
Conditioning Methanol 5.0 5.0
Methanol : 10.0 5.0
water
(50 : 50;viv)
Sample Hydrolyzed 15.0 10.0
loading urine
Washing Methanol : 10.0 10.0
water
(50 50:viv)
Elution Methanol 5.0 5.0

P1 | Detector |

/3 P2

@}

| Detector

N\ P2
Z

B L o

Fig. I (A) Chromatographic system in the “analysis position™ the Pl
pump provides a gradient on the C1 column and the P2 pump provides
a gradient on the C2 column. (B) Chromatographic system in its alternate
position to transfer analytes from C1 to C2: the How rate of P1 is diverted
to trash and the P2 pump provides a gradient on both columns.

of 3-OHBaP from CI, known as “heart-cut™.*® The C1 and C2
columns were eluted by E2 using the P2 pump while the flow rate
of P1 was diverted to trash. After the system returned to the
“analysis position” (Fig. 1A), elution of 3-OHBaP was per-
formed using a linear gradient of solvent on the C2 column while
C1 was cleaned and reconditioned with E1 to prepare the next
injection. Elution gradients and associated switching valves
positions are summarized in Table 2.

Standards and calibration curve. A stock solution of 3-OHBaP
(10 pg mL~") was prepared and diluted in methanol to obtain
three working standard solutions: 40 ng mL~" (S1), 2 ng mL~'
(S2) and 0.2 ng mL~" (S3). No loss of 3-OHBaP occurred during
the storage of stock solution at —18 °C for six months.

The calibration curves were carried out by spiking 3-OHBaP in
a 10 mL aliquot of blank urine at concentrations of 0.4, 1.9, 11.2,
37.3,74.5 pmol L-'(0.1,0.5, 3, 10, and 20 ng L-"). These samples
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Table 2 Composition of mobile phases and position of switching valve
during the whole run. Valve is in analysis position (A) or alternate
position (B) and solvent proportions of elution gradient can be stable (—)
or in progress (|)

Mobile phase El Mobile phase E2

Formate
Time/ Formate buffer Methanol Position buffer ~ Methanol
min (%) (%) of valve (%) (%a)
0 100 0 A 20 80
2.0 100 0 A — —
6.0 70 30 A — —
8.0 70 30 A — —
10.0 50 50 A — =
12.0 50 50 A — —
130 | 1 A 20 80
140 20 80 A | !
18.0 16 84 B 15 83
20.0 14 86 B 13 87
240 10 90 A ! !
250 0 100 A | 1
00 0 100 A | !
310 50 50 A 1 !
20100 0 A | !
33.0 — — A 0 100
35.0 — — A 20 80
45.0 100 0 A 20 80

were analyzed as described above for experimental samples.
Non-smokers and non-occupationally exposed volunteers
provided blank urine samples. Since no commercial certified
solution of 3-OHBaP was available, internal quality control
(QC) samples were prepared in blank urine samples at 3-OHBaP
concentrations of 0.7, 7.5 and 59.6 pmol L' (0.2, 2 and 16 ng
L-"). For a given urine sample, the retention time was compared
with that of an external standard, and 3-OHBaP was quantified
by the peak area measurement method.

Analytical validation. The analytical validation procedure was
in accordance with the recommendations of the French Stan-
dardized Technical Specifications® and those of the French
Society of Pharmaceutical Science and Technology.*® Extraction
recovery, linearity, accuracy, precision, LOD and limit of
quantification (LOQ) were determined. Unfortunately, no
external quality control or no Certified Reference Materials exist
for 3-OHBaP analysis in urine.

In order to determine the losses which occur during extraction,
blank urine samples were spiked with 3-OHBaP at 1.5, 11.9,
35.8 pmol L' (0.4, 3.2 and 9.6 ng L") in triplicate for each
concentration and purified by automated SPE as described
above. In addition, blank urine samples from the same pool were
directly purified by automated SPE, then eluate was spiked with
3-OHBaP at the same amounts as previously described. The
extraction recovery was calculated from the quotient = standard
error of the area units which were obtained by spiking urine
samples before and after SPE.

Linearity was established from three calibration curves
prepared on three different days. Two statistical tests with « =
0.05 were performed: the Cochran test to evaluate the homoge-
neity of variances and the Fisher—Snedecor test to study the
difference between zero and the deviation from linearity.

Accuracy and precision were determined using QC at 0.7, 7.5
and 59.6 pmol L-'. For each concentration, the same sample was
analyzed six times on three different days. Accuracy was quan-
tified by calculating the percentage deviation from the mean of
the target value. Precision was determined by calculating relative
standard deviations for within-day (RSDy;yp) and between-day
(RSDgg) precision.

The LOD was estimated by multiplying by three the signal-to-
noise ratio (S/N) of 30 blanks. The LOQ was equal to the lowest
concentration with a relative standard deviation (RSD) <10%
from the analysis of 10 spiked urine samples.

Study population

The subjects were healthy male volunteers between 18 and 65
years old, non-occupationally exposed to PAHs: 23 non-smokers
and 13 smokers (> 10 cigarettes per day). The participants lived in
Grenoble or in its suburbs. They were given no special instruc-
tions concerning diet. One morning urine sample for 3-OHBaP
analysis and one evening urine sample for 1-OHP analysis were
collected from each participant during February and May. All
metabolite concentrations were normalized to urinary
creatinine. Only samples with a creatinine level between 2.7 and
26.5 mmol L' (0.3 and 3 g L") were included in the data
analysis.

Statistical analysis was conducted with SPSS Statistics 17.0
software (SPSS, France). Metabolite concentrations lower than
the LOD and lower than the LOQ were assigned values equal to
half of their value. Non-parametric tests were performed to
compare urinary concentration values of the two groups (Mann—
Withney test) and to study their correlations (Spearman test).
p and p values under 0.05 were considered significant.

Results and discussion
Optimization of the extraction method

To achieve a very low detection limit, a step of purification and
concentration of urine samples was necessary before analysis. To
this end, the liquid-liquid extraction (LLE) method has been
employed for PAHs,*'2* but it requires large volumes of solvents
and is tedious and time-consuming. Due to its better selectivity
for sample purification, SPE seems more appropriate.***7:*®
Furthermore, SPE can be automated, unlike LLE. The control
flow of sample loading, cartridge washing and analyte elution
makes it possible to optimize the extraction recovery of metab-
olites and to improve reproducibility. The first step was to test
the 3-OHBaP recovery of different SPE cartridges using different
solvent mixtures for cartridge conditioning, washing and analyte
elution. Because of excessive retention of 3-OHBaP in the
cartridge, whatever the solvent mixture used, resulting in poor
recovery, Oasis® HLB 200 mg and 150 mg (Waters, France)
were not retained. On the contrary, considerable loss of analyte
during sample loading was observed with Sep-Pak® C& 500 mg
SPE cartridges (Waters, France). The best results were obtained
with Sep-Pak® C18 500 mg SPE cartridges: the extraction yields
obtained were 77.7 & 7%, 76.4 £ 0.8% and 77.8 &£ 2.0%, for 1.5,
11.9 and 35.8 pmol L' of urinary 3-OHBaP, respectively.
These results were in the same range as those of Hollender
et al.,*” but better than those of other studies where recoveries
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reached about only 60%.'"* Indeed, the improvement in
recovery was achieved—thanks to the cartridge conditioning and
washing with methanol : water mixture. Firstly, it led to better
purification of the sample without elution of analyte during the
wash. Secondly. it prevented excessive retention of 3-OHBaP
during loading. Consequently, 5 mL of methanol were sufficient
for analyte elution. But in the case of 3-OHBaP, the difficulties of
the SPE step were not only correlated with too much or too little
retention in the cartridges. Wang et al. succeeded in improving
extraction recovery of 3-OHBaP using gold nanoparticles instead
of the classic evaporation step. showing that because of degra-
dation of the analyte, evaporation was also a limiting step.®® In
this work, the low elution volume used was rapidly evaporated
(120 min) at only 50 °C, which ensured the absence of analyte
degradation during this step.

