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Centre International de Recherche sur le Cancer

Institut National de I’Environnement Industriel et des Risques
Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale
Protéine G inhibitrice

Protéine G stimulante

Insulin receptor substrate

Institut de Recherche pour le Développement

Lipase hormono-sensible

Lipase des monoglycérides

Organisation Mondiale de la Santé

Coefficient de partage entre 1’octanol et 1’eau
Picogramme (107

PolyChloroBiphényles
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PolyChloroDibenzoFurane

Programme d’Environnement des Nations Unies
Phosphodiestérase 3B

Phosphatidylinositol-3-phosphate kinase

Polluants Organiques Persistants

Protéine kinase A

Protéine kinase B

Récepteur adrénergique

Titration calorimétrique isotherme
2,3,7,8-tétrachlorodibenzo(para)dioxine/furane

Facteur d’équivalence toxique

Quantité d’équivalence toxique

Agence américaine de I’environnement
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Glossaire

Adduit : Fixation d’une molécule sur une des bases de I’ADN par une liaison covalente
pouvant parfois former un pont intra-caténaire entre les chaines de I’ADN

Cytosol : liquide contenu a I’intérieur des cellules

Facteur de transcription : Protéine permettant la lecture d’un géne lorsqu’elle se fixe sur son
promoteur

Radical libre : Espece chimique possédant un électron non apparié

Sites abasiques : Partie de I’ADN dépourvue d’une base purique ou pyrimidique et ayant
perdu I'information génétique par rupture de la liaison entre une base et le désoxyribose
Xénobiotique : Molécule étrangere, susceptible de pénétrer dans le corps humain

Stress oxydant : Situation ou la cellule ne contrdle plus la présence excessive de radicaux
oxygénés toxiques, situation que les chercheurs impliquent dans la plupart des maladies
humaines

TNF-a : Facteur de Nécrose Tumorale o : globule blanc spécialisé dans la production de
protéines qui détruisent les cellules cancéreuses de maniere sélective ; il s’agit d’une forme de

thérapie biologique
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Introduction

L'obésité est caractérisée par 1’accumulation de triglycérides dans le tissu adipeux : ses
conséquences pour la santé sont néfastes. En effet, de multiples complications surviennent
fréquemment chez 1’obese :

» des désordres concernant les métabolismes des lipides et des glucides, peuvent étre
associés a l'accumulation de tissu adipeux, au point de parler de la triade des maladies
métaboliques : diabete, obésité, hyperlipoprotéinémie

» la survenue de ces maladies augmente le risque de mortalité globale, car elles sont facteurs
de risques d’atteintes cardiovasculaires voire de cancers, deux causes principales de la

mortalité depuis le milieu du vingtieme siecle (Garrigue et al, 2005).

Envisagée sur un plan thermodynamique, 1'obésité résulte d'un déséquilibre de la balance
énergétique, avec une augmentation des apports, en raison d'un déséquilibre nutritionnel
quantitatif et qualitatif, et une réduction des dépenses, en raison d'une augmentation des
attitudes sédentaires et d'une diminution de la pratique d'activité physique (Garrigue et al,

2005).

L'obésité est un "état caractérisé par un exces de masse adipeuse répartie de facon généralisée
dans les diverses zones grasses de l'organisme". Le plus souvent, 1'obésité est appréciée par le
rapport entre le poids (exprimé en kg) et le carré de la taille (en m?) (IMC ou BMI en anglais)
Un IMC supérieur a 30 est généralement considéré comme le marqueur de 1'obésité qui
devient morbide quand cet index est supérieur a 40.

Mais il faut noter qu'il n'y a pas de stricte équivalence entre poids et obésité puisque dans le
poids interviennent, outre la masse grasse, le tissu osseux, le contenu acqueux et le muscle.
Du point de vue structurel, 1’obésité est caractérisée par une hypertrophie et une hyperplasie
des adipocytes sans que la recherche ait pu identifier des formes favorisant I’une ou 1’autre

atteinte du tissu adipeux.
On a tres longtemps considéré que 1’obésité affectait préférentiellement des populations de la

zone « Nord » c’est-a-dire les pays économiquement développés : on sait aujourd’hui qu’il

n’en est rien. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) :
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» Sur 6 milliards d'individus, 3 milliards sont sous-alimentés et les autres sont en train de
devenir obeses.

» 50 % des américains sont en surpoids et 25 % franchement obeses.

» Dans certaines iles du Pacifique, I'obésité affecte pres de deux tiers de la population.

» L'Europe compte 30% d'adultes en surpoids et le nombre d'enfants obeses a doublé en
cinq ans dans les dix dernicres années. En Allemagne, en Grece, en Finlande, a Chypre, a
Malte, en Slovaquie, la proportion d’adultes en surpoids va dépasser celle des USA.

» On dénombre en France & millions d'obeses, de 100 000 a 200 000 obésités massives
(IMC > 40). Un tiers de ces patients sont hypertendus, un tiers diabétique et un tiers
hyperlipidémique.

» Sur le plan national, la prévalence de 1'obésité a augmenté d'environ 45 % entre 1987 et
1996.

» D'un point de vue régional, il y a une répartition tres inégale de ce phénomene sur le
territoire francais : les campagnes sont plus affectées que les villes, le pourtour
méditerranéen subit une évolution particulierement rapide et défavorable...La Corse est la
région ou il y a la plus forte prévalence de France avec un maximum de 24 % d'obeses.

» Une progression inquiétante car elle porte sur des individus de plus en plus jeunes.

