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Introduction

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) occupent une place centrale
parmi les contaminants de I’environnement. Ce sont des composés produits lors de la
combustion incompléte de matieres organiques. Issus en grande partie de I'industrie du
pétrole, on les retrouve également dans la fumée de cigarette, I’alimentation, ... lls sont
aujourd’hui inscrits sur la liste des produits toxiques par I'Organisation Mondiale de la Santé
et la Communauté Européenne. En outre, depuis 1976, I’Agence de Protection de
I’'Environnement des Etats-Unis les considere comme des polluants prioritaires, du fait de

leur omniprésence dans I’environnement et de leur forte toxicité.

Leur influence sur la santé humaine est importante, et de nombreuses études en
montrent les conséquences. lls présentent un pouvoir cancérogene, des effets tératogenes,
une immunotoxicité, une toxicité cardiovasculaire, ... La majorité de ces effets est liée a
I’activation d’un récepteur cytosolique, le récepteur aux hydrocarbures aromatiques (RAh).
Cependant, d’autres récepteurs peuvent entrer en jeu dans les mécanismes de toxicité liés
aux HAPs. En effet, il est probable que les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), une
superfamille de récepteurs transmembranaires contrdlant les principales fonctions de
I’organisme, soient en contact avec les contaminants environnementaux a un moment ou a
un autre. Ainsi, il a été démontré que parmi les RCPG, le récepteur béta2-adrénergique soit

une cible privilégiée des HAPs.

Cette these a pour sujet le role de ces récepteurs, en particulier du récepteur béta2-
adrénergique, dans la toxicité des HAPs. La premiere partie porte donc sur la description des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (propriétés, sources de contamination, ...). Elle est
suivie d’'une synthese sur les effets toxiques liés a ces contaminants. Dans une troisieme
partie sont abordés les généralités concernant les récepteurs couplés aux protéines G.
Ensuite les récepteurs 32-adrénergiques sont décrits plus précisément, avec une étude de
I’action des HAPs sur ces récepteurs. La derniere partie est dédiée a la discussion et a

I’éducation thérapeutique concernant I’exposition aux contaminants de I’environnement.
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PARTIE |

LES HYDROCARBURES AROMATIQUES
POLYCYCLIQUES
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. Définition

Les hydrocarbures sont des composés organiques formés d’atomes de carbone et
d’hydrogéne. On distingue deux sous-familles: les hydrocarbures aliphatiques qui se
présentent sous forme linéaire ou ramifiée (ex : pentane) et les hydrocarbures aromatiques
composés de un a plusieurs cycles benzéniques conjugués (Figure 1). Dans ce dernier cas, on
parle d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs). Les HAPs représente une famille
d’une centaine de composés, divisée en deux catégories : ceux formés de deux a quatre
cycles aromatiques (ex: naphtaléne, anthracéne, pyréne, ...) et les composés de plus de
guatre cycles aromatiques (ex: benzo[a]pyréne (B[a]P), indéno(1,2,3-cd)pyréne, ...). Les
« dérivés des HAPs » se distinguent par un radical greffé a I'un des noyaux benzéniques (ex :
diméthylbenz(a)anthracene (DMBA)). La substitution d’un atome d’hydrogéene par un atome
de chlore conduit a des hydrocarbures aromatiques polychlorés dans lesquels on distingue le
groupe des polychlorobiphényles (PCB) et celui des polychlorodibenzofuranes (PCDF ou
furanes) et des polychlorodibenzodioxines (PCDD ou dioxines) dont le chef de file est la

2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine ou dioxine.

Naphtaléne Benzo(a)pyréne
O‘ CI: : :o cl
7,12-diméthylbenz(a)anthracéne 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine

ou DMBA ou TCDD

Figure 1 : Structures chimiques de quelques hydrocarbures aromatiques
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Les HAPs se trouvent généralement sous la forme de mélanges dont la composition
differe selon la source d’émission. Le benzo[a]pyréne, HAP de référence, constitué de cinqg
cycles aromatiques, est présent de fagon quasi-constante dans les mélanges de HAPs
auxquels 'Homme est exposé. Cependant, il n’est pas systématiquement le plus présent en
terme de quantité. Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) le considére

comme un produit cancérogéne pour I'Homme (groupe 1) (1).

Il. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physiques des HAPs varient en fonction de leur masse moléculaire et
de leur structure. A |'état pur, les HAPs sont des solides colorés, présents sous forme
cristalline a température ambiante. lls ont un point de fusion supérieur a 100°C et un point
d’ébullition élevé, supérieur a 300°C. Les tensions de vapeur des HAPs sont modérément
élevées (36,8 Pa) ou faibles (1,3.10® Pa). Le tableau suivant regroupe les principales
propriétés physico-chimiques des seize HAPs d’intérét prioritaire classés par I'Agence de
Protection de I'Environnement Américaine (US Environmental Protection Agency, USEPA)

(Tableau 1).

Les HAPs sont des composés lipophiles, une propriété qui augmente avec la
complexité de structure de ces polluants. Leur coefficient de partage octanol/eau (Kow), qui
traduit la répartition d’une molécule d’un soluté entre la phase lipophile (octan-1-ol) et la
phase hydrophile (eau), est relativement élevé (entre 3,37 et 6,5), ce qui indique un fort
potentiel d’adsorption sur les matieres particulaires en suspension dans I'air et dans 'eau,
mais aussi sur la matiere organique des sols. Ce coefficient est un bon indicateur de la
capacité des polluants a pénétrer les membranes biologiques qui sont des bicouches

lipidiques (2).
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Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques (a 20°C) des seize HAPs classés par I'USEPA

. I Tension
. Masse Point Point SOIUb,IIIte Coefficient de
. Formule semi- . de A dans I'eau
Composés , , molaire . d’ébullition R de partage | vapeur
développée 1, | fusion o a 25°C .
(g-mol”) °C) (°C) (ma.L) (log Kow) (Paa
) 25°C)
Naphtaléne 128,2 81 217,9 31 3,37 36,8
Acénaphtyléne OO 150,2 92 270 16,1 4 4,14
Acénaphténe O‘O 154,2 95 279 3,8 3,92 1,52
Fluoréne Q.O 166,2 116,5 295 1,9 4,18 0,715
Phénanthréne 0.0 178,2 101 340 1,1 4,57 0,113
Anthracéne 178,2 216 342 0,045 4,54 0,0778
Fluoranthéne 0’8 202,3 108,8 375 0,26 5,22 8,72.10°
Pyréne O“O 202,3 156 393 0,132 5,18 0,0119
Benzo[a]anthracéne %ee 228,3 160,7 400 0,011 5,91 6,06.10’4
Chryséne OO‘O 228,3 253,8 448 0,002 5,6 8,4.10”
]
Benzo[b]fluoranthéne OO Q 252,3 168 481 0,0015 5,8 6,7.10'5
Benzo[k]fluoranthéne 00’8 252,3 215 481 0,0008 6 4,12.10’6
Benzo[a]pyréne OO‘O‘ 252,3 178,1 496 0,0038 6,04 2,13.10°
Dibenzo[a,h]anthracéne O?CO 2783 | 266,6 524 0,0006 6,75 9,16.10°
Benzo[ghilpéryléne ?O‘ 268,4 | 278,33 545 0,00026 6,5 2,25.10°
Indénol[1,2,3,cd]pyréne O‘ 276,03 164 536 0,062 6,6 1,3.10°

®
e
e
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lll. Classification

Les HAPs ont été classés pour leur cancérogénicité par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC) ainsi que par I'Union Européenne (UE), cette derniére
classification étant la seule a avoir une valeur réglementaire en milieu du travail en France.
Des préparations contenant des HAPs et des secteurs d’activités sont également classés par
le CIRC et I'UE (Tableau 2). Ces classifications sont établies sur la base de données

épidémiologiques et, le cas échéant, d’études in vivo sur I'animal ou in vitro.

1. Classification du CIRC

Groupe 1

L’agent ou le mélange est cancérogene pour 'Homme.

Groupe 2
2A : I'agent ou le mélange est probablement cancérogene pour I’'Homme.

2B : I'agent ou le mélange est un cancérogeéne possible pour I’'Homme.

Groupe 3
L’agent (le mélange ou le mode d’exposition) est inclassable quant a sa cancérogénicité pour

I'Homme.
Groupe 4

L'agent (le mélange ou le mode d’exposition) n’est probablement pas cancérogéne pour

'Homme.
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2. Classification de I’'UE

Catégorie 1

Substances et préparations que I'on sait étre cancérogénes pour I'Homme.

Catégorie 2
Substances et préparations pour lesquelles il existe une forte présomption que I'exposition
de I'Homme a de telles substances et préparations peut provoquer un cancer ou en

augmenter la fréquence.

Catégorie 3
Substances et préparations préoccupantes pour 'Homme en raison d’effets cancérogenes
possibles mais pour lesquelles les informations disponibles sont insuffisantes pour classer

ces substances et préparations dans la catégorie 2.

Il convient de noter que parmi les HAPs classés pour leur cancérogénicité, ne figure
aucun HAP gazeux mais uniquement des HAPs particulaires. Le B[a]P est le seul HAP a avoir

été classé dans le groupe 1 par le CIRC.
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Tableau 2 : Classification par le CIRC et I'UE de plusieurs HAPs, produits et secteurs d'activités
émettant des HAPs

CIRC UE
HAP
Benzo[a]anthraceéne 2B 2
Benzo[a]pyrene 1 2
Benzo[e]pyrene 2B 2
Dibenzo[a,h]anthracene 2A 2
Benzo[b]fluoranthéene 2B 2
Benzolj]fluoranthéne 2B 2
Benzo[k]fluoranthene 2B 2
Chryséne 2B 2
Indéno[1,2,3,c,d]pyréne 2B NC
Naphtaléne 2B NC
PRODUITS ET SECTEURS D’ACTIVITES
Goudron et brai de houille 1 1
Huiles minérales 1 1
Suies 1
Fumée de tabac 1
Cokerie, aluminium 1 1
Gazéification du charbon 1 1
Fonderie de fer et d’acier 1
Créosote 2A
Emissions diesel 2A 2
Raffinage du pétrole 2A
Extrait noir de charbon 2B
Emissions d’essence 2B

IV. Sources de contamination

La principale source de production des HAPs est la combustion incompléete de
matieres organiques lors de processus naturels tels que les éruptions volcaniques ou les feux
de foréts. Dans ce cas, ils affectent peu 'Homme de part leur diffusion dans la haute
atmosphere et donc leur inactivation par les rayons ultraviolets et I'ozone. La principale

source de contamination humaine par les HAPs est anthropique : industries (pétrochimique,
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aluminerie, aciérie), transport routier (diesel), chauffage domestique (bois, charbon, gaz
naturels), cuisson des aliments (grillés), fumée de cigarette (qui contient quatorze types
différents de HAPs, dont le benzo[a]pyréne), ...

L’entrée dans |'organisme se fait majoritairement par les voies respiratoire, cutanée et

digestive.

1. Exposition par l'air

L’atmosphere est le principal lieu de transport des HAPs grace a leur capacité a
s’adsorber sur des particules en suspension. L’estimation de I’exposition humaine a ces
composés est difficile, d’'une part parce qu’il existe des variations importantes de
concentration en HAPs dans I'atmosphére selon les sites d’étude (de quelques dizaines
de pg/m? en Antarctique a plusieurs ng/m? dans les grandes villes) (3), et d’autre part parce

gue 'Homme n’est pas exposé a un seul HAP mais a des mélanges complexes.

Il existe deux types de sources d’émission des HAPs dans I'atmosphere : les sources
naturelles (feux de foréts, volcans, ..) et les sources anthropiques. Ces derniéres
comprennent les émissions industrielles et domestiques, rassemblées sous le terme de
sources stationnaires, ainsi que les émissions liées aux modes de transport, qualifiées de
sources mobiles. Parmi les sources anthropiques, celle qui a un impact majeur par voie
pulmonaire est la fumée de cigarette. Cette derniere augmente considérablement la
guantité de HAPs a laquelle 'Homme peut étre exposée. Ainsi, I'analyse de la fumée inhalée
provenant d’une cigarette a filtre a montré qu’elle contenait quatorze HAPs différents, dont
le B[a]P (environ dix ng par cigarette). Cette exposition concerne non seulement les fumeurs
actifs mais également les fumeurs passifs. En effet, la fumée non inhalée par un fumeur

contient dix fois plus de B[a]P (environ cent ng par cigarette) que la fumée inhalée (4).
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2. Exposition par I'eau

Dans I'eau, les HAPs sont généralement présents a I'état de traces, c’est-a-dire a des
niveaux de concentration allant du nanogramme par litre a quelques dizaines de
microgrammes par litre, et leurs concentrations varient fortement dans le temps et dans
I’espace. La contamination de lI'eau par les HAPs provient de plusieurs sources : les
déversements accidentels d’usines, les précipitations et dépots atmosphériques, ainsi que la
lixiviation. La plupart de ces HAPs sont adsorbés sur les sédiments. Dans I’eau de boisson, les
concentrations en HAPs sont de I'ordre de 1 ng/L, a exceptionnellement 11 pg/L dans les
zones les plus fortement polluées (5). En France, les eaux destinées a la consommation

humaine ne doivent pas contenir plus de 0,01 pg/L de B[a]P (6).

3. Exposition par I'alimentation

Pour un non fumeur, la principale source d’exposition aux HAPs est |'alimentation, en
particulier la consommation de viandes et poissons fumés ou grillés sur le feu, de graisses et
huiles végétales, ainsi que l'ingestion de produits contaminés par dépdt atmosphérique
(végétaux) ou par bioaccumulation (mollusques). Les aliments crus contiennent peu de
HAPs, excepté au voisinage des zones polluées, et les taux de ces contaminants se situent
généralement entre 0,01 et 1 pug/kg de denrée non cuite. Par ailleurs, la source majeure de
contamination des denrées est liée aux procédés de traitement thermique des aliments,
notamment le fumage et la cuisson a haute température (grillade, barbecue, ...). Des
concentrations supérieures a 100 pg/kg ont été retrouvées dans certaines viandes et

poissons fumés, ou cuits au barbecue (7).

29



4. Exposition professionnelle

En 2005, en France, le ministere de I'emploi a estimé que I'exposition professionnelle
aux HAPs concernerait environ 1,6 millions de salariés, plagant les HAPs en téte des
composés cancérogenes dans le milieu professionnel. Les industries utilisant des produits
dérivés de la houille (goudron et brai de houille) sont les principales sources de
contamination professionnelle. Nous pouvons citer, notamment, les cokeries, la production
d’électrodes en carbone, I'électrolyse de I'aluminium et la production de silicium, la
réfection des fours et dans les aciéries. Par exemple, pres des fours a coke, les niveaux de
B[a]P dépassent les 400 pg/m? (3), comparés avec des niveaux de I'ordre de quelques ng/m’
dans des situations d’air ambiant classiques. Par ailleurs, des études réalisées par le
Programme International sur la Sécurité des substances Chimiques (IPCS) démontrent
I'existence de tres fortes concentrations dans les milieux professionnels associés au pétrole

ou au charbon.

Plusieurs cancers potentiellement liés aux HAPs sont listés dans des tableaux de
maladies professionnelles. Seuls certains secteurs d’activités ou certaines modalités
d’exposition correspondent a ces tableaux (utilisation de dérivés de la houille, suie de
combustion du charbon, certains dérivés pétroliers et leurs produits de combustion). Il s’agit
des tableaux 16 bis et 36 bis du Régime Général qui ont fait 'objet d’'une mise a jour par un
décret de janvier 2009, et du tableau 35 bis du Régime Agricole. Les tableaux 16 bis et 35 bis
permettent la reconnaissance pour certains travaux exposant a la houille et au charbon de
trois cancers : le carcinome de la peau, le cancer broncho-pulmonaire et les tumeurs des
voies urinaires (vessie, voies excrétrices supérieures), sous réserve d’une exposition de dix
ans. Le tableau 36 bis fournit quant a lui la liste limitative des travaux susceptibles de
provoquer le carcinome de la peau, sous réserve d’une exposition minimale de dix ans. Selon
I"INSERM, le risque de cancer du poumon lié a une exposition professionnelle aux HAPs est
deux a trois fois plus élevé que celui lié a I'exposition environnementale a ces substances,

durant la vie entiere.
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V. Production

La production des HAPs, en tant que produit, est peu importante. Elle intervient
notamment dans la production des produits utilisés dans la fabrication de teinture et a des
fins de recherche et d’analyse. Ainsi, le rejet lié a la production des HAPs est marginal par
rapport a leurs rejets totaux. En ce qui concerne le B[a]P, il n’est produit qu’en tres petite

guantité, par distillation fractionnée de charbon bitumineux (8).