Chromatographic conditions

Sensitivity 1s much better when background noise is low, which
implies excellent chromatographic separation of the compounds.
Sample clean-up can be improved by increasing the number of
columns®® or by using special columns.®® For trace determination
of urinary 3-OHBaP with a more conventional system, the
performances of the mobile and solid phases had to be optimized.

The pH was adjusted to reduce the interactions between
urinary impurities and the column’s stationary phase without
changing the retention time of 3-OHBaP. A low concentration of
formate buffer (0.5 mM) was sufficient to reach a pH of 3.5,
avoiding any risk of crystallization of salts in the chromato-
graphic system. Finally, background noise was limited by the use
of very high purity methanol and pure methanol was injected to
check purity before each series of analyses.*® Addition of vitamin
Cat 5.7 umol L=' (1 mg L=")in the mobile phase to improve peak
resolution has been proposed by several authors.***”* However,
this option was not retained because it led to a column memory
effect.

For separation on the Cl column, the gradient used was
optimized. During start of the run, isocratic and gradient modes
were alternated in order to improve purification. Then, between
14 and 24 min the percentage of methanol was increased from 80
to 90%, so as to obtain the best separation. In consequence, only
3-OHBaP and some compounds whose elution took place
exactly during the time of switch were injected into the analytical
column. The switching time was set at 2 min to ensure complete
transfer of 3-OHBaP from C1 column to C2 column without
transfer of undesirable compounds.

For the second separation, the gradient was determined so that
the percentage of methanol during the switch was the same in
both chromatographic columns. Consequently, the interfering
peaks had a poor retention in C2 column and were eluted very
close to the switch. On the contrary., 3-OHBaP was eluted later at
about 31 min (Fig. 2). This can be explained by the choice of the
stationary phase of C2 column which was specific for PAHs
analysis. Indeed, the chemical structure of 3-OHBaP is very
similar to that of BaP and is responsible for its strong affinity
with this stationary phase.

To perform the detection, many couples of wavelengths were
proposed in the literature: 248/439 nm, 265/430 nm, 262/439 nm
or 425/460 nm (i excitation/i emission).'®**2%3 In order to

minimize the background response and increase the selectivity,
the couple 425/460 nm was chosen because of a high A excitation.
Interfering peak was never observed with these wavelengths.

Finally, the run time was set at 45 min so that the columns
were fully reconditioned before the next injection, in accordance
with other data.***

Method performance

LOQ was 0.2 pmol L~ (0.05 ng L-") with an RSD of 9%, and
LOD was estimated at 0.07 pmol L' (0.02 ng L") using either
area or height peak measurement. RSDyr was less than 3% and
RSDgey was less than 4% for 0.7, 7.5 and 59.6 pmol L'
Percentage deviations from the mean of the target value (accu-
racy) were 8.1%, 0.3% and 5% for 0.7, 7.5 and 59.6 pmol L™,
respectively. Linear equations of calibration curves were y =
153206x + 7218.3 (* = 0.999), y = 144 371x + 13724 ( =
0.999) and y = 145359x — 13699 (* = 0.999) on three days
respectively. The Cochran test did not identify any significant
heterogeneity of variance. The Fisher—Snedecor test showed that
the slope was significantly different from zero and there was no
significant deviation from linearity. The mean regression equa-
tion of the three calibration curves was y = 147 645x — 1703 (* =
0.943). The linearity of the analytical method was thus estab-
lished for 3-OHBaP concentrations ranging from 04 to
74.5 pmol L7,

Gundel ¢ al obtained a LOD of 22.4 pmol L' (6 ng L")
combining off-line and on-line SPE.*® However, this sensitivity
was not sufficient for urinary 3-OHBaP monitoring and an
expensive “tailor-made™ pre-column was necessary. Ariese
et al.'” reached an LOD of 1.9 pmol L~ (0.5 ng L") with only
one Cyg column, but with a time-consuming derivatization step
of 3-OHBaP and a sophisticated laser-excited Shpol’skii spec-
trometry detector., Only use of four columns with different
stationary phases made it possible to reach an LOD of 0.3 pmol
L' (0.08 ng L7') and an LOQ of 0.9 pmol L~' (0.25 ng L").%
However. this approach used a complex home-made switching
system and the four columns had to be packed in the laboratory.
To obtain a LOQ of 0.2 pmol L' (0.05 ng L"), Sarkar er al.
recently developed a method using a new sensitive sysiem, ie.
Acquity UPLC® coupled with AB/Sciex API 5000®. However,
this promising technique for biomonitoring is currently available
only in research laboratories and requires tedious analyte
derivatization step.

The method we propose reached an excellent sensitivity and
specificity performances using conventional detector, and
commercially available SPE cartridges making it a method of
choice for routine analysis of the 3-OHBaP in urine. Finally,
thanks to automated extraction, intraday and interday variabil-
ities were always lower than those of other authors who used
SPE,*»2227 justifying the fact that we did not use an internal
standard.

Results are shown in Fig. 2. The peak of Fig. 2A corresponded
to a 3-OHBaP urinary concentration of 0.7 pmol L-! (0.2 ng
L"), ie. a very low level, and was clearly seen. Conversely, after
injection of a non-smoker urine sample, background noise was
very low and no peak could be identified, demonstrating the
selectivity of the method (Fig. 2B). To monitor the relevance of
SPE step, 400 pL of hydrolyzed urine spiked with 37.3 pmol L~!
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Fig.2 Chromatograms of human urine samples: (A) smoker, 3-OHBaP =0.7 pmol L ' (0.2 ng L ') (B) non-smoker, 3-OHBaP < 0.2 pmol L' (0.05 ng
L") (C) spiked blank urine with SPE step, 3-OHBaP =37.3 pmol L' (10 ng L™"); (D) spiked blank urine without SPE step, 3-OHBaP = 37.3 pmol L™

(10ng L.