VI. Dégradation

Les HAPs présentent une grande stabilité. En général, leur demi-vie dans I'air est plus
courte que dans le sol. En effet, dans I'atmosphére ils peuvent subir de nombreuses
réactions chimiques, comme I'oxydation et la photo-dégradation, qui peuvent les rendre
plus toxiques. En revanche, dans le sol, les HAPs adsorbés sur des particules sont
relativement protégés des photo-oxydations, ce qui contribue a leur stabilité. Par ailleurs,
certaines bactéries, découvertes notamment lors de marées noires, sont connues pour
posséder la capacité de dégrader certains HAPs (9). Nous pouvons citer a titre d’exemple
Pseudomonas putida et Bacillus cereus. Ces bactéries sont capables de dégrader des HAPs
contenant trois cycles aromatiques. En revanche, les composés contenant cing cycles ou plus
sont plus résistants a cette attaque bactériologique. Néanmoins, plusieurs souches de
bactéries ont la capacité de dégrader les HAPs de haut poids moléculaire comme les souches
Mycobacterium (10). Ainsi, Mycobacterium sp. (11-13), Sphingomonas paucimobilis (14),
Rhodanobacter (15) et Stenotrophomonas maltophilia (16) sont capables de métaboliser le

B[a]P.
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PARTIE |l

TOXICITE DES HYDROCARBURES
AROMATIQUES POLYCYCLIQUES
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I. HAPs et pathologies humaines

Actuellement les effets toxiques des HAPs sont imparfaitement connus. Toutefois, les
données expérimentales disponibles, notamment chez I'animal, ont montré que certains
HAPs pouvaient jouer un role dans I'apparition ou I’aggravation de certaines pathologies
humaines a cause de leurs effets systémiques (hépatiques, hématologiques,
immunologiques, cardiovasculaires et développement d’athérosclérose) et/ou des effets sur

la reproduction ainsi que des effets génotoxiques et cancérogenes.

1. Effets cancérogenes
Le pouvoir cancérogene des HAPs a été historiguement mis en évidence dés le 18%me
siecle par les nombreux cancers survenant chez les jeunes ramoneurs anglais. Depuis, de
nombreuses études épidémiologiques réalisées chez 'Homme et des études expérimentales
chez les rongeurs ont confirmé le puissant pouvoir cancérogene de certains HAPs. Ces
contaminants sont capables notamment d’induire des tumeurs pulmonaires, hépatiques,
hématologiques, gastriques et des glandes mammaires. Le CIRC a récemment réévalué les
effets cancérogenes des HAPs, et en a classé quinze parmi les substances cancérogenes
avérés, probables ou peut-étre cancérogénes. Le B[a]P est classé cancérogéne avéré (groupe
1). Il est également classé CMR de catégorie 2 par I'Union Européenne ; ce qui correspond a
de fortes présomptions d’effets cancérogene, mutagene et toxique pour la reproduction.
Trois HAPs sont classés comme cancérogenes probables (groupe 2A): e
cyclopenta[c,d]pyréne, le dibenzo[a,h]anthracéne et le dibenzol[a,l]lpyréne. Onze autres
composés sont des cancérogenes possibles (groupe 2B) selon la classification du CIRC.

D’autres composés évalués ont été considéré comme inclassables (groupe 3).

Les HAPs ne sont pas tous cancérogenes. Ces HAPs non cancérogenes sont
généralement des HAPs de moins de quatre cycles aromatiques, la cancérogénicité étant

fréquemment associée a des HAPs contenant quatre a six cycles. Ces derniers possedent en
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effet des configurations structurales particulieéres appelées région baie et région fjord (Figure
2). Ceci correspond a une zone structurée en anneau complexe formé par un anneau benzo-
angulaire et saturé, fusionné avec un anneau aromatique. La structure angulaire formée par
les anneaux constitue une géne stérique favorisant les réactions d’oxydation et la formation

de radicaux.

région baie

N

Benzo [a] pyréne (cancérogene) Pyrene (non cancérogéne)

Figure 2 : Structure chimique du B[a]P (cancérogene) et du pyréne (non cancérogene)

2. Toxicité cardiovasculaire

Les pathologies cardiovasculaires constituent la deuxieme cause de mortalité dans les
pays industrialisés, juste apres les cancers. Leur prévention est donc primordiale et
représente un enjeu majeur de santé publique. Environ un tiers des déces par des maladies
cardiovasculaires est lié a I'exposition a la fumée de cigarette, une des sources majeures de
contamination par les HAPs (17). En effet, il a été démontré que l'exposition in utero
entraine des malformations cardiovasculaires chez le foetus (18) et qu’un sevrage tabagique
chez la femme enceinte permet de diminuer de facon considérable le risque de développer
des pathologies cardiovasculaires futures (19). L'exposition professionnelle a ces toxiques
augmente considérablement la tendance a développer des maladies cardiovasculaires chez
I"'Homme (20). Parmi les effets délétéres des HAPs sur le systeme cardiovasculaire figure
notamment "apparition ou I'aggravation des pathologies athéromateuses. Cependant, les

mécanismes impliqués sont mal connus, complexes et multiples. Ainsi, ils participeraient au
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processus athéromateux par, i) I'accentuation de I'état inflammatoire, ii) I'agression de
I’endothélium vasculaire par les especes réactives de I'oxygene (ERO) et les especes
réactives de I'azote (ERN) produites en présence des HAPs, iii) la prolifération des cellules
musculaires lisses conduisant a lI'laugmentation de la taille des plaques d’athérome, iv)
I'altération de la structure de certaines lipoprotéines (LDLs, VLDLs), et v) la formation de

cellules spumeuses (21-26).

3. Immunotoxicité

Parallelement a cette action cardiotoxique, les HAPs agissent sur le systéme
immunitaire (27-29). Leur immunotoxicité s’illustre a la fois par leurs propriétés
immunostimulatrices et leurs propriétés immunosuppressives. L’action est variable en
fonction de la dose. A faible dose, ils seraient immunostimulants (action pro-inflammatoire).
En effet, le B[a]P favorise la production de cytokines pro-inflammatoires (IL1p3, TNFa, ...), de
chimiokines (CCL-1, CCL-2, ...) et de molécules d’adhésion (ICAM-1 et VCAM-1) (30-32). Une
augmentation de la production d'immunoglobuline E (IgE) dans le liquide broncho-alvéolaire
chez les fumeurs est également relevée (33). Par ces effets, les HAPs seraient notamment a
I'origine de I’accentuation de la fréquence et de l'intensité des crises chez les personnes
allergiques ou asthmatiques en diminuant le seuil de sensibilité aux allergenes (34-36).
Tandis qu’a forte dose ils conduiraient a I'immunosuppression. Il a été démontré que les
HAPs sont capables d’inhiber les réponses immunitaires a médiation cellulaire et humorale
induisant un état d’anergie ou de tolérance. En effet, il est connu que des doses élevées de
HAPs sont cytotoxiques pour les lymphocytes (37) et qu’ils provoquent une atrophie des
organes lymphoides (38). Par ailleurs, le B[a]P inhibe la différenciation des monocytes en

macrophages ou en cellules dendritiques et diminue la capacité de phagocytose (39-41).
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4. Toxicité cutanée

Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques (RAh) est exprimé dans toutes les
cellules de la peau : les fibroblastes dermiques, les cellules de Langerhans, les mélanocytes
et les kératinocytes (42—45). || semble moduler I'expression des génes régulant la mobilité
cellulaire durant le développement et le renouvellement des tissus cutanés. Ainsi,
I’activation du RAh dans les kératinocytes peut induire Slug, un membre de la famille
snail/slug, crucial pour la transition épithélial-mésenchymal (EMT, Epidermal Mesenchymal
Transition). Ces données illustrent I'implication du RAh dans I'homéostasie épidermique
(46). La perturbation de la voie du RAh, lors de I’exposition aux xénobiotiques, pourrait donc
favoriser I'apparition de plusieurs lésions de type cancer, dermite de contact ou

hyperpigmentation (47).
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Il. Voies activées par le RAh

1. Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques

Les effets déléteres des hydrocarbures aromatiques polycycliques nécessitent le plus
souvent I'activation d’un récepteur cytosolique, le récepteur aux hydrocarbures aromatiques
polycycliques (RAh). Il a été démontré indispensable, d’'une part au métabolisme des HAPs,
jouant ainsi un réle primordial dans I'adaptation de I'organisme a I’exposition aux HAPs, et
d’autre part aux voies de signalisation conduisant aux effets toxiques des hydrocarbures
aromatiques. Le RAh est une protéine cytosolique dont la taille varie de 95 a 124 KDa selon

les especes (48).

a. Roles physiologiques

Il est désormais prouvé que le RAh joue un réle important dans les processus
physiologiques, malgré le fait qu’on ne connaisse pas précisément son ligand endogene. En
effet, ce récepteur ubiquitaire (49) est exprimé de fagon précoce lors du développement
embryonnaire (50) et présente une haute conservation dans I’évolution (51). En outre, on
observe des défauts du développement chez les souris RAh7" (52). Parmi les défauts
morphologiques et fonctionnels répertoriés, on peut citer une hypertrophie cardiaque, des
anomalies vasculaires et des perturbations de la pression artérielle (53). Le RAh joue
également un r6le important au niveau du foie, de la peau, du systeme reproductif, et
durant le développement et la maintenance des systemes hématopoiétique et immunitaire
(52,54-57) (Tableau 3). Enfin, il pourrait réguler les événements liés a la migration et a
I'adhésion cellulaire, ceux-ci étant des parametres importants dans l'apparition et la

dissémination des cancers.
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Tableau 3 : Anomalies physiologiques et biochimiques des souris RAh™

Cible Observations

Réduction de 50% de la taille

Fibrose

Adénocarcinome

Augmentation du taux d’acides rétinoiques et de leurs dérivés
Foie Diminution de I'expression basale du CYP1A1 et des UDPGT6

Augmentation de la transglutaminase Il, protéine induite par I'acide
rétinoique et fortement exprimée dans les cellules entrant en
apoptose

Augmentation de TGF 1 et TGF 33, particulierement dans les zones
qui coincident avec une fibrose

Hyperprolifération des vaisseaux sanguins pres de la veine porte

Systeme immunitaire

Diminution du nombre de lymphocytes B et T dans la rate et les
ganglions lymphatiques

Infections bactériennes opportunistes, notamment causées par
Helicobacter pylori, pouvant aboutir a la mort des souris

Hyperplasie sévere localisée sur I'épiderme avec hyperkératose

Peau Expression altérée des cytokines, kératines et intégrines
Fibrose marquée du derme
Hyperplasie du pylore
Estomac
Polypes gastriques
Coaur Hypertrophie cardiaque avec présence de fibrose dans le muscle
cardiaque
Poumons Adénocarcinome
Utérus Fibroses et calcifications massives
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b. Activation du RAh

Le RAh est un facteur de transcription activé par ses ligands. En I'absence de ligand,
le RAh est présent dans le cytoplasme sous forme d’un complexe multiprotéique inactif. En
effet, il interagit avec différentes protéines chaperonnes qui servent a maintenir la
conformation correcte du récepteur ainsi qu’a assurer sa capacité a fixer les ligands et a
renforcer son efficacité transcriptionnelle (58). Ainsi, il interagit directement avec deux
protéines HSP90 et une protéine XAP2 (pour HBV X-associated protein 2), et indirectement
avec la protéine co-chaperonne p23 via les HSP90. Par conséquent, I'activation du RAh ne
résulte pas d’'une simple interaction bi-moléculaire du récepteur et de son ligand, mais est

plutot régulée par l'interaction entre le RAh et de nombreux facteurs auxiliaires.

La fixation d’'un ligand (ex: B[a]P, dioxine) entraine une modification de la
conformation du RAh (Figure 3), a l'origine du déplacement des protéines chaperonnes et
permettant de révéler le signal de localisation nucléaire (NLS) présent dans sa partie N-
terminale. Le site d’import nucléaire du RAh est alors libéré et la translocation nucléaire du
complexe peut avoir lieu. Il s’ensuit un détachement des protéines chaperonnes conduisant
a l'interaction de I’ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) avec le complexe
RAh-B[a]P. La formation de I’'hétérodimére RAh/ARNT convertit le complexe en une forme
ayant une haute affinité pour ’ADN. L’hétérodimeére se lie alors a des régions spécifiques de
I’ADN nommées XRE (Xenobiotic Response Element), et situées dans les régions 5’-
flanquantes des génes cibles du RAh. La séquence minimale, ou consensus, reconnue par
I"hétérodimere est 5’-T/G-N-G-C-G-T-G-A/C-G/C-A-3’. Le RAh se lie a ’ADN sur la séquence
5’-TNGC-3’ et ’ARNT sur la séquence 5’-GTG-3’ (59). Cependant il existe sur certains génes
des séquences XRE dites non consensus ou XRE-like. Ce sont des séquences différentes des
XRE classiques (ex : GCGGG) et, bien que présentant une mutation sur le noyau central,
fixent le dimére RAh/ARNT. Ces modulations permettraient au RAh d’activer différemment
les genes cibles en fonction de son ligand. La liaison d’un ligand au RAh modulerait donc la
capacité de ce récepteur a se lier sur les XRE et pourrait favoriser la liaison sur des
séquences XRE-like au détriment de genes comportant des séquences XRE consensus. Ainsi,
la paraoxonase-1, enzyme aux effets cardioprotecteurs ne possede que des séquences XRE-

like et est induite par la quercétine (agoniste faible) et non par la TCDD. Ces XRE-like
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permettraient alors de comprendre les effets protecteurs des polyphénols comme les

flavonoides (60).

L’activation du RAh induit la transcription et I'expression de nombreuses protéines
telles que des enzymes du métabolisme de phase 1 (CYP1A1, 1A2, 1B1) nécessaires a la
bioactivation des HAPs en réactifs électrophiles, mais également des enzymes de phase 2,
des protéines impliquées dans les voies de transduction, la prolifération cellulaire, le cycle

cellulaire, 'apoptose, ainsi que des facteurs de croissance, ... (61-63) (Tableau 4).

Tableau 4 : Exemples de génes cibles du dimére HAP/RAh-ARNT (31,64—77)

CYP1A1, CYP1A2
CYP1B1
UGT1A1
UGT1A6
GSTA2
NQO1

IL-1B
IL-2
IL-8

CCL-1

Enzymes du métabolisme

Cytokines

c-jun

p21

Proto-oncogénes

Protéine pro-apoptotique Bax

Facteur de transcription Nrf2

Répresseur du RAh AhRR
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Figure 3 : Activation du RAh par le B[a]P et induction de génes cibles

2. Bioactivation des HAPs

Les HAPs sont métabolisés selon trois voies principales (78) (Figure 4). La plus
importante implique la famille des cytochromes P450 (CYP450) qui catalysent la mono-
oxygénation des HAPs en époxyde. La seconde voie repose sur la formation d’un radical
cation suite a l'oxydation a un électron des HAPs, catalysée par la cytochrome P450

peroxydase. Enfin, la troisieme voie correspond a la formation d’ortho-quinones a partir de
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catéchols, catalysée par des dihydrodiols déshydrogénases. Dans une moindre mesure, les

HAPs peuvent étre activés par des prostaglandines synthases et lipooxygénases (79).

Les HAPs, a I'image du B[a]P, subissent une bioactivation générant des métabolites
électrophiles capables de se lier a 'ADN, mais également des métabolites capables de
générer des especes réactives de |'oxygéne (ERO). La formation de ces dommages
génotoxiques a un role dans la phase d’initiation du processus de cancérogénese. Les dérivés
métaboliques des HAPs ont une action cancérogéne car ils sont capables d’induire des
dommages a I’ADN et des mutations au niveau de génes de contréle du cycle cellulaire tels
gue les oncogenes et les genes suppresseurs de tumeurs. En plus d’avoir un role dans la
phase d’initiation, le B[a]P a aussi un réle dans la phase de promotion (80), ce qui le classe
parmi les cancérogenes complets. Pour étre cancérogene, la molécule d’"HAP doit posséder
une région baie et étre dissymétrique. Cela gouverne les modalités d’oxydation de la

molécule en raison des zones de concentration en électrons.