(10 ng L") of 3-OHBaP were injected with and without this pre-
analytical handling (Fig. 2C and D). In either case, the 3-OHBaP
peak was well separated from the other urinary compounds.
Analyte response was 10 times lower due to the absence of
sample concentration and background noise remained low. SPE
step was more useful to concentrate than to purify the sample. [
the SPE concentration step and the collection of an important
volume of urine are necessary to achieve the sensitivity required
for quantification of 3-OHBaP patients smoking, it will be
possible to omit the SPE concentration or to reduce the volume
of urine sample to evaluate PAH exposure among workers
involved in industrial sectors where 3-OHBaP levels are higher
than 1 ng L',

Toriba et al identified the 1-, 3- and 9-OHBaPs as in vitro
major metabolites of benzo[a]pyrene by recombinant P450 1Al
and observed a co-elution between 1- and 3-OHBaP under simple
analytical conditions.” However, with more efficient analytical
separation, only the 3-OHBaP was detected in human urine
because its fluorescence intensity was between five and eight fold
higher than other monohydroxy-benzofa|pyrene isomers.
Moreover, 3-OHBaP concentrations were always much higher
than those of 9-OHBaP in urine of rats whatever the route of
absorption.' So even if a coelution of different isomers is always
possible, the quantification bias of 3-OHBaP level will be very
small due to low abundance and low fluorescence intensity of
other isomers.

Urinary analysis

Jongeneelen et al. were the first to propose 1-OHP for PAHs
biomonitoring.'® This pyrene metabolite is the most common
biomarker of exposure to these compounds. Pyrene is one of the
most predominant particular PAHs in atmospheric mixtures and
its metabolism produces only a single monohydroxylated
metabolite eliminated in urine, due to its high rotational

symmetry.*" Thus, levels of urinary 1-OHP were in the nmol L™
(ng L") range, which facilitated its analysis.” In the same way,
metabolites of gaseous PAHs like naphthalene, fluorene or
phenanthrene were also studied.*—* Significant differences were
found between smokers and non-smokers and between pre- and
post-shift workers for all these biomarkers. Indeed, like 1-OHP,
their glucuronide conjugates are principally eliminated in urine,
and their parent compounds are present at high levels in
mixtures. However, except naphthalene which has been classified
as possibly carcinogenic to humans (group 2B) by the IARC,
neither pyrene nor other gaseous PAHs are carcinogenic and
ratios between them and BaP are a function of emission sources.
Even if these biomarkers appear to be good indicators of total
PAHs exposure, carcinogenic risk cannot be extrapolated from
their urinary concentrations.

For these reasons, we chose to study urinary 3-OHBaP.
Although BaP represents less than 5% of atmospheric particulate
PAHs and its metabolites are principally eliminated in feces. it is
the only PAH classified as a recognized carcinogen (group 1) by
the IARC.? Consequently, a very highly sensitive method was
necessary for its analysis because its urinary levels were in the
pmol L' (ng L-") range.

Various methods have been developed to analyze mono-
hydroxy-benzo|a]anthracene, -chrysene, and/or -BaP in the same
run. 22474496 [ these studies, all concentrations of urinary
3-OHBaP were below the LOQ because of inadequate sensitivity.
Only Gundel et al. succeeded in quantifying this metabolite in
urine samples from workers engaged in the production of fire-
proof materials, and found a median concentration of 5.9 nmol
mol~! creat (21 ng L' for a mean urinary creatinine concentra-
tion of 1.5 g L"), ie. very high urinary levels.*” Moreover,
3-OHBaP urinary excretion reaches a maximum 16 h afier that of
1-OHP after respiratory or intravenous intake,***’ preventing the
analysis of these two metabolites in the same urine sample. In this
study, the analytical method that we developed did not
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Table 3 Urinary concentrations of 3-OHBaP and 1-OHP for smokers and non-smokers. Values corresponding to the median (med), minimum (min),
maximum (max), mean () £ standard deviation (SD), number of samples (n) and number of samples with a concentration below the LOD (n < LOD)

are presented. N.R.: not relevant

Number of cigarettes consumed per day
med [min;max]. m + SD, n

3-OHBaP/nmol mol ' creat
med [min:max], m = SD. n (n < LOD)

1-OHP/nmol mol ' creat
med [min:max]. m £+ SD, n (n < LOD)

Non-smokers N.R.
Smokers 17.8 [10:40]. 20 + 8.9, I3

0.009 [0.003:0.023], 0.010 £+ 0.005, 23 (I8)
0.023 [0.003:0.075). 0.029 + 0.024. I3 (1)

38 [T:167], 42 £ 33, 23 (0)
133 [33;330]. 162 + 90, I3 ()

simultaneously analyze several metabolites, but was specific to
a single metabolite, in order on the one hand to reach sufficient
sensitivity and on the other hand to evaluate exposure within the
appropriate sampling time.

Urinary 3-OHBaP and 1-OHP were analyzed in smokers and
non-smokers. In order to investigate how tobacco consumption
affected urinary concentrations, and because of their different
toxicokinetics, evening and next morning urine samples were
collected and analyzed for 1-OHP and 3-OHBaP, respectively.
For smokers, median values were 0.023 nmol mol™' creat for
3-OHBaP and 133 nmol mol™' creat for 1-OHP. All urinary
concentrations were above the LOD except for one sample in the
case of 3-OHBaP (Table 3. Fig. 3). For non-smokers, median
values of urinary concentrations were 0.009 and 38 nmol mol™'
creat for 3-OHBaP and 1-OHP, respectively. 78% of 3-OHBaP
concentrations were below the LOD whereas all 1-OHP
concentrations were above (Table 3, Fig. 3). One urine sample
from a non-smoker was found to contain a 3-OHBaP concen-
tration above the LOQ (C = 0.2 pmol L"), probably due to
a diet rich in BaP. For both metabolites, urinary levels were
statistically higher in smokers than in non-smokers. Median
values were 3.5 times higher (p < 0.001) for 1-OHP and 2 times
higher (p < 0.05) for 3-OHBaP. This difference resulted from
higher levels of pyrene than BaP in cigarette smoke.™ As
expected, 3-OHBaP concentrations were on average 5000 times
lower than 1-OHP concentrations. Correlation between the two
biomarkers was significant for smokers (p = 0.636;p < 0.05;n =
10). In this group, the most important source of PAHs exposure
was tobacco consumption, and all subjects were exposed to
a similar mixture of PAHs resulting from cigarette smoke.
Inversely, there was no significant correlation for the non-
smokers group (p = 0.09; p > 0.05; n = 21). This can be explained
by the number of urinary 3-OHBaP concentrations below the
LOD and the different sources of exposure for each subject.