O é‘ O wdases
- e

o CLL

Epoxyde [Hydrolase

Radical cation du B[a]P
HO ' ‘ ! 7R 8R diol
OH AKR
CYPA50 (dihydrodiol déshydrogénase)
0
0
BaP (7R,8S) diol-(9S,10R) époxyde (+) anti BPDE B[a]P-O-quinone

Figure 4 : Principales voies de métabolisation du B[a]P
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a. Voie des cytochromes

Chez I'humain, I'exposition aux HAPs augmente le risque de développer divers
cancers (poumons, peau, systeme hématopoiétique, ...), via la formation d’adduits a I'acide
désoxyribonucléique (ADN). Ces composés toxiques sont pro-cancérogénes, c’est-a-dire
gu’une biotransformation par les enzymes du métabolisme (en particulier leurs propres
cibles géniques, les CYP1A1l et 1B1) est nécessaire pour observer notamment leur effet
cancérogene. Cette biotransformation, dont la fonction premiere est de détoxifier
I'organisme, transforme des molécules inertes en intermédiaires réactifs pouvant réagir sur
les biomolécules, dont I’ADN (79). Le cytochrome oxyde une double liaison carbone-carbone
au niveau du cycle aromatique du HAP. L’époxyde hydrolase convertit alors I'époxyde créé
en dihydrodiol. Le cytochrome oxyde ensuite une deuxieme double liaison adjacente au
groupement diol, menant au composé diol-époxyde. Ces cytochromes permettent la
formation de dérivés diol-époxydes, molécules hautement électrophiles qui interagissent
avec I’ADN, les lipides et les protéines cellulaires (81), créant ainsi des adduits volumineux
pouvant conduire a des mutations et a des modifications du cycle cellulaire (82). L'exemple
le plus classique est celui du B[a]P métabolisé notamment par le cytochrome P450 1A1 en
diol époxyde : le B[a]P 7,8-dihydrodiol-9,10-époxide (ou BPDE) (Figure 5). Ce métabolite trés
électrophile est capable de réagir avec les bases de I’ADN et de former des adduits dont le
plus connu est le BPDE-N2-déoxyguanosine (83). Si les adduits ne sont pas réparés par les
systémes de réparation de ’ADN de I'organisme (Base Excision Repair, Nucleotide Excision
Repair), des mutations génétiques irréversibles apparaissent, elles-mémes responsables de

I'initiation des cancers.

Il semble que le pouvoir cancérogene du B[a]P est essentiellement lié au RAh puisque

cette cancérogénicité disparait chez les souris RAh (84).
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Figure 5 : Formation du dérivé diol-époxyde du B[a]P

b. Voie d’oxydation mono-électronique par les peroxydases

Cette voie a pour mécanisme 'oxydation a un électron du B[a]P par les peroxydases

cellulaires et/ou potentiellement par les cytochromes P450 (Figure 6). Elle conduit a la
formation de radicaux cations qui, contrairement au BPDE, sont instables chimiquement. Ils
peuvent étre générés par des oxydants chimiques, mais également par électrochimie ou de
facon enzymatique. La probabilité qu’un HAP perde un électron et donne naissance a un
radical cation, ainsi que la réactivité de ce dernier vis-a-vis de ’'ADN dépendent de certains
facteurs : un potentiel d’ionisation qui doit étre faible pour permettre I'arrachement d’un

électron, la localisation de la charge sur le radical cation et qui rend cet intermédiaire plus
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réactif vis-a-vis d’especes nucléophiles et une configuration géométrique optimale facilitant

leur liaison covalente avec les sites nucléophiles de I’ADN.

Les métabolites générés par cette voie forment également des adduits avec les bases
de I’ADN. Ainsi, la voie mono-électronique entraine la formation d’adduits instables mais

joue un réle majeur dans la génération de sites apuriniques.

“ CYP450 péroxydase “
LI =
Oxydation

chimique/¢lectrochimique
Bla]P

-e oxydant

“O réducteur

Radical cation du B[a]P avec une charge
localisée en C-6

Figure 6 : Formation du radical cation du B[a]P

c. Voie des quinones

La voie métabolique des quinones met en jeu des dihydrodiol déhydrogénases,
enzymes appartenant a la super-famille des aldo-céto-réductases (AKR). La métabolisation
du B[a]P-diol par ces enzymes produit un catéchol (Figure 7). Ce catéchol subit deux
oxydations a un électron avec la production concomitante d’espéeces réactives de I'oxygene

pour former des HAP o-quinones (85).

La premiére oxydation produit un anion o-semiquinone et du peroxyde d’hydrogene
(H20,) suivi par une deuxiéme oxydation qui conduit a la formation de o-quinone et d’un

anion superoxyde (0,*) (86). En présence d’équivalents réducteurs cellulaires (ex : NADPH),
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les HAP o-quinones peuvent aussi étre réduites en catéchols entrainant des cycles rédox
supplémentaires qui amplifient la production d’espéces réactives de I'oxygéne : H,0,, O,°".
En présence de métaux rédox tels que Fe** ou Cu*, H,0, peut donner le radical hydroxyle

(*OH).

Dans I'ADN, ces espéces réactives conduisent a la génération de bases oxydées,
notamment au niveau de la guanine (7,8-dihydro-8-oxo-guanine). De plus, *OH est a I'origine
de cassures de brins (87). Dans les membranes, une augmentation de la peroxydation
lipidique (augmentation de la formation de malondialdéhyde) est observée. Les HAPs o-
quinones sont a l'origine d’une production d’ERO mais peuvent également former des

adduits a I’ADN.

QK

HAP
| CYPIAI/Epaxide hydrolase

v

Dihydrodiol Dehydrogenase C ——» Formation de conjugués
( AKRs HO glucuronide
HO OH sulfate
OH catechol

H20; —— Dommages oxydatifs

BaP-7,8-dihydrodiol
Lex
NAD{P)*
e()/Qi(

Os
Radical anion o-semiquinone

C 02
Ies 027 —— Dommages oxydatifs

A

0
HAP-O-quinone

NAD(P)H

Adduits a ’ADN

Figure 7 : Voie des quinones
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Outre cette action génomique, les HAPs possedent également des effets non-
génomiques, avec des conséquences non-transcriptionnelles. Ainsi, ils sont connus pour agir
directement au niveau de la membrane plasmique, avec des conséquences sur la stabilité
des membranes cellulaires ; mais ils peuvent également moduler la concentration calcique
intracytosolique via I'activation du récepteur (2-adrénergique (R2-AD), associée a une

augmentation de la concentration cytosolique en AMPc.
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Ill. Action sur les membranes

Les HAPs, et plus particulierement le B[a]P, ont la capacité d’avoir une action au
niveau membranaire, tout en passant dans I'espace intracellulaire. En effet, lors d’une
exposition a ces contaminants, on peut observer une modification de la composition en
cholestérol et en acides gras au niveau des radeaux lipidiques (« lipid raft »). La membrane
plasmique possede des microdomaines, appelés radeaux lipidiques, riches en cholestérol et
sphingolipides, et pouvant intervenir dans la régulation de la physiologie cellulaire (88-90).
Le B[a]P induit une déplétion en cholestérol dans ces microdomaines, en lien avec une
réduction de I'expression d’une enzyme, la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase (HMG
CoA réductase). Cette derniere est I'enzyme clé de la voie métabolique du mévalonate,
impliquée dans la production de cholestérol. La réduction de I'expression enzymatique de
I"'HMG CoA réductase se fait par deux voies principales. La premiéere implique le RAh, tandis
gue la deuxieme met en jeu une augmentation de la production CYP-dépendante de H,0,.
Le remodelage membranaire ainsi induit par le B[a]P régule l'alcalinisation intracellulaire,
étape préalable au phénomeéne d’apoptose cellulaire (Figure 8). En effet, I’action du B[a]P au
niveau membranaire entraine I'activation du Na‘/H" Exchanger 1 (NHE1), un transporteur
membranaire sensible aux modifications de la fluidité membranaire. En outre, le B[a]P
inhibe I'expression de deux facteurs de transcription impliqués dans la biosynthése du
cholestérol et des acides gras : le Liver X Receptor (LXRP) et le Sterol Regulatory Element-
Binding Protein (SREBP1c). Les radeaux lipidiques sont également impliqués dans le
processus de mort cellulaire via le recrutement de récepteurs de mort (91), ou en modulant
le stress oxydatif (92). Enfin, le phénoméne d’apoptose induit par le B[a]P passe également

par la une voie p53-dépendante, déclenchée par des dommages sur I’ADN (93,94).
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Figure 8 : Action du B[a]P sur le remodelage membranaire et ses conséquences (93)

Par la formation de radicaux libres, les HAPs vont provoquer un stress oxydant. Ces
radicaux libres sont des molécules chimiques instables, donc trés réactives, produites lors de
réactions avec I'oxygene et qui provoquent des dommages cellulaires sur I'organisme. La
peroxydation lipidique (Figure 9) correspond a I|'‘oxydation des lipides insaturés par
I'intermédiaire des espéces réactives de I'oxygene (ERO). Toutes les structures de la cellule
sont touchées par la peroxydation lipidique, et particulierement les membranes. Elle a
notamment pour conséquence une diminution de la fluidité membranaire et une

augmentation de sa perméabilité, aboutissant a une altération de sa structure et de ses
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fonctions. Elle est également a I'origine d’une perturbation de I'activité enzymatique et de la
fonction de certains récepteurs membranaires, dont les RCPG. Au total, il y a une altération

cellulaire pouvant aboutir a des perturbations de fonctionnement de certains organes.

R HZO R
/  + "OH —L> /  Lipid radical
i Initiation ]
Unsaturated lipid 0,
Propagation
4 72N |
OH H o"
Lipid peroxide Lipid peroxyl radical

Figure 9 : Etapes de la peroxydation lipidique
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IV. Action sur la signalisation AMPc dépendante

L’AMPc est un second messager intracellulaire retrouvé dans de nombreuses voies de
signalisation et permettant de relayer les réponses hormonales lors de divers processus
biologiques. Il est responsable de I’activation de plusieurs effecteurs tels que la protéine
kinase AMPc-dépendante (PKA), une famille de canaux ioniques membranaires (cAMP-
gatted chanel) et la famille des protéines EPAC-1 et -2 (Exchange Protein factor directly
Activated by cAMP), dont I'activation conduit a I’élévation de la concentration calcique

intracytosolique (95,96).

A travers leurs expériences, Vogel et al. ont montré que la TCDD, un hydrocarbure
aromatique halogéné, est capable d’augmenter le taux intracellulaire d’AMPc, via
I'activation d’une protéine G (97). Parallelement a cela, il est connu que I'AMPc peut
moduler I'activité du RAh, en agissant en I'absence de ses ligands. En effet, il a été démontré
gu’une augmentation du taux d’AMPc dans les cellules Hepal conduit, méme en I'absence
de ligands, a la translocation du RAh dans le noyau et a sa liaison a I’ADN sans l'intervention
d’ARNT (98). En outre, ’AMPc inhiberait la formation du complexe RAh/ARNT, responsable
des effets toxiques des HAPs. Ainsi, le B[a]P agirait sur 'AMPc de fagon indépendante du
RAh.
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V. Action sur la signalisation calcium-dépendante

Actuellement, il est démontré que les HAPs perturbent I'homéostasie calcique en
induisant sa libération du réticulum endoplasmique et/ou en inhibant sa recapture au sein
de l'organite. L'augmentation de la concentration calcique intracellulaire, bi-phasique, est
indépendante de la structure des HAPs et du fait qu’ils soient ligands ou non du RAh: le
B[a]P (ligand du RAh) comme le pyréne (non ligand du RAh) entrainent une augmentation de

calcium.

Une phase d’augmentation tardive et soutenue de calcium est observée dans les
cellules exposées aux HAPs. Elle est principalement dépendante des métabolites des HAPs et
donc indirectement du RAh. Ainsi, seuls les HAPs ligands forts du RAh, tel que le B[a]P, aurait
la possibilité de maintenir une augmentation importante du calcium. Cette capacité pour un
HAP d’augmenter de fagon soutenue le calcium intracellulaire serait corrélée a un fort effet

immunotoxique et cancérogeéne (99).

Par ailleurs, une voie indépendante du RAh serait plutét impliquée dans
I’'augmentation rapide du calcium intracellulaire. En effet, il a été montré que 1) les ligands
faibles du RAh ont des effets calciques similaires aux ligands forts du RAh; 2) l'a-
naphtoflavone (antagoniste du RAh) et son isoforme, la -naphtoflavone (agoniste du RAh),
provoguent une augmentation calcique ; et 3) la diminution du taux de protéines du RAh n’a
aucune influence sur I'augmentation du signal calcique provoquée par le B[a]P (100,101).
Cette étape est essentielle a la translocation et a l'activité transcriptionnelle du RAh. En
effet, 'augmentation de la concentration calcique induite par les HAPs est impliquée dans

I'induction du CYP1A1 et de la chimiokine CCL1 (31,102).
Malgré I'indépendance du RAh, il y a une étroite relation entre ce récepteur, ses

fonctions et la signalisation calcique intracellulaire. En effet, I’activation du RAh implique la

signalisation calcique : la voie calcique régule celle du RAh.
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PARTIE Il

ACTION DES HAPs SUR LES RCPG
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La superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) est de loin la plus
importante famille de récepteurs chez 'Homme. C’est plus de 800 génes qui correspondent
a 2% du génome. Actuellement environ 360 RCPG sont caractérisés et 240 ligands identifiés.
Ces récepteurs, présents dans tous les systemes physiologiques chez I’'Homme, permettent

le contréle de nombreuses fonctions de I'organisme.

Depuis toujours I'Homme est continuellement exposé aux contaminants de
I’environnement, notamment aux hydrocarbures aromatiques polycycliques. Mais le cas est
encore plus vrai dans notre civilisation moderne, ou innovation industrielle et croissance

démographique accentuent cette exposition.

Il est donc plus que probable que les RCPG se retrouvent en contact a un moment ou
un autre avec ces contaminants. La littérature a d’ailleurs apporté certaines preuves d’une
interaction a différents niveaux entre les contaminants environnementaux et les RCPG. Tout
d’abord, il a été montré que les particules urbaines présentent un effet « like » au niveau
des récepteurs a I'angiotensine 1 (103). Ce méme effet est constaté sur les R32-AD lors
d’'une exposition au B[a]P. Ensuite, des phénoménes de compétition avec les ligands
physiologiques existent. On peut citer I'exemple des phtalates qui se lient sur les récepteurs
CB1, et entrent ainsi en compétition avec les cannabinoides (104). Un autre mécanisme,
celui de la désensibilisation, est retrouvé lors de I'interaction des HAPs avec le R32-AD et du
rediocode A, un insecticide, avec le récepteur Methuselah (105). Enfin, la fixation d’un ligand
sur un RCPG peut provoquer une modification de I'expression cellulaire. Ainsi, le bisphénol A
diminue le taux de protéines correspondant au récepteur dopaminergique D3 (106). En
outre, le 4-nonylphénol diminue I'expression protéique du récepteur dopaminergique 1A et

augmente celle du récepteur dopaminergique D2 (107).
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I. Les récepteurs couplés aux protéines G

1. Définition

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), famille de protéines a sept hélices
transmembranaires couplées a une protéine G, constituent la plus grande famille de
récepteurs membranaires chez ’'Homme. Ils sont ubiquitaires et contrélent les principales
fonctions de I'organisme tels que I'odorat, le go(t, la vision, ainsi que la réponse cellulaire
aux hormones et neurotransmetteurs (108). Il a été démontré qu’environ mille genes codent
ces récepteurs, ce qui représente environ 2% du génome humain (109). lls sont activés par
de nombreux ligands comme la lumiére, des monoamines (adrénaline, sérotonine), des
acides aminés (acide glutamique), des glycoprotéines, des lipides, des nucléosides ou
nucléotides (adénosine, ATP, ...). Cela aboutit a de multiples voies de signalisation qui sont
autant de cibles thérapeutiques dans divers domaines (cancer, maladies cardiovasculaires et
du systéme nerveux, diabete, obésité, inflammation, ...). La transmission de la majorité des
signaux cellulaires a travers la membrane plasmique se fait par I'intermédiaire des RCPG
(110). Ainsi, toute perturbation dans leur fonctionnement peut conduire a des pathologies
comme lallergie, I’hypertension artérielle, la maladie d’Alzheimer ou encore Ia
schizophrénie (111). De nombreux médicaments sont agonistes ou antagonistes des RCPG

qui représentent la cible d’environ 50% d’entre eux (112).

2. Structure

Tous les RCPG possedent une structure générale identique, malgré une faible
homologie de séquence (113). lls sont composés d’une région N-terminale extracellulaire qui
peut faire 'objet de modifications post-traductionnelles de type N-glycosylation, de sept
domaines (hélices alpha) transmembranaires (TM 1 a 7) liés par 3 boucles extracellulaires

(E1, E2 et E3) et 3 boucles intracellulaires (11, 12 et 13) et d’une région C-terminale
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intracellulaire. Cette derniére peut étre phosphorylée sur différents résidus par la kinase A,
la protéine kinase C ou les GRK (G-protein-receptor kinase). Elle posséde parfois des sites
d’ancrages lipidiques dans la membrane (création d’une quatrieme boucle, 14) qui résultent
d’une modification réversible de cystéines par palmitoylation. Le palmitate interagit avec
une molécule de cholestérol (114). On peut également retrouver un ou plusieurs ponts

disulfures entre les boucles E1 et E2 (Figure 10).

Dans 'espace, les segments TM6 et TM7 sont proches des segments TM1 et TM2.
Cela confére aux RCPG une forme de « panier » avec une poche hydrophobe au niveau de la
membrane plasmique. Cette poche est impliquée dans I'activation du récepteur par son

ligand.

Figure 10 : Structure générale des RCPG

3. Classification

La superfamille des RCPG est I'une des plus importante famille de protéines chez les
vertébrés, avec plus de mille récepteurs différents. Ces derniers présentent une grande
diversité en terme de structure et de fonction, tout en partageant des caractéristiques
structurales communes. Plusieurs classifications existent, chacune se basant sur des critéres

différents, notamment I’"homologie de séquence. La classification de Fredriksson, reposant

56



sur les liens phylogénétiques entre les différents RCPG, les regroupe en cing groupes:
Glutamate, Rhodopsine, Adhesion, Frizzled et Secretin. L'ensemble constituant le systéme

GRAFS (115,116).

a. Lafamille des récepteurs au glutamate

Cette famille comprend les récepteurs métabotropiques au glutamate, les récepteurs
a I'acide y-amino-butyrique (GABA), le récepteur sensible au calcium (CaR) et les récepteurs
de type TAS1 impliqués dans la liaison des molécules gustatives. La liaison du ligand a lieu au
niveau de la région N-terminale. Celle-ci est de taille importante (280 a 580 acides aminés)
(117) et permet de créer une structure bilobée, site de fixation du ligand (118,119). Ces
récepteurs ont en commun une région riche en cystéine (CRD) potentiellement importante

dans le processus d’activation.

b. Lafamille de la rhodopsine

Elle représente 80% des RCPG et compte plus de 700 membres, ce qui en fait la plus
importante famille pour ces récepteurs. Ces derniers possedent des liens phylogénétiques
avec la rhodopsine qui est le premier récepteur a sept domaines transmembranaires ayant
été cristallisé grace aux travaux de Palczewski sur la rhodopsine bovine (120). Le site de
liaison du ligand correspond a une poche hydrophobe située au milieu des domaines
transmembranaires. La plupart du temps, on retrouve certaines caractéristiques
structurelles communes, tel que le motif NSxxNPxxY dans le domaine transmembranaire
TM7 ou encore le motif DRY ou D(E)-R-Y(F) a la frontiere entre le domaine TM3 et la boucle
intracellulaire. Cependant, quelques récepteurs appartenant a cette famille font exception a
la regle et possédent d’autres régions conservées, ce qui permet de les lier a la famille de la
rhodopsine. Par exemple, certains vont lier leurs ligands par leur extrémité N-terminale
comme les récepteurs aux hormones glycoprotéiques ; ou via a la fois le domaine N-terminal

et les domaines transmembranaires tel que le récepteur a la vasopressine V2R. Pour une
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classification plus précise, cette famille est divisée en quatre groupes (a, {3, Y et 0) et treize
sous-groupes. Le groupe a regroupe les récepteurs liant les amines, les prostaglandines, ...

Le groupe P contient les récepteurs aux peptides, alors que le groupe y

c. Lafamille des récepteurs d’adhésion

L’extrémité N-terminale de ces récepteurs est formée par la répétition de domaines.
C'est notamment le cas pour les récepteurs de la famille EGF-7TM, impliqués dans le
processus d’adhésion cellulaire, avec la répétition de domaines type EGF (EGF-like modules).

La taille du récepteur est alors fonction du nombre de répétitions des domaines.

d. Lafamille des récepteurs Frizzled/TAS2

Cette famille englobe les récepteurs de Wnt, une glycoprotéine, ou récepteurs
Frizzled (FRZ1-10). lls sont essentiellement impliqués dans la régulation de la polarité
cellulaire et tissulaire, le développement embryonnaire, la formation des synapses, la
régulation de la prolifération, et une multitude d’autres processus rencontrés au cours du
développement et aprés (121,122). Elle inclut également les récepteurs de type TAS2 (Taste

receptor de type 2), impliqués dans le goQt et plus particulierement I'amertume (123).

e. Lafamille des récepteurs a la sécrétine (secretin like)

Cette famille comprend les récepteurs a la sécrétine, mais également les récepteurs a
la calcitonine, les récepteurs CRLR (Calcitonin receptor-like receptor) et les récepteurs au
glucagon. lls possedent tous une extrémité N-terminale de taille importante (60 a 80 acides
aminés), riche en résidus cystéine, permettant la liaison du ligand au récepteur. La plupart

des ligands sont de poids moléculaires élevés, par exemple les hormones peptidiques (124).
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4. Les protéines G trimériques

Les protéines G trimériques permettent Ila transduction de signaux
transmembranaires. Ce sont des protéines a activité GTPase qui correspondent au principal
partenaire intracytoplasmique des RCPG. Les protéines G trimériques interagissent avec les
RCPG par l'intermédiaire de quelques résidus amino-acyls localisés principalement sur les
boucles intracellulaires 2 et 3, et sur la partie proximale de I'extrémité C-terminale. Le
complexe que forme la protéine G est composé de trois chaines peptidiques : les sous-unités
alpha (Ga), béta (GP) et gamma (Gy). Les sous-unités G et Gy sont étroitement liées et

fonctionnent seulement en tant que complexe (dimére py).

a. Cycle d’activation de la protéine G

Au repos, le site catalytique de la sous-unité a du trimere of}y est occupé par une
molécule de GDP. La liaison d’un agoniste au récepteur induit I'activation des protéines G
trimériques concrétisée par une diminution de I'affinité de o pour le GDP et une
augmentation d’affinité pour le GTP. Il se produit un échange entre le GDP, préalablement
fixé, et le GTP cytosolique. L'occupation de o par le GTP induit la dissociation de o et 3y qui
peuvent chacune interagir avec des effecteurs, enzymes et canaux ioniques, pour générer
des messagers intracellulaires. Cependant, 'activité GTPasique de a hydrolyse rapidement le
GTP en GDP, et a se retrouve occupé par le GDP. Ainsi, a, perdant son affinité pour
I'effecteur mais récupérant son affinité pour Py, se réassocie avec Py pour reformer le

trimere af}y a nouveau disponible pour un nouveau cycle d’activation.

b. Sous-types de protéines G

L'existence d’'un grand nombre de sous-unités (au moins vingt sous-unités a, cing

sous-unités 3 et treize sous-unités y), codées par des genes distincts, est a I'origine d’une
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diversité importante du trimere af}y (125). La classification des protéines G trimériques reste

basée sur les analogies de structure des sous-unités o, avec les familles Gs, Gi, Gq et G12.

Une sous-famille de protéine G peut étre activée par différents RCPG. Ainsi, la
protéine Gs est activée par de nombreux récepteurs tels que les récepteurs béta-
adrénergiques, le FSHR, le récepteur a la calcitonine, le récepteur au glucagon,
Réciproquement, le méme RCPG peut activer plusieurs sous-familles de protéines G. Par
exemple, le RB2-AD est lié classiquement a une protéine Gs, mais il peut également se lier

aux protéines Gq et Gi (126,127).

c. Effecteurs activés par la protéine G

La spécificité de la signalisation via les RCPG est déterminée par l'isoforme de la

protéine G.

i. Effecteurs des sous-unités a des protéines G

Les principaux effecteurs modulés par linteraction avec les sous-unités o des
protéines G trimériques sont des systemes enzymatiques, générant des médiateurs
intracellulaires, ainsi que canaux ioniques. Une fois dissociée du complexe af}y, la sous-unité
Ga va directement activer différentes classes d’effecteurs. Les adénylates cyclases (AC) et
les phospholipases C (PLC) représentent les cibles principales. L’activation de la PLC ou de
I’AC mene a la production de messagers secondaires correspondants, a savoir ’AMPc pour
I’AC, I'IP3 et le DAG pour la PLC. Ces messagers vont alors activer de nouveaux effecteurs
entrainant ainsi I'amplification du signal. A titre d’exemple, la production d’IP3 et DAG

conduit 4 la mobilisation des stocks de Ca®* et a I'activation des PKC.
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ii. Effecteurs des sous-unités [y des protéines G

Le dimere Gy est impliqué dans I'activation de nombreux effecteurs tels que : I'AC,

la PLC, la calmoduline, les canaux calciques, les GRK, la protéine kinase (PKD), la tubuline, le

phosphatidyl-inositiol, ...
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Il. Le récepteur béta2-adrénergique

Les RCPG peuvent étre la cible des contaminants de I'environnement, en particulier
des HAPs. Cependant, dans les parties suivantes, seul le R32-AD sera étudié. En effet, il
représente une des cibles privilégiées des HAPs. Ainsi, Larue et Kato ont démontré que
I’exposition des rats a la fumée de cigarette provoquait une diminution du nombre de Rf32-
AD dans la sphére cardiaque (128). De la méme fagon, le nombre de RB2-AD a la surface des
lymphocytes humains diminue apres exposition a la fumée de cigarette (129,130). Cette
diminution du nombre de récepteurs est associée a une diminution des fonctions associées
au récepteur. Par ailleurs, des expériences sur la souris ont permis de découvrir qu’une
exposition au B[a}P entraine une inhibition de la lipolyse induite par les agonistes spécifiques
des RB-AD (131). Plus récemment, les travaux de Factor et al. confirment les observations
précédentes : ils montrent que les HAPs provoquent une diminution du taux d’ARNm, de

protéines et de la réponse au R32-AD (132).

Tous ces résultats correspondent a un phénomene couramment associé au RCPG : la
désensibilisation du récepteur, et démontrent que le RB2-AD est une cible privilégiée des

HAPs.

D’autre part, la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), un hydrocarbure
aromatique halogéné, diminue la réponse béta-adrénergique et provoque une
augmentation de la concentration calcique intracytoplasmique dans les cellules musculaires
cardiaques de rat et dans le cceur de feetus de poulet (133,134). En outre, la TCDD est
capable d’une part d’augmenter le taux intracellulaire d’AMPc via I'activation d’une protéine

G et d’autre part de moduler les voies reliant le R32-AD et I'adénylate cyclase (135).
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1. Définition

Les neuf récepteurs adrénergiques sont divisés en trois groupes, al, a2 et {3, qui
comprennent chacun trois membres. Ils présentent tous une structure a sept hélices
transmembranaires appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Ainsi,
leur structure globale et leur mode d’action sont similaires. Cependant leurs effets
physiologiques varient fortement de par leurs seconds messagers et leurs localisations
tissulaires multiples. lls sont présents dans I'ensemble de I'organisme, y compris le systéme
nerveux central. Leurs ligands endogénes sont des catécholamines: |'adrénaline et la
noradrénaline. lls permettent la transduction cellulaire et tissulaire de I'activation du
systeme sympathique. Les récepteurs [} adrénergiques sont essentiellement des récepteurs
post-synaptiques. lls comprennent trois sous-types, 1, 32 et 33, codés par des genes

distincts. Un quatrieme sous-type, 34, correspondrait a une conformation différente du 1.

Ces récepteurs sont majoritairement couplés a une protéine Gs qui active I'adénylate
cyclase, avec augmentation de ’AMP cyclique intracellulaire et activation de la protéine

kinase A.

Les récepteurs B1 prédominent dans le coeur, ou leur activation stimule les fonctions
cardiaques, principalement la fonction inotrope (force contractile) et la fonction
chronotrope (rythme). Les antagonistes P1-sélectif (B-bloquants) sont utilisés pour leurs
propriétés cardiovasculaires. Les récepteurs (32 sont exprimés au niveau des cellules
musculaires lisses (voies respiratoires, vaisseaux sanguins, tractus digestif et uro-génital), ou
leur activation se traduit par une relaxation musculaire. Les agonistes (32-sélectifs sont
utilisés pour leurs propriétés broncho-relaxantes et utéro-relaxantes. Les récepteurs 33 sont
quant a eux localisés principalement sur les adipocytes, ou leur activation stimule la lipolyse.
Une mutation de ces récepteurs a été associée a des dysfonctionnements métaboliques,
notamment I'insulino-résistance et 'obésité. Cette distribution tissulaire et fonctionnelle des
divers récepteurs 3 adrénergiques est ici tres simplifiée. En effet, certains récepteurs

prédominent en quelques endroits mais I’'ensemble des trois sous-types peut y étre exprimé.

63



2. Ligands physiologiques

L'adrénaline et la noradrénaline sont sécrétées au niveau du systéme nerveux
sympathique et par les médullosurrénales, ce qui leur octroie la qualité de neuromédiateurs
et d’hormones (substances naturelles produites par un organe et qui exercent ses effets, a
distance, sur d’autres organes par l'intermédiaire de récepteurs). Elles font partie, avec la
dopamine, des catécholamines caractérisées par un noyau ortho-dihydroxybenzyl possédant
une chaine latérale éthyl-amine, d’ou le terme de phényléthylamines. La noradrénaline est
le précurseur métabolique de [I'adrénaline, le neuromédiateur post-ganglionnaire

sympathique et I'un des nombreux neuromédiateurs du systéeme nerveux central.

La noradrénaline et [I'adrénaline sont synthétisées dans les neurones
noradrénergiques et adrénergiques. Toutes deux sont également synthétisées par les
cellules chromaffines des glandes médullosurrénales, d’ou elles sont sécrétées dans la
circulation sanguine pour agir en tant qu’hormone sur les organes cibles. La quantités de
noradrénaline issue des médullosurrénales est moins importante que celle d’adrénaline : le
rapport noradrénaline : adrénaline est d’environ 1: 4. La biosynthese des catécholamines
(dopamine, noradrénaline et adrénaline) est assurée par une voie métabolique commune
(Figure 11). Cette voie comporte aussi la L-DOPA, précurseur de la dopamine, et médicament
majeur de la maladie de Parkinson, ainsi que I'enzyme-cible de médicaments aussi indiqués

dans cette pathologie : la dopa-décarboxylase.
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Figure 11 : Biosynthése des catécholamines endogénes

La noradrénaline et I'adrénaline sont dégradées par I'action successives de deux
enzymes : une monoamine-oxydase (MAOQ) et une catéchol-O-méthyl transférase (COMT). La
désamination oxydative de la noradrénaline et de I'adrénaline par la MAO conduit a la
formation d’aldéhydes, transformés ensuite par des réductases ou des déshydrogénases
cytoplasmiques. Les métabolites produits sont excrétés vers le foie et éliminés dans les

urines.