These results were in accordance with previous studies. Using
a very sensitive method, Leroyer et al. were unable to detect
3-OHBaP in urine samples from non-occupationally exposed
non-smokers.’ Using the same analytical technique, Forster
et al. found median values of urinary 3-OHBaP concentration
ranging from 0.21 to 0.54 nmol mol~' creat (from 0.77 to 1.90 ng
L~' for an average urinary creatinine concentration of 1.5 g L™")
among workers exposed to high atmospheric levels of PAHs in
the industrial sectors of coking plants, refractories, converter
infeed and graphite electrode production.® Significant correla-
tions were found between urinary 1-OHP and 3-OHBaP.
However, these values were obtained without taking into
account the gap between 3-OHBaP and 1-OHP excretion and
both metabolites were quantified in the same sample.
Considering a volume of urine excreted in 24 h equal to 1.5 litres
and an average of urinary creatinine concentration equal to

0.08 *
0.06 - A
F
'_g 0.04
;
0.02
0.00 -
Non-smokers Smokers
m -
whdk
300 - B
®
o
[&]
£ 20-
:_g‘. -
100 - "
o -
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Fig. 3 Box plots for 3-OHBaP (A) and 1-OHP (B) urinary concentra-
tions for smokers and non-smokers. Horizontal lines represent from
bottom to top: the minimum, 25", 50'", 75" percentiles and the maximum
when the outliers (@) and the extreme values ( A ), which are outside the
1.5 and the 3 box length range from the upper and lower value of the box,
respectively, are not considered. The statistical significance of differences
between the two groups is shown: * p < 0.05; **¥ p < 0.01.
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1.5 g L', the averages of urinary 3-OHBaP concentrations were
around 155 pg/24 h and 54 pg/24 h for smokers and non-
smokers, respectively. These values were close with those of
Sarkar et al which found an average of urinary 3-OHBaP
concentrations equal to 193 pg/24 h and 56 pg/24 h for smokers
and non-smokers, respectively, with a comparable tobacco
consumption among smokers population.?* The poor difference
observed in the smokers group can be explained by the approx-
imation made to compare data. Indeed, Lafontaine et al
reported medians of urinary 3-OHBaP concentrations equal to
0.023 nmol mol ™' creat and 0.011 nmol mol~' creat for smokers
and non-smokers. respectively, ie. perfectly matched with our
results.® Thus, 3-OHBaP concentrations determined in urine
samples collected the next morning were very close to the 24 h
concentrations and sample collection was easier.

Conclusion

The proposed method reached high sensitivity to detect urinary
3-OHBaP levels below 0.2 pmol L~'. The chromatographic
system was very simple because only one switching valve and two
solvents were used. Moreover, all materials used were commer-
cially available, in particular the chromatographic columns, and
SPE, considered the most laborious step, was entirely automated
thanks to ASPEC. Pre-analytical sample preparation was not
time consuming and the robustness of the method was improved.
The extreme simplicity and the low cost of our method will allow
us to perform urinary analysis of 3-OHBaP in routine by many
laboratories and, thus, to get missing but important biological
data for evaluation of carcinogenic PAH exposure.

Biomonitoring has the advantage to take into account all the
environmental and occupational PAH emissions and all routes of
absorption even if it is difficult to distinguish the part of occu-
pational and environmental sources to explain low urinary levels
of 3-OHBaP. Health risk is linked to internal dose whatever be
the source of pollution. In order to use a metabolite as
a biomarker of exposure to ubiquitous pollutants, it is important
to know the background level of general population. The
performances of our method make it possible to study tobacco
consumption as a source of exposure to BaP in non-occupa-
tionally exposed populations. Urinary 3-OHBaP concentration
was significantly higher in smokers than in non-smokers. This
biomarker can therefore be used as a sensitive and specific indi-
cator of occupational carcinogenic PAHs, levels monitored in
workplaces becoming lower and sometimes closer to those of the
general environment.
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3. UTILISATION DU 3-HYDROXYBENZO(a)PYRENE
DANS LA SURVEILLANCE BIOLOGIQUE DE
L'EXPOSITION AUX HYDROCARBURES
AROMATIQUES POLYCYCLIQUES DE
POPULATIONS PROFESSIONNELLEMENT

EXPOSEES
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3.1 Contexte scientifique

Peu d’études ont a ce jour évalué I'exposition A& en site industriel par le dosage du
30HBaP urinaire. Premierement, le manque de sditsitde plusieurs techniques de dosage a
empéché la mise en évidence de différence entreolesentrations urinaires au sein de groupes
exposeés et non exposés [2, 12]. Deuxiemement émdtats disponibles montrent une grande
variabilité des niveaux de ce métabolite, maiseigeht des ratios 10HP/30OHBaP. Ces données
confirment l'intérét de procéder au dosage, par om&hode adaptée, du 30OHBaP dans les

échantillons urinaires de salariés exposés a diftés sources d’émission de HAP.

Des niveaux extrémement élevés ont été décrits bamsecteur de la fabrication de
disques de carbone, avec une concentration urima@amum en 30OHBaP de 35 nmol/mol,
tandis que des niveaux plus faibles mais supérizwesux de témoins fumeurs ont été retrouvés
dans le secteur de la créosote, avec une condentrainaire minimum en 30OHBaP de 0,14
nmol/mol [38]. Une autre étude, a évalué les nixede 30OHBaP et de 10HP dans les urines de
fin de semaine fin de poste (FSFP) de plus de 20@riés de quatre secteurs industriels
différents [19]. Les médianes des niveaux de 30H&akent de 0,22 nmol/mol dans une usine
de fabrication de coke, 0,46 nmol/mol dans la fadiidn de pierres réfractaires, 0,51 nmol/mol
dans une industrie de transformateurs et de 0,5dl/mwol pour le secteur de production
d’électrodes en graphite. Les ratios 10HP/30HBaRaieat de 1960 dans la production
d’électrodes de graphite a 10140 dans la produd@coke, démontrant une forte variation de la
composition des sources d’HAP et particulieremesd khtios BaP/pyrene dans ces différentes
industries et confirmant I'impossibilité d’évalugmécisément le risque cancérogene lié a
I'exposition au BaP par le dosage du 10HP uniquémen revanche, les deux métabolites

étaient bien corrélés dans chacun des secteudsiigamt une certaine homogénéité des ratios
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BaP/pyrene au sein d’'une méme industrie. Il estomamt de noter que ces résultats ont été
obtenus a partir d’échantillons urinaires de FSEBys que la cinétique d’élimination du
30HBaP est plus lente que celle du 10HP. En &Henhdre et al. a montré que la moyenne du
temps de décalage entre leur pic d’excrétion regpait de 15 heures [21]. En ce sens, 'INRS
recommande de réaliser un prélévement urinairedddmain matin de I'exposition (soit en fin
de semaine fin de poste + 16 heures (FSFP+16)j,laoéalisation du dosage du 30OHBaP [50].
Dans I'étude de Forster et al., le risque est dor&e sous-estimation de I'exposition des salariés
au BaP. Pourtant, les niveaux urinaires releves ks secteurs étudiés sont de dix a plus de
vingt fois supérieurs a ceux rencontrées chez desoitss fumeurs non exposeées

professionnellement.

Une valeur limite de 30OHBaP dans les urines de F&ERgale a 0,4 nmol/mol a été
proposée par I'INRS [50]. Cette valeur correspous aiveaux attendus de 30HBaP dans les
urines de FSFP+16 de salariés exposés a une catmemten BaP é€gale a la valeur guide
proposée par la CNAM, c'est & dire 150 ng/mNéanmoins, le défaut de cette approche est
d’utiliser une corrélation mathématique entre degaux urinaires de 30HBaP et des niveaux
atmosphériques de BaP, alors que l'absorption éetamu poste de travail est une voie

importante d’exposition aux HAP.