3. Rdles physiologiques

Le RB2-AD a comme ligands physiologiques les formes circulantes de I'adrénaline et
de la noradrénaline. Ces hormones sont produites par les glandes médullosurrénales sous le
contréle du systéme nerveux sympathique et sont étroitement associées a la réaction
« lutter ou fuir ». Ainsi, les agonistes de ce récepteur entrainent notamment une
accélération du rythme cardiaque, une vasodilatation au niveau des muscles squelettiques,
une bronchodilatation, un relachement des muscles lisses de la paroi du tube digestif et de
certains organes du systeme urinaire. Au niveau hépatique, la stimulation du Rp2-AD

provoque la néoglucogenese et la glycogénolyse.
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a. Au niveau cardiaque

Le RB1-AD est prédominant dans le coeur avec un ratio 31 : 32-AD d’environ 70% :
30% dans les oreillettes et 80% : 20% dans les ventricules (136). En conséquence, ce sont les
RB1-AD qui participent a la régulation de la fonction cardiaque. L’activation des RB-AD
engendre des effets inotrope (augmentation de la force de contraction), chronotrope
(augmentation de la fréquence cardiaque), dromotrope (augmentation de la vitesse de
conduction au niveau du faisceau de His) et bathmotrope (augmentation de I'excitabilité
cardiaque) positifs. Ces effets existent en partie grace a la voie de signalisation protéine
Gs/AC/AMPc. Outre son couplage a la protéine Gs, le RB2-AD, a la différence du RB1-AD, est
capable également d’activer des voies de signalisation liées a la protéine Gi, comme la voie
de l'acide arachidonique et de la cPLA2, dans les cellules cardiaques (137,138). Cette
divergence semble étre dépendante de I'agoniste utilisé. Par exemple, dans les cellules
ventriculaires isolées, le salbutamol et le terbutaline activent a la fois les protéines Gs et Gi,

tandis que le fénotérol active seulement la voie de la protéine Gs (139).

b. Au niveau vasculaire

Sur le plan vasculaire, contrairement au coeur, le RB2-AD représente le sous-type
prédominant. Il est a l'origine d’une vasodilatation des cellules musculaires lisses des
vaisseaux périphériques et influence ainsi la pression artérielle (140). En dehors des cellules
musculaires lisses, il est prouvé que les RB-AD sont exprimés au niveau de I'endothélium
vasculaire ou ils contribuent a la régulation du tonus vasomoteur via une relaxation NO-

dépendante (141,142).
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c. Dans les voies pulmonaires

Au niveau respiratoire, le RB2-AD représente le sous-type prédominant des
récepteurs adrénergiques, contrairement a ce qui est observé au niveau cardiaque. La
densité en RB2-AD augmente au travers de I'arbre bronchique, avec des niveaux plus élevés
dans les voies inférieures, et notamment au niveau alvéolaire. Ce récepteur est présent en
qguantité importante dans les cellules musculaires lisses, mais également dans de nombreux
autres types cellulaires de I'appareil respiratoire et impliqués dans des phénomeénes
inflammatoires, tels que les mastocytes, les macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes
et les cellules épithéliales et endothéliales des poumons (143). Ces différents types
cellulaires sont impliqués dans la pathogénese de I'asthme, et semblent étre la cible des
agonistes B2. Ces derniers sont parmi les médicaments les plus couramment prescrits dans
le traitement de I'asthme. Cependant, la bronchodilatation rapide grace a la relaxation des
muscles lisses provoquée par les agonistes B2 reste I'effet le plus bénéfique associé a leur

utilisation.

d. Au niveau hépatique
Le RB2-AD joue un rble important dans la régulation des processus hépatiques
impliqués dans I'homéostasie du glucose. Les ligands physiologiques, adrénaline et

noradrénaline, de ce récepteur provoquent la glycogénolyse et la néoglucogenese, en

particulier par la voie protéine Gs/AC/PKA (144-146).

e. Autres

Outre les effets précédemment décrits, le RB2-AD est a I'origine de nombreux autres

phénomeénes physiologiques résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 5 : Effets physiologiques associés a I'activation du RB2-AD sur différents organes (147)

Organe

Effet

Muscles ciliaires (iris)

Relaxation (vision de loin)

Coeur

Augmentation du rythme cardiaque

Voies aériennes

Bronchodilatation

Glandes bronchiques

Diminution des sécrétions

Foie

Glycogénolyse, néoglucogenese

Glandes salivaires

Sécrétion d’eau et d’amylase

Estomac Diminution de la motilité

Intestin Diminution de la motilité
Vésicule biliaire Relaxation
Muscle détrusor (vessie) Relaxation
Sphincter de l'uretre Contraction

4. Voies de signalisation

a. Lesvoies liées aux protéines G

La protéine G, pour « guanine nucleotide-binding proteins », est une molécule de
nature protéique qui permet le transfert d’informations a l'intérieur de la cellule. Elle assure
la transduction des signaux cellulaires en utilisant I’échange de GDP en GTP comme un
« interrupteur moléculaire » pour déclencher ou inhiber des réactions biochimiques dans la
cellule. Ainsi, lorsqu’un agoniste s’y fixe, le R32-AD s’associe a une protéine Gs (s pour
stimulatrice). La protéine Gs posséde trois sous-unités : alpha (o), béta (B) et gamma (y),
respectivement de masse moléculaire égale a 45, 37 et 9 kDa. A I'état inactif, la sous-unité a
est liée a un GDP. Lors de la formation du complexe agoniste-R32-AD, la protéine Gs se lie au
récepteur sur la face interne de la membrane plasmique et un GTP remplace le GDP sur la
sous-unité a. Cela active la protéine Gs, avec libération de la sous-unité o du dimere Py,
conséquence de I’hydrolyse du GTP. Mais cette activation est de courte durée car la protéine

G hydrolyse le GTP en GDP+Pi & une vitesse de 2 a 3 min™, entrainant ainsi un retour a I'état
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inactif. Néanmoins ce systeme amplifie le signal car chaque complexe ligand-récepteur
active de nombreuses protéines G avant de devenir inactif et, pendant cette période, chaque
complexe protéine G/GTP/adénylate cyclase catalyse la synthése d’un grand nombre de
molécules d’AMPc. La sous-unité Gso. alors fonctionnelle active I'adénylate cyclase, elle-
méme a l'origine de I"'augmentation de la concentration intracytosolique d’AMPc. Ce second
messager principal de la voie béta2-adrénergique, jouant le réle de médiateur intracellulaire,
active ou inhibe de nombreuses enzymes ou des cascades enzymatiques, en favorisant leur
phosphorylation et leur déphosphorylation. Il permet notamment I'activation de différentes
voies de signalisation intracellulaires, comme I’activation des PKAs (Protéines Kinases AMPc
dépendantes), une famille de canaux ioniques membranaires dits cAMP-gated channel, qui
phosphorylent de nombreux substrats. En outre, I’AMPc entraine I'activation de protéines
EPAC-1 et -2 (pour Exchange Protein factor directly Activated by cAMP). La cascade de
signalisation résultant de cette activation aboutit a I"augmentation de la concentration
intracytosolique de calcium, par activation de la phospholipase C € (PLCeg) qui hydrolyse le
phosphatidyl inositol diphosphate (PIP2) membranaire en diacylglycérol (DAG) et inositol
triphosphate (IP3), stimulant a son tour les récepteurs du réticulum endoplasmique,
conduisant a une sortie de calcium de I'organite. L'AMPc peut également étre activée par la
sous-unité Py de la protéine G. La teneur en AMPc dépend de l'activité de la

phosphodiestérase 3B qui dégrade ’AMPc en 5’AMP.

Le RPB2-AD peut également interagir de fagon directe avec la protéine Gi, a I'origine
de l'inhibition de I'adénylate cyclase (137,148), ou avec la protéine Gq, responsable de la

stimulation de la PLC (149-151).

Au repos, c’est a dire en absence de stimulation du RB2-AD par un ligand, le
récepteur oscille entre plusieurs conformations : une petite fraction est active alors que la
conformation inactive est prédominante. Lors de I'activation par un ligand, I'équilibre est
modifié pour favoriser la conformation active. Ainsi, le RB2-AD présente une activité basale :

il y a production d’AMPc méme en absence de ligand (152).

Par conséquent, on peut définir différents types de ligands pour un méme récepteur

(Figure 12). Un agoniste complet (full agonist) est une molécule déplacant completement
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I’équilibre vers une conformation active du récepteur. Les agonistes partiels, quant a eux,
peuvent stabiliser soit une conformation active différente du récepteur par rapport aux
agonistes complets, soit la méme conformation active qu’en présence d’un agoniste complet
mais a une fréquence plus faible. Un agoniste inverse aura la possibilité de se lier
préférentiellement au récepteur a I'état inactif en entrainant une diminution de I'activité
basale du récepteur. Enfin, un antagoniste neutre est une molécule sans effet intrinseque
sur l'activité basale du récepteur mais elle bloque linteraction des agonistes ou des

agonistes inverses avec le récepteur et bloque leurs effets.

100 /— Agoniste complet
Agoniste partiel

v
o

lActivite basale
Antgoniste

Réponse biologique %

o

Agoniste inverse

Figure 12 : Présentation des différents types de ligands

b. Voies indépendantes de la protéine G

Auparavant, le fonctionnement des RCPG, liant les stimuli extérieurs aux réseaux de
signalisation intracellulaires, était basé sur l'activation d’une protéine G. Cependant ce
modele a évolué et il est désormais prouvé que les RCPG peuvent également transmettre
des signaux indépendamment de I'activation d’une protéine G (153-155). En effet, le Rp32-

AD est capable d’activer d’autres partenaires comme les protéines kinases SRC, les f-
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arrestines (B-arr) ou des protéines a motif PZD (motif de type (A/A)-T-X-(L/V)). Ces
activations sont notamment a |'origine de la stimulation des kinases ERKs (Extracellular
signal-Regulated Kinase) ou des échanges ioniques via les échangeurs NHE1 (Na'/H’

Exchanger 1) (156,157).

i. Signalisation via les B-arrestines

La famille des arrestines est composée de quatre membres. Les arrestines 1 et 4,
spécifiguement exprimées au niveau des cones et batonnets, ont la capacité de lier et
inactiver les photorécepteurs. Les arrestines 2 et 3 (respectivement B-arrl et f-arr2) sont
ubiquitaires et peuvent lier et inactiver la plupart des RCPG. Ces dernieres ont la capacité a
limiter la signalisation via les RCPG, mais sont également des protéines d’échafaudage
multifonctionnelles et impliquées dans de nombreux aspects de la signalisation dépendante
des RCPG (158). En outre, elles ont la possibilité de provoquer directement des signaux
intracellulaires indépendants des messagers secondaires classiques. Les [-arrestines
permettent alors le recrutement, I'activation et I'’échafaudage de complexes de signalisation
cytoplasmiques, régulant ainsi la mobilité cellulaire, le chimiotactisme, I'apoptose et bien
d’autres fonctions cellulaires a travers différentes voies de signalisation. Elles peuvent
notamment former des complexes avec les protéines de la famille des Src tyrosine-kinases.
Le complexe alors formé permet de moduler I'endocytose des RCPG, de déclencher
I’activation d’ERK 1/2 et de contrdler la dégranulation des neutrophiles (159). Pour ce qui est
du RP2-AD, I'exemple le plus étudié est la survie cellulaire par l'activation de la voie
MAPK/ERK par la B-arr2. En utilisant la technique d’ARN interférence, des cellules KO pour la
protéine G ou possédant un mutant du R32-AD pour l'interaction avec la protéine G, il a été
démontré que la stimulation du R32-AD augmente la phosphorylation des ERKs via au moins
deux voies distinctes. La premiere, via la protéine G, permet une activation rapide et
transitoire. Tandis que la deuxieme, dépendante des (3-arr et indépendante de la protéine G,
entraine une activation plus lente mais soutenue (160). Par ailleurs, il a été montré que
I’activation de la voie ERK n’est pas restreinte aux agonistes du RB2-AD puisque des

agonistes inverses sont capables de recruter les B-arrestines et d’activer la voie ERK de
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maniére indépendante de la protéine G (161). Ainsi, on définit les ligands capables d’activer
de maniere différentielle une seule voie de signalisation liée aux RCPG que I'on nomme

ligands a activité biaisée (Figure 13).

Antagoniste Agoniste Agoniste biasé

Protéine G  p-arr Protéine G p-arr Protéine G  p-arr
Signaux Signaux
dépendant de dépendant
protéine G de p-arr

Figure 13 : Notion d'antagoniste, agoniste et agoniste biaisé

ii. Signalisation via les tyrosines kinases SRC

La tyrosine kinase SRC est impliquée dans I'activation des protéines ERKs suite a la
stimulation du RP2-AD. Cependant, les mécanismes moléculaires sont peu connus et
semblent dépendant du type cellulaire. Ainsi, dans les cellules HEK293, I'association des {3-
arr au récepteur activé provoque le recrutement de c-SRC a |'origine de I'activation des
protéines ERKs (162). Cet effet semble étre déclenché par le couplage du Rf32-AD a la
protéine Gi suite a la phosphorylation du récepteur par la PKA (148). Dans les cellules MEF
(Mouse Embryonic Fibroblast) ou COS-7, I’activation des protéines ERKs par le RB2-AD est
biphasique avec un role essentiel de la protéine Gs pour des doses faibles d’agonistes (< 100

nM, A), et de la SRC pour des doses fortes (> 100 nM, B) (Figure 14).
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ERK ERK

Figure 14 : Activation des ERKs lors de la stimulation d'ADRB2 dans les cellules MEF ou COS-7

iii. Signalisation via les protéines au motif PDZ

Les protéines PDZ, nommées ainsi pour le domaine structural commun partagé par
PSD95 (postsynaptic density protein), DIgA (drosophila disc large tumor suppressor) et ZO-1
(zonula occludens-1 protein), constituent une famille de 200 a 300 membres. Les protéines
ayant ces motifs sont impliquées dans la signalisation cellulaire grace a leur propriété
d’échafaudage. Ces domaines servent notamment a [I'ancrage des protéines
transmembranaires au cytosquelette et au maintien des complexes de signalisation. Ils
impactent la signalisation cellulaire par divers mécanismes. On notera en premier lieu le
maintien du récepteur au niveau de la membrane cellulaire, et donc I'augmentation de la
durée de liaison du ligand. A cela s’ajoute I'influence sur I'internalisation des RCPG, sur leur
trafic intracellulaire et leur recyclage. Les protéines PDZ sont également capables de
modifier I'assemblage des protéines accessoires telles que les B-arrestines qui régulent elles-
mémes la signalisation des RCPG. Enfin, les protéines PDZ ont la possibilité de moduler la

signalisation des RCPG en altérant la protéine G avec laquelle se lie le récepteur (163). Ainsi,
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comme de nombreux RCPG, le RB2-AD est capable d’interagir, via sa partie C-terminale,
directement avec des protéines & motif PDZ telles que le NHERF1 (Na'/H® Exchanger
Regulatory Factor 1) (164). Cette interaction, indépendante de la protéine G, serait a
I'origine de I'augmentation de I'activité de NHE (Na'/H® Exchanger). En effet, le NHERF
interagit avec le NHE en inhibant son activité et diminue ainsi I’échange ionique (165). Ainsi,
le RP2-AD agit comme un compétiteur avec le NHE pour l'interaction avec le NHERF. Au
repos, I'activité des NHE est inhibée par I'interaction avec le NHERF. Alors que I'activation du
RP2-AD augmente I'activité des NHE via la compétition a la liaison avec une protéine a

domaine PDZ (NHERF) (Figure 15).

Echangeur
Na+/H+

Na*

Figure 15 : Régulation de I'activité des échangeurs Na*/H" (NHE) par ADRB2
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lll. Action des HAPs sur le R32-AD

Malgré le fait que les HAPs aient une toxicité largement liée au RAh, ces molécules
chimiques sont également capables d’interagir directement avec le RB2-AD. Cette
interaction a été étudiée par Mayati et al. et '’ensemble de ses travaux suggere qu’elle est a
I'origine d’une augmentation de la concentration calcique intracellulaire, par la mise en jeu
d’une voie de signalisation impliquant successivement la protéine Gs, 'adénylate cyclase,
I’AMPc, la protéine EPAC-1 et IP3 (166). Il existerait donc un lien entre le systéme
adrénergique et les effets toxiques des HAPs. En outre, ces contaminants peuvent conduire a
une perturbation des fonctions associées au R32-AD en impliquant divers mécanismes : effet
« like » engendrant une réponse cellulaire inadaptée, phénomene de compétition avec les
ligands physiologiques, action sur les membranes, perturbation de I'expression de certains

genes et désensibilisation des récepteurs.

1. Action directe sur le récepteur

Les HAPs, et plus particulierement le B[a]P, interagissent avec le R32-AD (100). Cette
interaction a été confirmée par des expériences pharmacologiques de binding, montrant que
le B[a]P est capable de se lier directement au récepteur avec un Kd d’environ 10 nM. Cette

liaison est de type m stackingl. Le RP2-AD aurait un rdle dans I'augmentation de la

1 Les liaisons & stacking font référence aux interactions attractives non-covalentes entre les cycles
aromatiques faisant intervenir les électrons pi de ces cycles. Trois configurations géométriques sont
possibles : les configurations « parallel displaced » et « T-shaped » sont plus stables que la
configuration « sandwich ».

<o
-

Sandwich  T-shaped Parallel-displaced
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concentration calcique intracellulaire provoquée par les HAPs. En effet, des antagonistes non
spécifiques tels que le carazolol et le propranolol, et un antagoniste spécifique du R32-AD,
I'IClI 118551, inhibent significativement I'augmentation calcique provoquée par le B[a]P.
L'implication de ce récepteur a été confirmée par I'utilisation d’ARN interférent et d’un

anticorps neutralisant dirigés contre le R32-AD.