Le but de notre travail est d’évaluer les niveaualdgiques de 30HBaP issus de
I'exposition aux HAP, dans le secteur de la faltiocadu silicium et celui de la fabrication
d’électrodes de carbone. La cinétique d’éliminatience métabolite a également été étudiée par
la comparaison des concentrations obtenues dansites de début de semaine début de poste
aprés 48 h sans exposition (DSDP), de FSFP et dd+%5. Enfin, les résultats ont été

comparés aux niveaux de 10HP obtenus dans ces né@&mastillons urinaires.
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Par ce travail, l'utilisation en routine de la matle analytique mise au point, la
pertinence et les modalités d’utilisation du 3OHRBaaire en tant biomarqueur d’exposition

aux HAP, ont été évaluées.

3.2 Matériel et méthode

3.2.1 Population de I'étude

Le groupe était constitué de 82 sujets de sexe utiadtavaillant dans des usines de
production de silicium (N=38) et d’électrodes debcmes (N=44) de la région Rhéne-Alpes. La
distribution de I'age et la consommation de cigageétaient équivalentes dans les deux secteurs

(p>0,05).

3.2.2 Modalités de recueil des urines

Chaque salarié a réalisé les prélévements urinsurgant :

- En DSDP a son arrivée sur le site industriel, enper jour de sa semaine de travail et
avant sa prise de fonction,

- En FSFP apres son avant derniéere journée de tidedél semaine et avant son départ du
site,

- En FSFP+16 a son arrivée sur le site industriedelmier jour de sa semaine de travail et

avant sa prise de fonction.

Les urines ont été prélevées dans des pots enrppigpne de 50 mL, puis stockées a
+4°C sur site. Immédiatement apres, elles ontratésportées en boite isothermes et congelées a

-80°C au CHU de Grenoble. Au total 246 échantillorisaires ont été récoltés.
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3.2.3 Réalisation des dosages

Les urines étaient précédemment décongelées adutdDt la nuit.

Sur chacun des préléevements urinaires ont été dosés

- Le 30HBaP par la techniqgue analytique détailléesdn précédent chapitre [5].
Brievement, un aliquot urinaire de 10 mL est soutisydrolyse enzymatique et a une
étape de SPE, puis le 30HBaP est quantifié par HPLLT,

- Le 10HP par une technique analytique déja décatesda littérature [40]. Brievement,
un aliquot urinaire de 2 mL est soumis a hydrolgseymatique puis le 10HP est
quantifié par HPLC-FLD,

- Lacréatinine par une méthode modifiée de la réacte Jaffé.

Seuls les salariés dont les concentrations deimi@aurinaire, pour les trois moments de
prélevements, étaient comprises entre 0,3 g/L @t 3nt été inclus dans 'étude. Au total 492
dosages de métabolites de HAP ont été réaliseP&CHFLD, dont 246 apres une extraction en

phase solide.

3.2.4 Statistiques utilisés

Les résultats du dosage des deux biomarqueursgaiemoment de prélévement et dans
chacun des groupes de salariés ont été décrits par
- La médiane, le minimum et le maximum,
- La moyenne géométrique et le88percentile,

- L’effectif et le nombre de dosage inférieur a la.LD
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Les concentrations urinaires qui étaient inférisugela LD, quelle que soit I'analyse
concernée, ont été remplacées par la moitié dalérde la LD. Le risque d’errewr)(de tous

les tests statistiques a été fixé a 5 % (0,05).

La distribution des concentrations urinaires ntéf@s gaussienne, avec beaucoup de
faibles valeurs et quelques valeurs extrémes. (Jestquoi les concentrations urinaires en
nmol/mol ont été mathématiquement transforméeseen lbgarithme népérien. Le test non
paramétrique de Shapiro-Wilk a été utilisé pousstaer que la distribution de ces valeurs
transformées suivait une loi normale. Ainsi, aipae ces valeurs transformées, la significativité
des différences entre les moyennes des concensaties groupes, a été évaluée par le test
paramétrique de Student (séries indépendantes phariéps) et les relations entre les

biomarqueurs ont été étudiées par le coefficierdadeglation linéaire de Pearson (r).

3.3 Résultats

3.3.1 Concentrations urinaires de 30OHBaP

Les niveaux urinaires de 30HBaP, pour les deuxesestindustriels, sont synthétisés
dans le tableau VI et représentés dans la figuife&éhelle a été volontairement tronquée a 2,0

nmol/mol afin de faciliter la lecture graphique).
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30HBaP DSDP 30HBaP FSFP 30HBaP FSFP+16
(nmol/mol) (nmol/mol) (nmol/mol)

méd [min-max]

m ; 95™¢
N (n<LD)
0,02 [0,01-0,93] 0,15 [0,01-1,09] 0,16 [0,01-1,21]
SILICIUM 0,03:0,22 0,15: 0,74 0,17 : 1,14
38 (9) 38 (2) 38 (1)
ELECTRODES DE 0,10 [0,01-0,93] 0,40 [0,03-14,00] 0,40 [0,02-9,09]
CARBONE 0,09 ;0,39 0,37 :2,89 0,38 ;4,59
44 (0) 44 (0) 44 (0)

Tableau VI. Concentrations urinaires de 30HBaP dttez salariés exposés aux HAP dans les
secteurs de la production du silicium et d’électodie carbone. Méd, médiane ; min, minimum;
max, maximum ; m, moyenne géomeétrique $"935™ percentile ; N, effectif ; n<LD, nombre de
concentrations inférieures a la limite de détection
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Figure 9. Boites & moustaches représentant lesumverinaires de 30HBaP
(nmol/mol). Les lignes horizontales représentenbae en haut : le minimum, le
25°™ percentile, la médiane, le “FSpercentile et le maximum, lorsque les valeurs
extérieures €) et extrémes (*), qui sont respectivement supéea 1,5 et 3 fois
I'espace interquartile, sont écartées.
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Dans le secteur de la production de silicium, 24dés échantillons de DSDP sont
inférieurs a la LD alors qu’ils ne sont que 5 %retins de 3% a I'étre, dans les échantillons de
FSFP et FSFP+16, respectivement. Les niveaux efP+BF-sont environ 7 fois plus élevés
gu'en DSDP (p<0,001). En revanche, ces mémes nivéal-SFP+16 ne different pas de ceux
des urines de FSFP (p>0,5). La valeur maximumedsiuvée dans une urine de FSFP+16 avec

une concentration de 30HBaP égale a 1,21 nmol/mol.

Dans le secteur de la production délectrodes dd&oo, aucun échantillon n’est
inférieur a la LD quel que soit le moment de prélaent. Les niveaux en FSFP+16 sont environ
4 fois plus élevés qu’en DSDP (p<0,001). En revande la méme facon que dans le secteur du
silicium, ces niveaux de FSFP+16 ne different pasealix des urines de FSFP (p>0,5). La valeur
maximum est retrouvée dans une urine de FSFP aneecancentration de 30OHBaP égale a 14

nmol/mol.