La liaison du B[a]P sur le RB2-AD est donc a I'origine de I'activation d’une voie de
signalisation impliquant successivement la protéine Gs, I'adénylate cyclase, I'’AMPc, la
protéine EPAC-1 et I'IP3. La conséquence étant I'augmentation de la concentration calcique

intracellulaire, via un relargage du réticulum endoplasmique (167,168) (Figure 16).

La premiere étape de l'interaction du B[a]P avec le R32-AD conduit donc a I'activation
de l'adénylate cyclase, médiée par la protéine Gs, et entrainant ultérieurement une
production d’AMPc. Lors de leurs expériences, Mayati et al. ont pu observer que |'utilisation
d’un inhibiteur de la dissociation de la protéine G (suramine), ou de I'adénylate cyclase
(2’,5’-didéoxyadénosine et MDL-12,230A), diminue significativement |'augmentation
calcique provoquée par le B[a]P, ce qui confirme I'implication de ces deux molécules dans la

voie de signalisation issue du R32-AD.

Ensuite, I'activation de I'adénylate cyclase, médiée par la fixation du HAP au Rf32-AD
est impliquée dans l'laugmentation du taux intracellulaire d’AMPc. En effet, la quantité
d’AMPc est rapidement augmentée apres |'exposition au B[a]P. Cette induction est abolie en
présence d’un P2-bloquant ou d’un inhibiteur compétitif de I'adénylate cyclase. Une des
cibles importantes de 'AMPc est la famille de protéines EPAC. Celles-ci jouent un réle
majeur dans la physiologie cellulaire, notamment en régulant les canaux calciques.
L’augmentation de la concentration calcique intracellulaire par le biais du R32-AD requiere
I'activation d’EPAC-1, dépendante de I'AMPc. En effet, la présence d’un inhibiteur

pharmacologique et/ou de SiARN?2 dirigé contre EPAC-1, avec pour conséquence une

2 Les SIARN, ou ARN interférents, sont de petits ARN pouvant se lier spécifiquement & une séquence
d’ARN messager et ainsi empécher I'expression de genes en clivant cet ARN.
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diminution de son expression, est associée a une inhibition de I'augmentation calcique

intracellulaire liée au B[a]P.

Enfin, la voie de signalisation activée par la liaison du B[a]P sur le R32-AD met en jeu
un messager intracellulaire, IP3, qui permet le relargage de calcium par 'activation de son
récepteur (IP3R) situé sur la membrane du réticulum endoplasmique. L’hydrocarbure
augmente significativement les taux d’IP3 uniquement lorsque le R32-AD est présent et
fonctionnel. En effet, 'accumulation d’IP3 n’a pas lieu dans les cellules pauvres en Rp32-AD.
En outre, 'addition d’un inhibiteur du Rf32-AD ou de I'adénylate cyclase entraine une
inhibition de cette augmentation. De méme, la présence d’un inhibiteur du recyclage de
I'lIP3, d’un inhibiteur du récepteur a I'IP3 ou d’un inhibiteur de la sortie du calcium du
réticulum endoplasmique inhibe significativement I"laugmentation calcique provoquée par le
B[a]P. Ce messager provient principalement de I'action de la phospholipase C (PLC) sur le
PIP2. La PLC pouvant étre activée par EPAC-1, suite a une stimulation hormonale béta-

adrénergique.

Par ailleurs, ce signal calcique déclenché par la liaison du B[a]P sur le RB2-AD est
pivot pour I'induction des geénes cibles du RAh lors de I'exposition aux HAPs. En effet, si le
RAh est connu pour contrdler I'expression de genes tels que les CYP1A1l et 1B1, il existe
d’autres systemes, dont probablement le R32-AD, qui régule son activité et contréle ainsi

I’'amplitude de I'induction de ses genes cibles.
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Figure 16 : Schéma récapitulatif de I'action du B[a]P sur le R32-AD et le RAh

2. Désensibilisation du RB2-AD

Les RP2-AD sont, comme la plupart des mécanismes physiologiques, soumis a une
régulation. En effet, des phénomeénes de désensibilisation sont associés a leur activation.
L'ampleur de la désensibilisation dépend du degré et de la durée de la stimulation par les
ligands. Ainsi, ce processus d’autorégulation empéche la sur-stimulation des récepteurs. Les
HAPs, en tant que ligands potentiels du R32-AD, possederaient par conséquent la propriété
de désensibilisation. De cette maniere, ils pourraient perturber les fonctions physiologiques

du récepteur.
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Trois phénomenes permettent la désensibilisation du récepteur : la dissociation du

complexe RF2-AD/protéine Gs, I'internalisation du récepteur et la « down-regulation ».

a. Dissociation du complexe R 2-AD/protéine Gs

La dissociation du complexe Rf32-AD/protéine Gs est le résultat de la phosphorylation
du RB2-AD. Cette phosphorylation se fait sur les résidus sérine et thréonine situés au niveau
de la troisieme boucle intracellulaire et dans la partie C-terminale du récepteur. Elle est
opérée par des sérine-thréonine kinases, notamment les PKA, PKC et GRKs (G protein-
coupled receptor kinase) (169-172). La famille des GRKs comprend sept isoformes, classées
en trois sous-familles selon leur séquence et leur homologie de structure. Les sous-familles 1
et 7, celles des kinases de rhodopsine, sont présentes de fagon quasi-exclusive dans les
cOnes et les batonnets. Les autres sous-familles sont relativement ubiquitaires. Alors que les
sous-familles 2 et 3 regroupant les ARKs (adrenergic receptor kinase), sont recrutées au
niveau membranaire en fonction de l'interaction avec les sous-unités fy, les sous-familles 4,
5 et 6 sont constitutivement associées a la membrane cellulaire. L’activités de ces protéines
est régulée par divers mécanismes distincts : une régulation de la localisation des GRKs et/ou
de leur activité kinase par différentes protéines et une régulation de leur niveau
d’expression (173). Toutes ces GRKs ont une action spécifique sur les récepteurs dans leur
état actif, avec pour conséquence une phosphorylation homologue (174). En revanche, la
phosphorylation via les PKA est considérée comme hétérologue, c’est-a-dire que I'enzyme
phosphoryle toutes les conformations, actives et non actives, du récepteur. La conséquence

est la désensibilisation de certains récepteurs non liés a leurs ligands (172).

La phosphorylation du R32-AD permet de réguler la fonction du récepteur. Elle
correspond a la phase aigue et transitoire de la désensibilisation. En effet, elle ne commence
que quelques secondes a quelques minutes apres |'activation du récepteur et est réversible
guelgues minutes apres le découplage de I'agoniste. Plusieurs mécanismes coexistent. Tout
d’abord, on notera une augmentation de |'affinité du récepteur aux [-arrestines. Ces

protéines d’échafaudage permettent I'accrochage d’autres protéines, dont PDE4, dans le
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microenvironnement du récepteur. L'AMPc est alors métabolisé par PDE4, ce qui provoque
une limitation dans la propagation du signal cellulaire (175). Un deuxiéme mécanisme,
couramment appelé « shift Gs-Gi », entraine la dissociation du récepteur de la protéine Gs et
augmente son affinité pour la protéine Gi. L’adénylate cyclase est alors inhibée par Gi et la

réponse aux stimulations par les ligands est limitée (176).

b. Internalisation du récepteur

Lors d’une activation plus prolongée, le récepteur préalablement dissocié de la
protéine Gs sera internalisé. Par conséquent, une perte de densité en récepteurs s’observera
a la surface cellulaire. La voie majeure d’internalisation est la voie dépendante des
clathrines, aboutissant a la formation de structures spécialisées, les « clathrin coated pits »
(CCP). Ces cages a clathrine représentent I'un des principaux mécanismes d’endocytose
associés a linternalisation des récepteurs et a la phagocytose des bactéries. Plusieurs
acteurs interviennent dans le phénomeéne d’internalisation du RB2-AD : les GRKs (177), les 8-
arrestines (178) et les clathrines (179). Dans un premier temps, il y a phosphorylation par les
GRKs des résidus sérines (354, 355 et 365) dans la queue cytoplasmique du RB2-AD. Cela va
favoriser l'interaction du récepteur avec les B-arrestines. Il s’en suit un découplage du
récepteur de la protéine Gs. Les -arrestines, molécules indispensables pour la formation du
complexe protéique, interagissent avec deux composants structurels du CCP, favorisant ainsi
I’endocytose du récepteur : les molécules de clathrines (179) et I’AP-2 (adaptor protein 2).
AP-2, une molécule adaptatrice composée de quatre sous-unités, va reconnaitre
spécifiguement la partie cytoplasmique des récepteurs a endocyter. Il a été démontré que
cet adaptateur module l'internalisation de beaucoup de protéines membranaires, dont les
RCPG (180). Le Rp32-AD forme un complexe protéique avec les GRKs, les B-arrestines et les
clathrines dans les CCP durant les premieres étapes d’internalisation. Cependant, le role des
B-arrestines se termine au moment de la formation des vésicules. Elles ne s’internalisent pas
avec le récepteur. Ce découplage des (-arrestines du Rf32-AD facilite la déphosphorylation
du récepteur par les enzymes de la famille des phosphatases (GRP, G-protein coupled

receptor phosphatase) (178,181). Le récepteur peut ensuite étre recyclé, une étape encore
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appelée resensibilisation, conduisant au ré-adressage du récepteur vers la membrane pour
un nouveau cycle d’activation (182,183). Ainsi, l'internalisation pourrait jouer un réle dans la
régulation a court terme des RCPG. Initialement, I'internalisation a été pergue comme un
phénomeéne participant a la désensibilisation. Puis, comme elle entraine le recyclage du
récepteur, elle a été reconnue comme un facteur limitant la désensibilisation. Mais ce n’est
pas aussi simple que cela, car il a été montré que certains RCPG ne sont pas recyclés a partir
des endosomes mais dirigés vers la dégradation (184). Quant au Rf2-AD, la quasi-totalité
des récepteurs internalisés seront recyclés a la surface au bout de quelques minutes apres
I'arrét de la stimulation (185). La resensibilisation de ces récepteurs requiére leur
déphosphorylation. Cela est étroitement régulé par le pH de la vésicule endosomale. En
effet, le ré-adressage du récepteur a la surface cellulaire nécessite une conformation
spécifique, provoquée par l'acidification de la vésicule. Le simple fait de bloquer cette
acidification bloque [I'association de la phosphatase au récepteur, et donc sa

déphosphorylation (186).

c. La « down-regulation »

Lors d’une exposition chronique du récepteur a ses agonistes, le nombre total de
RB2-AD a la surface cellulaire diminue. Deux principaux mécanismes sont alors mis en
cause : d’'une part la dégradation des ARNm codant pour le R2-AD, et d’autre part la

dégradation du récepteur lui-méme.

La stimulation prolongée du RP2-AD par un agoniste engendre une « down-
regulation » qui est étroitement associée a une réduction du taux d’ARNm correspondant.
Cette dégradation est en partie provoquée par des modifications de la stabilité des ARNm et
fait intervenir une séquence d’environ vingt nucléotides riche en adénosine et uridine (ou
ARE, A/U rich element), située dans la région 3’-non codante de 'ARNm (3'UTR ou 3’
untranslated region) (187). Les protéines AUF1 (A/U rich mRNA-binding/degradation factor)
et B-ARB (beta2-adrenergic receptor mRNA-binding protein) peuvent se lier a la partie 3’"UTR

et conduire a la diminution de la stabilité des ARNm (188-190). Ce processus est AMPc-
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dépendant (187,191). La substitution du motif ARE par des résidus cytosine entraine
I'annulation de la « down regulation » de I’ARNm et inhibe la formation du complexe ARN-
protéine (189). Pour résumer, la déstabilisation de I’ARNm du RB2-AD induit par I'agoniste
est régulée par la liaison AMPc-dépendante d’une protéine sur I’ARNm via les séquences
ARE. Pende et al. ont démontré que dans le coeur humain, ’ARNm codant pour la protéine
AUF1, ainsi que la protéine elle-méme, sont significativement augmentés chez les individus
ayant un infarctus du myocarde, lui-méme corrélé a une augmentation du taux de
norépinephrine (190). L'exposition chronique aux agonistes du RP32-AD entraine donc une
dégradation de ses ARNm ; alors qu’une exposition a court terme (inférieure a une heure)
provoque une induction de nature transcriptionnelle, dépendante de I'’AMPc (191,192).
Méme si le mécanisme et I'objectif de cette induction sont mal compris, on considere qu’elle
pourrait correspondre a l'auto-préparation de la cellule pour compenser la perte du
récepteur a la surface cellulaire suite a son internalisation et sa dégradation lors d’une

stimulation aigue.

La diminution du nombre de RP2-AD fait également intervenir la dégradation du
récepteur lui-méme. Apres internalisation dans les endosomes, le récepteur est rapidement
recyclé au niveau membranaire, ce qui permet la resensibilisation du signal (193).
Cependant, lors d’'une stimulation chronique, les endosomes fusionnent avec les lysosomes.
Le récepteur serait alors ubiquitinylé afin d’étre dégrader (194,195). Cette ubiquitination du
RPB2-AD est un phénomene réversible, contribuant ainsi a la protection du récepteur de la
dégradation dans les lysosomes et a son ré-adressage a la membrane cellulaire (196). Ainsi,
ce processus est un moyen pour ajuster le nombre de récepteurs a la surface cellulaire et qui
influence directement lintensité de Ila réponse physiologique aux agonistes [2-

adrénergiques.
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d. Action des HAPs en faveur d’'une désensibilisation du R} 2-AD

Plusieurs interactions ont été décrites entre les HAPs et les voies de signalisations
liées au RP2-AD. La mise en évidence d’un phénomene de désensibilisation permet de

justifier cette interaction.

Il a été montré que la fumée de cigarette, connue pour contenir de nombreux HAPs,
entraine une baisse du nombre de RB3-AD a la surface des cardiomyocytes et une diminution
de la densité des RPB-AD, plus particulierement des Rf32-AD, a la surface des cellules
mononuclées sanguines aussi bien chez I'Homme que chez I'animal (128-130). Par ailleurs,
la lipolyse induite par I'adrénaline dans les adipocytes humains, et dépendante des R3-AD,
est inhibée par le B[a]P de facon dose-dépendante (131). Ainsi, une exposition chronique
aux HAPs pourrait avoir un impact sur les désordres métaboliques, comme I|'obésité. De
méme, I'exposition chronique a un mélange de HAPs diminue le nombre et I'activité des
RPB2-AD dans les cellules musculaires lisses des voies respiratoires et les cellules épithéliales
alvéolaires murines. En effet, d’aprées Factor et al. il existe un lien entre I'exposition aux HAPs
et les symptomes de I'asthme chez le jeune enfant. Pour vérifier son hypothese, il a exposé
des cellules humaines et de souris a des concentrations variées d’un mélange de HAPs. En
focalisant son étude sur les cellules musculaires lisses pulmonaires humaines et les cellules
épithéliale de trachée murine, il a observé une forte réduction des Rf32-AD au niveau

protéique ainsi qu’au niveau des ARNm (132).

Sachant que les hydrocarbures, comme le B[a]P, peuvent interagir avec le RB2-AD et
gu’ils possedent un certain niveau d’activation de ces récepteurs, I'ensemble de ces
phénomeénes observés aprés une exposition a ces contaminants de I'environnement peut
étre considéré comme un marqueur de désensibilisation, ce qui constitue un argument

supplémentaire démontrant I'existence d’une interaction ligand-récepteur possible.
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PARTIE IV

CONCLUSIONS
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I. Discussion générale

Notre environnement possede toutes les ressources nécessaires a la vie. Mais il nous
expose également a de nombreux contaminants pouvant mettre notre survie en péril. Ces
contaminants sont ubiquitaires, présents aussi bien dans I’air que nous respirons, que dans
I’eau ou les aliments. Leur existence naturelle dans les milieux, comme c’est le cas pour les
métaux lourds, les parasites, les substances radioactives ou encore les hydrocarbures, est
augmentée par les activités humaines. Malgré leur grande disparité géographique, les
contaminants environnementaux peuvent avoir des conséquences sur tous les organismes
vivants. En effets, ils possédent de tres nombreux effets toxiques, avec une action a plus ou
moins long terme. Pour cela, ils peuvent cibler des récepteurs, véritables intermédiaires
dans la transmission des informations a l'intérieur des cellules. Parmi ces récepteurs, on
trouve les RCPG. lls forment une superfamille d’environ 360 récepteurs présents dans tous
les tissus de I'organisme. Ce sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés a une protéine G. Les principales fonctions de I'organisme, dont la réponse cellulaire
aux hormones et aux neurotransmetteurs, sont contrélées par ces récepteurs. Ce qui fait

d’eux des cibles privilégiées a la fois pour les médicaments et les contaminants.