Les concentrations urinaires de 30HBaP sont 2as3plus élevées dans le secteur de la
production d’électrodes de carbone que dans cetuiadproduction de silicium aux trois
moments de prélévements (respectivement p<0,0@,Qp<et p<0,01). De plus, dans ce secteur
de production d’électrodes de carbone, 50 % demiéalavaient un niveau de 30OHBaP en
FSFP+16 supérieur a la valeur guide de 0,4 nmo)/rmmhtre 26 % dans le secteur de la

production de silicium.
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3.3.2 Concentrations urinaires de 10HP

Les niveaux de 10HP urinaire pour les deux sectedisstriels sont synthétisés dans le
tableau VII et représentés dans la figure 10 (Bfleha été volontairement tronquée a 3000

nmol/mol afin de faciliter la lecture graphique).

10OHP DSDP 10HP FSFP 10HP FSFP+16
(nmol/mol) (nmol/mol) (nmol/mol)

méd [min-max]

m: 95
N (n<LD)
150 [10-590] 520 [90-2870] 330 [60-1500]
SILICIUM 135 : 505 522 : 2785 364 : 1386
38 (0) 38 (0) 38 (0)
ELECTRODES DE 280 [50-3780] 1150 [210-12270] 620 [90-9690]
CARBONE 303 ; 2425 1258 ; 9338 797 : 5793
44 (0) 44 (0) 44 (0)

Tableau VII. Concentrations urinaires de 10HP dhex salariés exposés aux HAP dans les secteurs
de la production du silicium et d'électrodes deboae. méd, médiane ; min, minimum ; max,
maximum ; m, moyenne géométrique ;%5 95™ percentile ; N, effectif; n<LD, nombre de
concentrations inférieures a la limite de détection
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Figure 10. Boites a moustaches représentant lesawmkv urinaires de 10HP
(nmol/mol). Les lignes horizontales représentenbae en haut : le minimum, le
25" percentile, la médiane, le FSpercentile et le maximum, lorsque les valeurs
extérieures €) et extrémes (*), qui sont respectivement supéeea 1,5 et 3 fois
I'espace interquartile, sont écartées.

Dans le secteur de la production de silicium, auécimantillon n’est inférieur a la LD
guel que soit le moment de prélevement. Les nivesukSFP sont environ 3,5 fois plus élevés
gu’en DSDP (p<0,001). Les niveaux en FSFP+16 savit@n 2,5 fois plus élevés qu’en DSDP
(p<0,001) et 1,5 fois plus faibles qu'en FSFP (p8Q). La valeur maximum est retrouvée dans

une urine de FSFP avec une concentration de 108E @®870 nmol/mol.

De facon identique, aucun échantillon n’est inféria la LD quel que soit le moment de

prélevement dans le secteur de la production di@ées de carbone. Les niveaux en FSFP sont
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environ 4 fois plus élevés qu'en DSDP (p<0,001} heveaux en FSFP+16 sont environ 2,5 fois
plus élevés qu'en DSDP (p<0,001) et 1,5 fois phiblés qu'en FSFP (p<0,001). La valeur
maximum est retrouvée dans une urine de FSFP aneecancentration de 10HP égale a 12270

nmol/mol.

Les concentrations urinaires de 10HP sont envirtm2plus élevées dans le secteur de
la production d’électrodes de carbone que dans delua production de silicium aux trois

moments de prélevements (respectivement p<0,0@0P% et p<0,001).

3.3.3 Influence du tabac sur les niveaux

Quel que soit le secteur étudié, les concentrativimaires de 30HBaP ne different pas
entre les salariés fumeurs et les salariés nondtsrgour les prélévements de DSDP, FSFP et
FSFP+16 (p>0,05). La méme constatation est faite {Bs concentrations urinaires de 10HP,
sauf pour les prélevements de DSDP dans le sea¢elar production de silicium, ou les niveaux

sont significativement plus élevées chez les sfjeteurs (p<0,05).

3.3.4 Etude des ratios 10HP/30OHBaP

Les ratios des concentrations de 10HP en FSFPesurdncentrations en 30OHBaP en
FSFP+16 (1OHRr/30HBaRserp+14 et des concentrations de 10HP en FSFP sur les
concentrations de 30HBaP en FSFP (1&4HFBOHBaRsrp ont été calculés dans chacun des

secteurs industriels (tableau VIII et figure 11).
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10OHR:srd30HBaR seps16 10HR:srd30HBaR sep

méd [min-max]

SILICIUM 3709 [157-21264] 3590 [415-24012]
ELECTRODES DE CARBONE 3372 [202-18928] 3665 [72349

Tableau VIII. Ratios 10HP/30HBaP a différents terdpgprélévement dans le secteur du
silicium et des électrodes de carbone. Méd, médiamr, minimum ; max, maximum.
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Figure 11. Boites a moustaches représentant ies tlDHP/30HBaP. Les lignes
horizontales représentent de bas en haut: le mminie 25™ percentile, la
médiane, le 75" percentile et le maximum, lorsque les valeursredées ¢) et
extrémes (*), qui sont respectivement supérieure$, 5 et 3 fois I'espace
interquartile, sont écartées.

Aucune différence significative n’a été observéegnire les deux secteurs pour chacune

des variables (p>0,5), ni entre les deux variattées chacun des secteurs (p>0,5).
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3.3.5 Corrélations ente les niveaux de 30OHBaP et de 10HP

Les concentrations de 30HBaP en FSFP+16 ont étélées a celles de 10HP en FSFP

(figure 12). Pour les deux secteurs industrielgdaélation était significative. Néanmoins, elle

était meilleure pour le groupe de la productionlettodes de carbone (r=0,739; n=44,

p<0,001), que pour celui de la production de sihti(r=0,414 ; n=38, p<0,01).
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Figure 12. Corrélations, pour chaque secteur im@lisdes logarithmes népériens des concentratiens
30HBaP en FSFP+16 et de 10HP en FSFP. Les équdtsndroites de régression sont affichées en haut a
gauche des graphiques, suivies des coefficientg&emination (R?2).

Les concentrations de 30OHBaP en FSFP ont égaledtéenbrrélées a celles de 10HP en

FSFP (figure 13). Pour les deux secteurs industrialcorrélation était significative et meilleure

que la précédente. Encore une fois, elle était pdue pour le groupe de la production

d’électrodes de carbone (r=0,835 ; n=44, p<0,@QE) pour celui de la production de silicium

(r=0,706 ; n=38, p<0,001).
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Figure 13. Corrélations, pour chaque secteur imglistes logarithmes népériens des concentratiens
30HBaP et de 10HP en FSFP. Les équations dessid#tecgression sont affichées en haut a gauche des
graphiques, suivies des coefficients de déterningR2).