Parmi les contaminants de I'environnement ayant des effets toxiques chez I'Homme,
les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) sont tres étudiés. En effet, du fait de
leur omniprésence dans I'environnement sous forme de mélange, ainsi que leurs effets
délétéres au niveau de I'organisme, ils représentent un risque en terme de santé publique.
Leur distribution ubiquitaire est liée a la diversité des sources de production. Dans la nature,
les rejets sont principalement liés aux feux de foréts et aux éruptions volcaniques ; alors que
les sources anthropiques sont plus nombreuses: industries, combustion de matiere
organique provenant de carburant utilisé pour les transports ou le chauffage ou du mode de

cuisson et a la fumée de cigarette3. Le benzo[alpyréne est présent de fagon quasi-

3 HAPs contenus dans la fumée de cigarette : B[a]P, benzo[a]anthracéne, benzo[b]fluoranthéne,
benzolj]fluoranthene, benzo[k]fluoranthéne, dibenz[a,h]anthraceéne, dibenzola,l]pyréne,
dibenzol[a,c]pyréne, 5-méthylchrysene, indéno[1,2,3-c,d]pyréne
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systématique dans les mélanges de HAPs auxquels 'Homme est exposé, ce qui fait de lui le
HAP de référence. Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) le classe
d’ailleurs comme cancérogene pour 'Homme (classe 1). Il est reconnu que ces composés
jouent un réle important dans I'apparition ou I'aggravation de nombreuses pathologies
humaines graves, tels que les cancers et les maladies des systemes cardiovasculaire et
immunitaire. Les effets toxiques des HAPs sont médiés par différentes voies, notamment
celle liée au RAh. En outre, on sait désormais que ces molécules d’hydrocarbures ciblent les
RCPG, comme la plupart des contaminants environnementaux. Actuellement, c’est
principalement la liaison au RB2-AD qui est étudiée. Les travaux de Mayati et al. mettent en
avant une interaction directe entre le B[a]P et le RB2-AD (166). En effet, les analyses de
modélisation cellulaire in silico suggerent des contacts importants entre le B[a]P avec les
différents acides aminés aromatiques du R32-AD. Le site de liaison se situerait probablement
entre les segments transmembranaires TM3, TM5 et TM6 du récepteur et, au vu de la
structure aromatique du B[a]P, la liaison serait de type m stacking. L’affinité du B[a]P est
parmi les plus importantes relevées pour les ligands du R32-AD (Kd = 10 nM). Cela est en
concordance avec les concentrations en HAPs auxquels I'Homme est régulierement exposé.
Bien que ces travaux doivent étre complétés par des études pharmacologiques plus
poussées, il semble que le B[a]P puisse étre considéré comme un agoniste du Rf32-AD. ||
possede donc la capacité de perturber la signalisation physiologique de ce récepteur, et
probablement des autres RB-AD. En effet, le B[a]P est également capable de perturber

I’expression et/ou I'activité du R31-AD et du RB3-AD (129-131).

Pour étre un agoniste, une molécule doit se lier de maniere spécifique a un récepteur
et provoquer les mémes effets que le ligand physiologique. Pour le RP2-AD, il s’agit de
I’épinéphrine. Si la fixation du B[a]P au RP2-AD entraine une augmentation de la
concentration calcique intracellulaire, de la méme facon que I'épinéphrine, I'induction du
taux d’AMPc intracellulaire par ce contaminant de I'environnement est quant a elle plus
lente et moins importante. Il semble donc que le B[a]P ne corresponde pas a la définition
classique de I'agoniste. Cette observation est confirmée par |'effet du B[a]P sur I’expression
des genes dépendants du RP2-AD. Ainsi, les genes de la famille NR4A, alors qu’ils sont

facilement induits par I'adrénaline ou le salbutamol (agoniste spécifique du RB2-AD), le sont
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difficilement par le B[a]P (données non publiées, laboratoire IRSET, Université de Rennes 1,

Eric Le Ferrec et al.). Il semble donc que le B[a]P soit un mauvais agoniste.

Si le B[a]P apparait comme un mauvais agoniste, il reste cependant évident qu’il
possede la capacité de désensibiliser de maniere efficace le R32-AD. La littérature démontre
que la fixation de I'hydrocarbure sur les RB2-AD provoque une diminution de leur nombre a
la surface cellulaire. En effet, I'exposition a la fumée de cigarette diminue le nombre de Rf32-
AD a la surface des lymphocytes humains (129,130) et des cellules cardiaques de rat (128).
De méme, le B[a]P peut atténuer la signalisation associée aux RB-AD dans les adipocytes,
défavorisant ainsi la lipolyse (131). En outre, les expériences de Factor et al. ont permis
d’appuyer I’hypothéese de cette désensibilisation. Lors de ses travaux, il a été démontré que
I’exposition chronique des cellules musculaires lisses pulmonaires aux mélanges de HAPs
entraine une forte réduction des R32-AD au niveau protéique ainsi qu’au niveau des ARNm
(132). Les HAPs peuvent donc entraver la relaxation des voies respiratoires médiée par la
voie (32-AD. Ainsi, une cellule, un organe ou l'organisme tout entier est incapable de
répondre correctement a la stimulation physiologique provoquée par les ligands du R32-AD,

lors d’une exposition chronique aux HAPs. L’homéostasie est alors dérégulée.

Suite a ces observations, on peut supposer que I'exposition chronique aux HAPs peut
jouer un réle non négligeable dans la vitesse de survenue de certaines maladies chroniques,
en particulier cardiovasculaires et pulmonaires (24). Les RB2-AD, qui sont présents au niveau
des parois des coronaires (197), permettent d’adapter la vasodilatation et de réguler ainsi la
perfusion cardiaque. Dans le cas d’un patient présentant a priori une faiblesse cardiaque, la
désensibilisation des Rf2-AD due aux HAPs pourrait empécher la vasodilatation des
coronaires et par conséquent engendrer des problemes cardiaques potentiellement graves
comme linfarctus du myocarde. De la méme fagon, I'implication de ce récepteur et des
HAPs dans I"apparition du syndrome métabolique n’est actuellement pas démontrée mais il
serait cependant légitime de se poser la question. En effet, le R32-AD joue un réle dans
I’équilibre glycémique par action sur la glycogénolyse musculaire, la néoglucogenése
hépatique et la sécrétion d’insuline par les ilots de Langerhans du pancréas (144-146). ||

intervient également dans le métabolisme des lipides.
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Les HAPs, en se fixant sur le RB2-AD, entrent indirectement en compétition avec ses
ligands physiologiques, tels que I'adrénaline et la noradrénaline. En effet, lorsque deux
composés sont susceptibles d’interagir avec la méme cible, on observe un phénomene de
compétition. L'interaction des substances sera influencée par divers parametres controlant
cette compétition (qui contrélent la liaison), dont la concentration des deux substances et
leur affinité respective pour la cible. Ce phénomene peut entrainer une perturbation des

fonctions physiologiques.

Au niveau des microdomaines de la membrane plasmique, les HAPs engendrent une
modification de la composition en cholestérol et en acides gras. Le remodelage
membranaire alors induit régule [I'alcalinisation intracellulaire, étape préalable au
phénomeéne d’apoptose cellulaire. En outre, la formation d’ERO entraine une oxydation des
lipides membranaires, également appelée peroxydation lipidique, pouvant altérer la
fonctionnalité des membranes, et notamment des récepteurs qui y sont ancrés. A terme, le
fonctionnement de certains organes peut étre modifié. Par ailleurs, I’action des HAPs sur les
membranes conduit a des changements conformationnels de la bicouche de phospholipides,
en particulier dans les environs des récepteurs. Cela peut notamment se traduire par une
modification de la fluidité membranaire, caractéristique conditionnant le bon
fonctionnement du Rf32-AD, et des RCPG en général. Il est probable que les perturbations

portent atteinte a la partie transmembranaire des récepteurs, modifiant ainsi leur activité.

Etant donné le nombre de RCPG et leur réle fondamental dans la physiologie
humaine et dans la réponse thérapeutique aux médicaments (environ 40% des médicaments
ciblent les RCPG), et au vu de I'exposition importante aux HAPs, on peut craindre que la
réponse pharmacologique attendue des médicaments soit modifiée. Actuellement aucune
étude n’a abordé cette problématique mais on peut facilement imaginer qu’un médicament
ciblant le RB2-AD ait une action différente de celle attendue au vu des résultats présentés
précédemment. D’apres les résultats de Factor et al., les HAPs environnementaux peuvent
ralentir la dilatation des voies respiratoires médiée par le R2-AD. Ainsi, les polluants
atmosphériques ne contribuent pas seulement a la pathogénicité de I'asthme, ils diminuent
également la réponse thérapeutique aux médicaments. Une attention particuliere devra

donc étre portée a I'exposition aux HAPs par la fumée de cigarette ou la pollution chez les
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patients asthmatiques traités par des agonistes [32-adrénergiques, tel que le salbutamol

(Ventoline®).

Une relation étroite entre les RCPG et les contaminants de I’environnement existe.
En effet, de plus en plus de travaux démontrent que les contaminants environnementaux
auxquels 'Homme est perpétuellement exposé interagissent directement ou indirectement
avec les RCPG. Ainsi, les phtalates, le bisphénol A et les nonylphénols, issus de I'industrie du
plastique, ont tous été associés a la perturbation de voies dépendantes des RCPG, en
particulier dopaminergique (198,199). Cela démontre que I'aspect « perturbateur
endocrinien » associé a ces molécules ne se solde pas uniquement par l'interaction avec les

récepteurs aux hormones sexuelles.

Par ailleurs, le travail effectué ici ne s’intéresse qu’a I'’étude d’une classe de RCPG et
d’une classe de contaminants. Or il existe une multitude de classes de RCPG et de
contaminants. Il est donc probable que chaque contaminant ait sa propre cible, différente
du RP2-AD. Il serait alors intéressant d’étudier la place des autres RCPG dans les effets

toxiques d’autres contaminants environnementaux.
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Il. Education thérapeutique

L’objectif majeur est de diminuer I’exposition aux contaminants environnementaux
tels que les HAPs, mais également de diminuer leur émission a plus long terme. Si ces
contaminants sont ubiquitaires, 'Homme n’est cependant pas exposé a des quantités
identiques selon le lieu, I'activité et le mode de vie. Les conseils que I'on pourra donner pour
diminuer I'exposition sont liés au bon sens et au raisonnable. Il est évident que I'élimination
des sources de contamination quelles qu’elles soient et l'usage des produits les moins
toxiques pour ’'lHomme et I’environnement sont les premiéres mesures a mettre en place, et
ce dans tous les domaines: domestiques (nettoyage, bricolage, chauffage, ..) et
professionnels. Cependant, il est illusoire de croire que I'on peut éliminer tous risques
d’exposition car ils sont directement liés a nos activités. Par contre, on peut proposer
quelques solutions simples pour faire évoluer nos habitudes, individuelles ou collectives,
dans I'objectif de réduire les risques. D’une maniere générale, il faut étre particulierement
vigilant avec les personnes fragiles, tels que les enfants, les femmes enceintes, les personnes
agées, et souffrant de maladies chroniques. En effet, ils sont physiologiqguement plus
vulnérables et les conséquences d’une exposition aux contaminants peuvent se révéler plus
déléteres. Par exemple, une exposition aux HAPs chez la femme enceinte peut entrainer des
malformations congénitales ou perturber le déroulement de la grossesse et le

développement du feetus en franchissant la barriére placentaire (200,201).

Comme une des voies majeures d’exposition aux contaminants de I’environnement, y
compris aux HAPs, est I'air que nous respirons, quelques regles simples sont a respecter. I
est primordial, d’'une part de veiller a aérer correctement les pieces de la maison tous les
jours, et plus particulierement pendant et aprés les activités domestiques nécessitant
I'utilisation de produits chimiques (nettoyage, bricolage, ...), et d’autre part de ne pas
obstruer les bouches de ventilation dans les habitations. Lors de la manipulation de ces
produits, il est conseillé, de plus, de porter des protections adaptées (masque, gants,

lunettes) pour éviter un contact direct avec les tissus et/ou une inhalation.
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Pour limiter les risques liés a la manipulation des produits chimiques, tels que les
produits de nettoyage, désodorisants et désinfectants, il convient de respecter les
précautions et modes d’emploi, notamment l'interdiction de les mélanger. Seuls les produits
indispensables doivent étre utilisés, et a des quantités adaptées. Le stockage de ces produits
doit se faire hors de portée des enfants et dans un endroit aéré de préférence (respecter les
conditions de stockage propres a chaque produit). Le choix du produit doit se faire en
fonction de l'usage (exemple: pas d’utilisation en intérieur d’'un produit prévu pour
I’extérieur). Dans la mesure du possible il faut éviter d’utiliser des produits aérosol ou des
sprays contenant des substances nocives, des parfums d’ambiance, bougies parfumées ou
encore batons d’encens, ... D’autres actions simples peuvent également étre mises en
ceuvre. Par exemple, il est conseillé de sortir les plantes d’intérieur a I'extérieur lors de leur
traitement. Cela évitera que les pesticides ne se répandent dans I'air intérieur. S’il est
impossible de les sortir alors il faut ouvrir les fenétres pendant le traitement et les heures

qui suivent.

Pendant les travaux de bricolage, I'exposition aux produits toxiques est tres
fréquente, notamment par I'utilisation de peintures, colles, solvants, vernis, diluants, ... Dans
ce cas il faut sortir régulierement de la piece pour faire des pauses. Si possible, travailler a
I’extérieur. Les récipients doivent étre refermés pour éviter qu’ils ne s’évaporent. Il faut
proscrire le lavage des mains a I’essence (térébenthine ou carburant), I'utilisation de chiffons
imbibés dans les garages, le nettoyage d’outils au gazole, le dégraissage manuel a I'essence
de piéces mécaniques, ... Par ailleurs, I'utilisation des petits engins a moteur (trongonneuses,

...) est déconseillée dans des endroits non ventilés.

En dehors des activités domestiques, les comportements et habitudes humaines sont
la principale source d’exposition aux contaminants de I'environnement. Ainsi, la cigarette est
la principale source d’exposition aux HAPs chez les fumeurs. La fumée de cigarette contient
une multitude de composés toxiques pour 'Homme, comme les HAPs, dont certains sont
cancérogénes (B[a]P). Il est évident que I'arrét de I'usage de la cigarette est la premiere
mesure a mettre en place en terme de prévention. Si cette option n’est pas envisageable, il
faut savoir que si I'on fume a l'intérieur, le fait d’ouvrir les fenétres n’est pas suffisant car les

composants de la fumée restent dans I'air ambiant et qu’une partie est adsorbée a la surface
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des rideaux, tissus et moquettes. lls continuent donc a étre relarguer a partir de ces surfaces
dans l'air intérieur. Ne pas fumer a l'intérieur de lieux clos et se placer a I'extérieur pour
fumer est donc une solution. Il est également recommandé de respecter les zones
fumeurs/non fumeurs car le tabagisme passif exposerait également aux effets toxiques liés

aux HAPs.

L'autre voie de contamination par les HAPs est I'alimentation. En effet, les particules
émises dans I'atmosphere, riches en HAPs, peuvent se déposer sur les fruits et les légumes
au niveau des zones de culture. Il est donc impératif de bien les laver avant de les
consommer. En outre, le mode de cuisson des aliments est également source de HAPs,
comme le fumage et la cuisson a haute température (grillade, barbecue). La consommation
de ce type de produits doit étre limitée. En effet, la toxicité est corrélée a la quantité et a la
fréquence de consommation de ce type d’aliments. Il ne s’agit donc pas de la stopper
complétement mais de la réduire. De maniere plus générale, I'alimentation est une source
d’exposition majeure a de nombreux composés chimiques (conservateurs, édulcorants, ...). Il
est donc préférable de consommer des aliments peu ou non transformés (exemple : achat
directement chez le producteur). Si notre alimentation est une source majeure d’exposition
a des contaminants, elle est aussi une source de molécules ayant des actions bénéfiques sur
la santé. Ainsi, les fruits et les |égumes sont connus pour permettre a I'organisme d’acquérir
des moyens de lutte contre certains effets toxiques des contaminants, comme les

antioxydants.