A patrtir de I'équation des droites de régressiarvdleur de 10HP urinaire correspondant

a une concentration en 30HBaP en FSFP+16 égald andol/mol a été calculée. Dans le

secteur de la production de silicium, la concemraattendue de 10HP était de 2,87 pumol/mol

en FSFP, tandis que dans le secteur de la produdtectrodes de carbone, la concentration

attendue de 10HP était de 1,33 pmol/mol en FSFP.
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3.4 Discussion

Sur les 492 dosages réalisés dans cette études m®iB % des échantillons avaient une
concentration urinaire en 30HBaP ou en 10HP inféei@ux LD. Seules les concentrations de
30HBaP issus du secteur de la production de siticdtaient concernées et 75 % d’entre elles
(N=9) ont été retrouvés dans les urines de DSDRé€dtat est expliqué par I'élimination des
métabolites pendant la période de 48 heures séingéaqui précede les dosages de DSDP. Les
techniques analytiques utilisées ont donc démolené capacité a réaliser la surveillance

biologique de I'exposition professionnelle aux HA&Ms les secteurs étudiés.

Par rapport aux niveaux obtenus chez des sujeteursm[5], les concentrations de
30HBaP sont respectivement 7 fois plus élevés asscteur du silicium et 17 fois plus élevés
dans celui des électrodes de carbone. Les nivealOHP sont respectivement 2,5 fois et 4,5
fois plus élevés. La différence d'augmentation demcentrations urinaires des deux
biomarqueurs s’explique principalement par la propo de BaP plus importante dans les
sources d’émission industrielles étudiées que an¥lange issu de la combustion du tabac, et
dans une moindre mesure par la quantité de pyreiseéfevée que celle de BaP dans la fumée
de cigarette [15]. Cet accroissement plus margséndesaux de 30OHBaP prouve sa spécificité
en tant que biomarqueur d’exposition aux HAP dassdecteurs étudiés, avec une influence

négligeable du facteur tabac sur ses niveaux uesai

Pour le secteur de la production des électrodesadaone, les quantités urinaires de
30HBaP mesurées sont comparables a celles releadssla littérature. En effet, dans notre
travail, la médiane des concentrations en FSFBgade a 0,40 nmol/mol alors que Forster et al.
trouve une médiane égale a 0,54 nmol/mol au ménmenbde prélevement dans les urines

d’'un groupe de 26 salariés de ce méme secteurtmed&9]. L'intervalle des niveaux de 10HP
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mesuré dans notre travail (min = 210 nmol/mol ; nm=axX2270 nmol/mol) est proche des

intervalles rapportés dans une revue de la litiégatbien que les niveaux maximum y soient
souvent supérieurs [28]. Néanmoins, dix annéesragpaotre travail de I'étude la plus récente
de cette revue de la littérature, laps de tempanduequel des améliorations techniques ont pu

étre apportées aux postes de travail, diminuast Ba@xposition aux HAP.

A notre connaissance, aucune donnée concernamivkeux de 30HBaP dans le secteur
du silicium n’a été publiée. Par contre, les méelsatles concentrations de 10HP en DSDP et en
FSFP, respectivement égales a 150 et 520 nmol/amd dotre étude, sont équivalentes a celles

retrouvées par Marie et al. dans ce méme sectdustinel [44].

En revanche, les résultats de la cinétiqgue d’étnom des deux biomarqueurs présentés
ici, different des données de la littérature. Bietepour les deux secteurs industriels étudiés, le
concentrations de 30OHBaP sont identiques entrarless de FSFP et celles de FSFP+16, alors
gue Gendre et al. rapporte un maximum d’excrétiomaire de ce métabolite 25,5 heures apres
I'exposition, soit le lendemain matin, dans un greuwle 42 salariés exposeés [21]. De plus,
Lafontaine et al. calcule une demi-vie d’éliminatimoyenne du 30OHBaP faisant suite a son
maximum d’excrétion urinaire, égale a 8,8 heurassdan groupe de 38 salariés exposes [39].
Dans notre étude, les niveaux de 30OHBaP dans leesude FSFP, soit 16 heures apres le
maximum d’excrétion lié a I'exposition de la vejlidevraient donc étre en moyenne 4 fois plus
faibles que ceux de FSFP+16. De la méme facon,ntafee et al., calcule une demi-vie
d’élimination moyenne du 10HP de 7,3 heures, ceimpilique des niveaux urinaires de ce
métabolite dans les urines de FSFP+16 logiquemémislus faibles que ceux de FSFP, alors
que dans notre travail ils ne le sont que de 1$ Mos résultats s’expliquent par I'accumulation

des HAP dans I'organisme lors de la semaine daitreen effet, dans notre étude, les salariés
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ont été exposés aux HAP pendant une semaine cangpéetivité professionnelle tandis que les
études de Gendre et al. et de Lafontaine et alétintéalisées lors d’'une unique journée de
travail aprés 36 heures d’inactivité. Ainsi, unesfdistribués dans I'organisme, et en particulier
dans le tissu adipeux, les métabolites des HAPssabt un lent relarguage dans la circulation
générale, responsable d’'une exposition diffusetardée dans le temps. Les niveaux mesurés en
FSFP et en FSFP+16 sont donc liés aux expositiomsiiées des différents jours de la semaine.
Puisque le 10HP possede un caractere hydrophobes mmrqué que le 30OHBaP (nombre de
cycles aromatiques inférieur), son affinité pouti$su adipeux est moindre, son élimination est
donc plus rapide et ses niveaux varient entre lements de prélevements de FSFP et de
FSFP+16 malgré I'accumulation durant la semaindteCaffirmation semble néanmoins ne
s’appliquer qu’en cas d’expositions a des nivedaxés, puisque d’importantes variations dans
les concentrations de 30OHBaP apparaissent entrariless prélevées le soir et le lendemain
matin chez des sujets fumeurs, alors que leur éxoest par définition chronique (résultats

non publiés issus de la population générale).

L’effet du tabac sur les concentrations urinaires deux biomarqueurs étudiés n’est
visible que pour le dosage du 10HP dans les pnélernts de DSDP des salariés du secteur de la
production de silicium. Ceci s’explique par une raegtation des métabolites urinaires liée a
I'exposition durant la semaine de travail plus imaote que la hausse des niveaux induit par la
consommation de cigarettes. Le 30HBaP étant éliniiaé lentement de l'organisme, sa
concentration apres 48 heures d'inactivité (aprés répos hebdomadaire) est encore
majoritairement issue de I'exposition de la semaideédente, tandis que le 10HP, éliminé plus
rapidement, montre des niveaux en DSDP lié au talmegdes sujets. Néanmoins, dans le
secteur des électrodes de carbone, aucune difeenelest retrouvée dans les concentrations

urinaires de 10HP en DSDP chez les sujets fumeunsrefumeurs, car les niveaux d’exposition
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aux HAP y sont plus élevés que dans le secteurlidiusm et la dose interne en 10HP des
salariés en fin de semaine plus importante, dons pdngue a étre totalement éliminée de
I'organisme. Ainsi, non seulement |'effet du tabréest observable durant la semaine de travail
gu’en cas d’exposition professionnelle faible [IfRRis également apres le repos hebdomadaire,
ce qui confirme l'accumulation des meétabolites #&&P dans I'organisme lors de fortes

expositions répétées.

Pour les deux secteurs étudiés, la moyenne dess rha®OHP/30HBaP ne differe pas
lorsque les dosages sont réalisés au méme temmeldgement ou apres la prise en compte du
décalage dans la cinétigue d’élimination urinaine 8OHBaP. Ce résultat est facilement
compreéhensible du fait d’'une absence de différemtes les niveaux de 30OHBaP en FSFP et en
FSFP+16. Ces ratios sont relativement faibles diffiérent pas en fonction du secteur étudié.
Ceci confirme I'exposition des salariés a des ngdard’HAP contenant une forte proportion de
BaP au sein de ces activités, avec un risque cageée important. A titre de comparaison, les
expositions a la créosote, dans lesquelles le Bameins présent, produisent des ratios de plus
de 30 000, alors que dans les industries de lW@egitallurgie, ses derniers peuvent étre

inférieurs a 2000 [39].

Dans le secteur du silicium, les coefficients deedgination entre le 30HBaP, dosé en
FSFP+16 ou en FSFP, et le 10HP dosé en FSFP snieims a 0,5. Ceci traduit une
hétérogénéité des sources, et donc des mélangdsPd&lixquels les salariés sont exposés a
travers les différentes activités de ce sectewgerhble donc important de mieux caractériser les
différentes taches réalisées dans cette indusfirede connaitre les postes les plus exposés au
BaP. Gendre et al. fait la méme constatation daesusine de fabrication de pigeons d’argile

avec un coefficient égal a 0,22 [22]. Pour lindigstdes électrodes, les coefficients de
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détermination sont systématiquement supérieurd alns notre étude, indiquant une relative
homogénéité des sources d’exposition. De plusalew du coefficient issu de la corrélation des
deux métabolites dosés au méme temps de prélevéareRSFP) est proche de celle retrouvéee
par Forster et al dans les mémes conditions dévaélent au sein du secteur des électrodes de
graphite [19]. En revanche, contrairement aux desrde la littérature, nos corrélations sont
meilleures lors du dosage des deux meétabolitesSHPFgue lors du dosage du 30OHBaP en
FSFP+16 et du 10HP en FSFP, pour les deux sedttudies. En effet, Gendre et al. montre
que l'analyse du 30OHBaP dans les échantillons dePF36 permet d’obtenir une corrélation
significative (r=0,59) proche de celle obtenue difisant les préléevements correspondant au
maximum d’excrétion de chacun des métabolites &30, alors qu’il ne trouve pas de
corrélation lors du dosage des deux métaboliteSSFP (r=0,22) [22]. Mais cette étude évalue
I'exposition lors d’'une unique journée de travaites un repos hebdomadaire, or, dans ce cas, le
maximum d’excrétion du 30OHBaP se situe 25,5 heapges le début de I'exposition et les
niveaux en fin de poste ne different pas de cewatheit de journée. Nos résultats montrent donc
que pour les secteurs industriels étudiés, la dosene de l'organisme en HAP liée a
'accumulation durant la semaine de travail est uxievaluée par le dosage des deux
biomarqueurs en FSFP, plutdét que lors de la prisec@mpte du retard d’élimination du

30HBaP.

Bien que les corrélations entre les deux métalsobtdent significatives, les équations
des droites de régression varient entre les decbewss industriels. Ainsi, la concentration en
10HP dans les urines de FSFP, calculée a partivalears de 30HBaP en FSFP+16, varie de
plus de 100 % d’'un secteur a l'autre. Ce résukata@htre I'impossibilité de I'utilisation unique
du 10HP dans la surveillance biologique des saandur évaluer les risques sanitaires

cancérogenes liés a I'exposition aux HAP.
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4. CONCLUSION
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THESE SOUTENUE PAR : Damien Barbeau
TITRE : Mise au point du dosage du 3-hydroxybenzofalpyréne urinaire et utilisation de ce

métabolite comme biomarqueur d’exposition aux Hydrocarbures Aromatiques Polyeycliques en
populations générale et professionnellement exposée.

CONCLUSION

La méthode de dosage mise au point lors de ce travail présente les caractéristiques de
sensibilité, de fidélité et de justesse requises pour I'analyse du 3-hydroxybenzo[ajpyréne
(30HRBaP) urinaire. La limite de détection est de 0,02 ng/L. et la limite de quantification de 0,05
ng/L. Le coefficient de répétabilité est inférieur a 3%, le coefficient de fidélité intermédiaire
inférieur A 4% et la déviation de la valeur cible est de 8% pour une concentration urinaire de 0,2
ng/L.. Contrairement aux méthodes publiées, le systéme chromatographique utilisé est simple et
commercialement disponible, permettant 'utilisation de cette technique en routine par de

nombreux laboratoires de toxicologie.

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) étant des polluants ubiquitaires, la
connaissance des niveaux biologiques de 30HBaP dans la population générale non exposée
professionnellement est essentielle pour I'interprétation des résultats de salariés exposés. Les
concentrations urinaires mesurées chez les sujets fumeurs sont faibles mais significativement
plus élevées que celles des sujets non fumeurs, avec des médianes respectivement de 0,023
nmol/mol de créatinine (nmol/mol) et de 0,009 nmol/mol. En complément, I'utilisation de cette
technique de dosage pour la surveillance biologique de populations professionnellement
exposées aux HAP, a montré des niveaux 7 fois plus élevés dans le secteur de la production de
silicium et 17 fois plus élevés dans celui de la production d’électrodes de carbone, que ceux des

sujets fumeurs, confirmant le risque sanitaire lié a ces activités professionnelles. De plus, les
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valeurs relativement basses des ratios 1-hydroxypyrene/3-hydroxybenzo[aJpyréne, attestent de la
prépondérance du benzola]pyréne au sein des sources d’exposition présentes dans ces deux

secteurs industriels et done, de leur caractere cancérogene.

Le dosage du 30HBaP sur différentes mictions a permis d’affirmer que le moment
optimal de prélévement des urines se situait en fin de semaine fin de poste, lorsque I'exposition

professionnelle se prolongeait pendant une semaine de travail.

Enfin, & partir des droites de régression issues de la corrélation entre les niveaux de
30HBaP et de 1-hydroxypyréne (10HP) dans chacun des secteurs, la concentration calculée de
1OHP correspondant & la valeur limite de 0.4 nmol/mol proposée pour le 30HBaP, était de 2.9
umol/mol pour I’industrie du silicium et de 1,3 pmol/mol pour I'industrie des ¢lectrodes de
carbone. Cette grande variabilité réaffirme le caractére sources dépendant de la composition des
mélanges atmosphériques d’HAP et les limites de I'utilisation du IOHP urinaire seul. mais
souligne tout I'intérét du dosage du 30HBaP urinaire, comme biomarqueur d’exposition

professionnelle aux HAP cancérogénes.
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