Une autre fagon d’étre exposé aux contaminants par la voie respiratoire est la
pratiqgue d’une activité physique en extérieur. Bien qu’une pratique sportive soit
unanimement recommandée pour la santé, il est déconseillé de le faire dans un
environnement pollué (202). En effet, lors d’un effort physique la fréquence respiratoire est
augmentée. La quantité de contaminants inhalés est donc logiquement plus importante. Il
est donc plus prudent de pratiquer une activité, tels que le vélo ou le footing, en campagne
plutét qu’en pleine zone urbaine. Autrement, la pratiquer loin des grandes arteres, préférer
les parcs et les zones bien ventilées. A minima, le port d’un masque filtrant (Figure 17) peut

également étre suggéré dans les zones ou des pics importants de pollution sont atteints. Les
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plus performants peuvent empécher la plupart des particules fines (jusqu’a PM 0,6)

d’atteindre les poumons.

Figure 17 : Exemple de masque pouvant étre utilisé pour la pratique du sport

Nous venons d’aborder principalement des situations d’exposition domestique.
Néanmoins, le cadre professionnel doit étre pris en compte lorsque I'on parle d’exposition
aux contaminants de I'’environnement. Dans le cas des HAPs, il existe des professions qui
exposent a un risque élevé de contact avec ces molécules toxiques. Dans ce cas, elles
pénéetrent dans I'organisme majoritairement par les voies respiratoire et transcutanée. Il est
donc nécessaire de mettre en place des moyens de prévention et d’information des
personnels concernés pour éviter au maximum les effets déléteres sur la santé. Le cas des
professionnels de la voirie est représentatif de la situation. En effet, I'exposition
concomitante aux fumées de bitume ou de goudron et aux ultraviolets solaires, peuvent étre
a l'origine de lésions cutanées, tel que le cancer. Dans ce cas, la prévention la plus efficace

est d’isoler le personnel de la source d’hydrocarbures.
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Notre environnement possede toutes
les ressources nécessaires a la vie. Mais il nous
expose également a de nombreux contaminants
pouvant mettre notre survie en péril. Ces
contaminants sont ubiquitaires, présents aussi
bien dans l'air que nous respirons, que dans
I’eau ou les aliments. Leur existence naturelle
dans les milieux, comme c’est le cas pour les
métaux lourds, les parasites, les substances
radioactives ou encore les hydrocarbures, est
augmentée par les activités humaines. Malgré
leur grande disparité géographique, les
contaminants environnementaux peuvent avoir
des conséquences sur tous les organismes
En effets,

nombreux effets toxiques, avec une action a

vivants. ils possedent de tres
plus ou moins long terme. Pour cela, ils peuvent
cibler des récepteurs, véritables intermédiaires
dans la transmission des informations a
I'intérieur des cellules. Parmi ces récepteurs, on
trouve les récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG). lls forment une superfamille d’environ
360 récepteurs présents dans tous les tissus de
I'organisme. Ce sont des récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés a une
G. de

I'organisme, dont la réponse cellulaire aux

protéine Les principales fonctions

hormones et aux neurotransmetteurs, sont
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contrblées par ces récepteurs. Ce qui fait d’eux

des cibles privilégiées a la fois pour les
médicaments et les contaminants (1,2).
Parmi les contaminants de

I’environnement ayant des effets toxiques chez

'Homme, les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAPs) sont tres étudiés. En effet,

du fait de leur omniprésence dans
I’environnement sous forme de mélanges, ainsi
que leurs effets déléteres au niveau de

I'organisme, ils représentent un risque en terme
de santé publique. La distribution ubiquitaire de
ces produits issus de la combustion incompléte
des matiéres organiques est liée a la diversité
des sources de production. Dans la nature, les
rejets sont principalement liés aux feux de
foréts et aux éruptions volcaniques ; alors que
les sources anthropiques sont plus
nombreuses : industries, combustion de matiere
organique provenant de carburant utilisé pour
les transports ou le chauffage ou du mode de
Le

benzo[a]pyréne (B[a]P) est présent de facon

cuisson et a la fumée de cigarette.

guasi-systématique dans les mélanges de HAPs
auxquels 'Homme est exposé, ce qui fait de lui
le HAP de référence. Le Centre International de
(CIRC) le classe

Recherche sur le Cancer



d’ailleurs comme cancérogene pour 'Homme
(classe 1). Il est reconnu que ces composés
jouent un réle important dans l'apparition ou
de

humaines graves, tels que les cancers et les

I’aggravation nombreuses pathologies

maladies des systéemes cardiovasculaire et

immunitaire (3-7).

HAPs sont
médiés par différentes voies, notamment celle

Les effets toxiques des

liée a un récepteur cytosolique, le récepteur aux
hydrocarbures aromatiques (RAh) (8). En outre,
on sait désormais que ces molécules
d’hydrocarbures ciblent les RCPG, comme la
plupart des contaminants environnementaux.
Actuellement, c’est principalement la liaison au
récepteur béta2-adrénergique (R2-AD) qui est
étudiée. Les travaux de Mayati et al. mettent en
avant une interaction directe entre le B[a]P et le
RP2-AD (9). En effet, de

modélisation cellulaire suggerent des contacts

les analyses

importants entre le B[a]P et les différents acides

aminés aromatiques du RB2-AD. Ll'affinité du
B[a]P est parmi les plus importantes relevées

BP

pour les ligands du RP2-AD. Cela est en
concordance avec les concentrations en HAPs
auxquels 'Homme est régulierement exposé.
Bien que ces travaux doivent étre complétés par
des études pharmacologiques plus poussées, il
semble que le B[a]P puisse étre considéré
comme un agoniste du RB2-AD. Il possede donc
de
physiologique de ce récepteur, et probablement
des autres RP-AD. En effet, le B[a]P est
également capable de perturber I'expression
et/ou I'activité du RB1-AD et du R3-AD (10,11).

la capacité perturber la signalisation

Pour étre un agoniste, une molécule
doit se lier de maniere spécifique a un récepteur
et provoquer les mémes effets que le ligand
physiologique. Pour le RP2-AD, il s’agit de
I’épinéphrine. Si la fixation du B[a]P au Rf2-AD
entraine une augmentation de la concentration
calcique intracellulaire, de la méme facon que
taux d’AMPc
de

I’environnement est quant a elle plus lente et

I’épinéphrine, l'induction du

intracellulaire par ce contaminant

moins importante . Il semble donc que le B[a]P

Figure : Schéma récapitulatif de I'action du B[a]P sur le R32-AD et le RAh (9)
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ne corresponde pas a la définition classique de
I"agoniste et qu’il soit un mauvais agoniste.

Si le B[a]P apparalt comme un mauvais
il
la capacité de désensibiliser 4 de
le RP2-AD. La
démontre que la fixation de I"hydrocarbure sur

agoniste, reste cependant évident qu'il
possede
maniere efficace littérature
les RB2-AD provoque une diminution de leur
En effet,

I'exposition a la fumée de cigarette diminue le

nombre a la surface cellulaire.
nombre de RB2-AD a la surface des lymphocytes
humains (11,12) et des cellules cardiaques de
rat (13). De méme, le B[a]P peut atténuer la
signalisation associée aux Rp-AD dans les
adipocytes, défavorisant ainsi la lipolyse (10). En
outre, les expériences de Factor et al. ont
de

désensibilisation. Lors de ses travaux, il a été

permis d’appuyer [I'hypothese cette

démontré que I’exposition chronique des

cellules musculaires lisses pulmonaires aux
mélanges de HAPs entraine une forte réduction
des RP2-AD au niveau protéique ainsi qu’au
niveau des ARNm (14). Les HAPs peuvent donc
entraver la relaxation des voies respiratoires
médiée par la voie f2-AD. Ainsi, une cellule, un
organe ou I'organisme tout entier est incapable
de répondre correctement a la stimulation
physiologique provoquée par les ligands du
RP2-AD, lors d’une exposition chronique aux
HAPs. L’homéostasie est alors dérégulée.

Suite a ces observations, on peut
supposer que |'exposition chronique aux HAPs
peut jouer un role non négligeable dans la
vitesse de survenue de certaines maladies
chroniques, en particulier cardiovasculaires et
pulmonaires (4). Les R2-AD, qui sont présents
au niveau des parois des coronaires (15),
permettent d’adapter la vasodilatation et de
réguler ainsi la perfusion cardiaque. Dans le cas

d’un patient présentant a priori une faiblesse

4 La désensibilisation est un processus d’autorégulation
empéchant la sur-stimulation des récepteurs.
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cardiaque, la désensibilisation des Rp32-AD due
aux HAPs pourrait empécher la vasodilatation
des coronaires et par conséquent engendrer des
problemes cardiaques potentiellement graves
comme l'infarctus du myocarde. De la méme
facon, I'implication de ce récepteur et des HAPs
dans l'apparition du syndrome métabolique>
n’est actuellement pas démontrée mais il serait
cependant légitime de se poser la question. En
effet, le RB2-AD joue un réle dans I'équilibre
glycémique par action sur la glycogénolyse
musculaire, la néoglucogenese hépatique et la
sécrétion d’insuline par les ilots de Langerhans
du pancréas (16-18). Il intervient également
dans le métabolisme des lipides.

Les HAPs, en se fixant sur le R2-AD,
entrent indirectement en compétition avec ses
ligands physiologiques, tels que I'adrénaline et
En effet,
composés sont susceptibles d’interagir avec la

la noradrénaline. lorsque deux
méme cible, on observe un phénomene de
compétition. L'interaction des substances sera
influencée par divers parametres controlant
cette compétition (qui contrélent la liaison),
dont la concentration des deux substances et
affinité Ce

phénomeéne peut entrainer une perturbation

leur respective pour la cible.

des fonctions physiologiques.

Au niveau des microdomaines® de la
membrane plasmique, les HAPs engendrent une
modification de la composition en cholestérol et
en acides gras. Le remodelage membranaire
alors induit régule I'alcalinisation intracellulaire,
étape préalable au phénomene d’apoptose
(19,20). En la formation

cellulaire outre,

5 présence de plusieurs anomalies métaboliques
associées : obésité abdominale, hypertriglycéridémie, HDL-
cholestérol bas, intolérance au glucose ou diabéte de type
2, hypertension artérielle.

6 Egalement appelés rafts lipidiques, les microdomaines

membranaires sont particuliérement riches en

cholestérol et sphingolipides. IIs ont un réle dans la
régulation de la physiologie cellulaire.



d’espéces réactives de I'oxygene entraine une
oxydation des lipides membranaires, également
appelée peroxydation lipidique, pouvant altérer
la  fonctionnalité des membranes, et
notamment des récepteurs qui y sont ancrés
(21). A terme, le fonctionnement de certains
organes peut étre modifié. Par ailleurs, 'action
des HAPs sur les membranes conduit a des
changements conformationnels de la bicouche
de phospholipides, en particulier dans les
(22).
notamment se traduire par une modification de

fluidité

environs des récepteurs Cela peut

la membranaire, caractéristique
conditionnant le bon fonctionnement du Rf2-
AD, et des RCPG en général. Il est probable que
les perturbations portent atteinte a la partie
transmembranaire des récepteurs, modifiant

ainsi leur activité.

Etant donné le nombre de RCPG et leur
role fondamental dans la physiologie humaine
et dans la réponse thérapeutique aux
médicaments (environ 40% des médicaments
ciblent les RCPG), et au vu de I'exposition
importante aux HAPs, on peut craindre que la
attendue  des

réponse pharmacologique

médicaments soit modifiée. Actuellement
aucune étude n’a abordé cette problématique
mais on peut facilement imaginer qu’un
médicament ciblant le RB2-AD ait une action
différente de celle attendue au vu des résultats
présentés précédemment. D’apres les résultats
de Factor et al., les HAPs environnementaux
peuvent ralentir la dilatation des voies
respiratoires médiée par le R32-AD (14). Ainsi,
les polluants atmosphériques ne contribuent
pas seulement a la pathogénicité de I'asthme, ils
diminuent également la réponse thérapeutique
aux médicaments. Une attention particuliére
devra donc étre portée a I'exposition aux HAPs
par la fumée de cigarette ou la pollution chez
traités des

tel

les patients asthmatiques par

agonistes  (2-adrénergiques, que le

salbutamol (Ventoline®).
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Une relation étroite entre les RCPG et
les contaminants de I'environnement existe. En
effet, de plus en plus de travaux démontrent
que les contaminants environnementaux
auxquels 'Homme est perpétuellement exposé
interagissent directement ou indirectement
avec les RCPG. Ainsi, les phtalates, le bisphénol
A et les nonylphénols, issus de I'industrie du
plastique, ont tous été associés a |la
perturbation de voies dépendantes des RCPG,
en particulier dopaminergique (23-27). Cela
démontre que I'aspect « perturbateur
endocrinien » associé a ces molécules ne se
solde pas uniquement par l'interaction avec les

récepteurs aux hormones sexuelles.

Par ailleurs, le travail effectué ici ne
s’intéresse qu’a I'étude d’une classe de RCPG et
d’une classe de contaminants. Or il existe une
de de RCPG de
contaminants. Il est donc probable que chaque

multitude classes et
contaminant ait sa propre cible, différente du
RP2-AD. Il serait alors intéressant d’étudier la
place des autres RCPG dans les effets toxiques

d’autres contaminants environnementaux.

Les professionnels de santé ont ici un
role important de prévention. En effet, I'objectif
majeur est de diminuer ['exposition aux
contaminants environnementaux tels que les
HAPs, de

émission a plus long terme. Les conseils que I'on

mais également diminuer leur
pourra donner pour diminuer I'exposition sont
liés au bon sens et au raisonnable. Il est évident
qgue I'élimination des sources de contamination
quelles gu’elles soient et I'usage des produits
les moins toxiques pour [I'Homme et
I’environnement sont les premiéres mesures a
mettre en place, et ce dans tous les domaines :
domestiques (nettoyage, bricolage, chauffage,
...) et professionnels. Cependant, il est illusoire
de croire que l'on peut éliminer tous risques
d’exposition car ils sont directement liés a nos
activités. Par contre, on peut proposer quelques
solutions simples faire évoluer

pour nos



habitudes, individuelles ou collectives, dans
I'objectif de réduire les risques. D’une maniere
générale, il faut étre particulierement vigilant
avec les personnes fragiles, tels que les enfants,
les femmes enceintes, les personnes agées, et
souffrant de maladies chroniques. En effet, ils
sont physiologiquement plus vulnérables et les
conséquences d’une exposition aux
contaminants peuvent se révéler plus déléteres.
Par exemple, une exposition aux HAPs chez la
femme  enceinte  peut entrainer des
malformations congénitales ou perturber le
déroulement de la grossesse et le
développement du feetus en franchissant la
barriere placentaire.

Voici une liste non exhaustive de quelques

mesures simples pouvant étre mise en place au
guotidien :

REFERENCES

aérer les piéces de la maison

ne pas obstruer les bouches de
ventilation

porter des protections adaptées
(masque, gants, lunettes) lors de
I'utilisation de produits chimiques
stockage de ces produits hors de portée
des enfants

ne pas mélanger les produits chimiques
diminution, voire arrét, de |la
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physique en dehors des zones de forte
pollution.
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Résumé

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) sont des contaminants majeurs de
I'environnement. Leur influence sur la santé humaine est importante ; ils présentent notamment un
pouvoir cancérogene et une toxicité cardiovasculaire. La majorité de ces effets toxiques est liée a
I'activation d’un récepteur cytosolique nommé récepteur aux hydrocarbures aromatiques (RAh).
En outre, il est probable que les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), une famille de
récepteurs transmembranaires controlant les principales fonctions de 1'organisme, soient sous le
contr6le des contaminants de I'environnement. Ainsi, il a été démontré que parmi les RCPG, le
récepteur béta2-adrénergique est une cible privilégiée des HAPs. L’objectif de cette these est
d’établir un état des lieux du role de ces récepteurs béta2-adrénergiques dans les mécanismes de
toxicité liés aux HAPs.

Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a major family of widely-distributed
environmental contaminants. They have a large influence on human health. Indeed, they have
many toxic effects, such as carcinogenic properties and cardiovascular toxicity. Most of these
effects are caused by the activation of a cytosolic receptor, called aryl hydrocarbon receptor (AhR).
Besides, environmental contaminants are probably in contact with G protein-coupled receptors
(GPCRs), a large family of transmembrane receptors that control many functions of the human
body. Thus, studies have shown that among GPCRs, the beta2-adrenergic receptor is a PAHs likely
target. The aim of this thesis is to review the beta2-adrenergic receptor roles in PAHs toxicity.
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