Les pays les plus pauvres de la planete souffrent désormais également de 1'obésité. Selon
I'OMS sur les 300 millions de personnes obeses dans le monde, 115 millions le sont dans les
pays en développement. Citons quelques données relevées dans les plus récentes statistiques :
En Tunisie le taux d'obésité est passé de 28 a 42 % en 10 ans, au Brésil de 22 a 34%.

En Afrique subaharienne ou vivent la plupart des populations sous-alimentées ce taux est de
12%, en Egypte de 33%.

Selon 1'OMS, 1’Algérie compterait 18 % d’obeses et le Maroc 16 %. Des chiffres en

progression constante.

En général, 1’obésité représenterait entre 2 et 7 % des cofits totaux de santé. Elle cofite 100 a
120 milliards de dollars aux USA (sans tenir compte du surpoids) et engendre selon Bernard
Maire, chercheur a I'IRD et al, (2006) des conséquences sur la santé de la population
planétaire :

. Les obeses ont dix fois plus de risque de devenir diabétiques.
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e [l y a dans le monde 150 millions de diabétiques de type 2 (diabete lié a une

alimentation trop riche et au manque d’exercice). Ce chiffre serait appelé a doubler...

e En France, il y a 2 millions de cas et entre 300 000 et 800 000 diabétiques qui

s’ignorent.

e Les adultes en surpoids sont 3 fois plus nombreux que les autres a souffrir

d’hypertension artérielle.

e Les calculs biliaires sont 3 a 4 fois plus fréquents en cas d’obésité.

e [’apnée du sommeil est présente chez plus de 10 % des hommes et femmes obeses...
L'obésité est devenue la premiere maladie non infectieuse de 1'Histoire. C'est une véritable
épidémie qui frappe aussi bien les pays industrialisés que les pays en voie de développement.
L'Organisation Mondiale de la Santé place actuellement sa prévention et sa prise en charge

comme une priorité dans le domaine de la pathologie nutritionnelle (A. Meille-Jordan).

LA RECHERCHE DES CAUSES

Plusieurs facteurs sont évoqués pour expliquer l'augmentation de la fréquence de cette

pathologie : facteurs génétiques, facteurs endocriniens, facteurs environnementaux et

modifications comportementales. Mais I'origine nutritionnelle est le plus souvent citée :

» la « malbouffe » avec une alimentation trop riche (nourriture a haute teneur en graisses).
Les populations occidentales ont tendance a consommer moins de calories et moins de
graisses qu'en 1960 alors qu'elles grossissent régulierement. Cela s'explique par un
changement du style de vie qui devient de plus en plus sédentaire.

» manque d'activité physique : il existe un réel déséquilibre entre 1'alimentation ingérée et
les dépenses énergétiques.

Au niveau des populations des pays défavorisés ou en émergence, du fait de I’urbanisation

accélérée, qui a bousculé les modes d’alimentation, le contenu de 1’assiette du Maghrébin a

profondément changé. On est passé de plats traditionnels composés d’huiles, de céréales, de

légumineuses et de légumes frais a une consommation plus fréquente de pain blanc, de
produits laitiers, de sucres et de graisses ajoutées.

Une étude montre que dans 133 pays en développement la migration dans les villes a entrainé

jusqu'a un doublement de la consommation de plats gras et sucrés, peu chers.

Selon les auteurs de l'article "cahiers santé" 1'acces facile a des huiles peu onéreuses a joué un

role prépondérant en raison d'une production industrielle a bas prix. Cela s'ajoute a la diminu-

tion de l'activité physique et la sédentarité (Jeune Afrique, Aotit 2010).
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Ainsi, le statut nutritionnel expliquerait cette évolution de la fréquence de 1'obésité : les
travaux d'Arnaud Basdevant (2009) ont montré que le probleme nutritionnel est ’'une des
causes de 1’obésité dans les pays développés, par suite du suivi de comportement alimentaire a
risques : augmentation de 1’hyperconsommation et de I’hyperlipidémie de la ration associée a
une baisse de I’activité physique ; Bernard Maire et al., (2006), ont proposé que 1’obésité

dans le Tiers-monde soit un probleme lié par ailleurs a la mutation nutritionnelle.

Au-dela des problemes de comportement ou de mutation nutritionnelle ne faudrait-il

pas chercher d’autres causes?

L'obésité serait-elle la conséquence de la pollution atmosphérique et de 1I'imprégnation
des populations a une exposition chronique a des polluants ? L'hypothé¢se n'est pas
nouvelle dans la mesure ou, en 1983, Huchéon et coll avait mis en évidence un lien statistique
entre obésité et exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques dans des
échantillons de population spécifiquement étudiés.

C’est cette hypothese sur laquelle le laboratoire de rattachement a travaillé.
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Partie 1
Chapitre 1 :

Les polluants organiques persistants (POP)

Avant d'avancer plus dans la réflexion de cette these il convient de rappeler ici ce que sous
tend les concepts de pollution et de polluants présents dans 1’environnement et susceptibles

d’interférer avec 1’état physio-pathologique de I’individu.

A. Propriétés et effets des POP

Les POP sont des molécules contaminantes. Ils sont définis par le protocole d'Aarhus depuis
1998 (Commission Economique des Nations Unies) (Tableau 1).
¢ Ils sont persistants.
e [lIs sont susceptibles de bioaccumulation.
e [Is peuvent aisément €tre transportés dans 1’atmosphere au-dela des frontieres sur de
longues distances et se déposer sur des sites éloignés des sources d’émission.
e Ils risquent d’avoir des effets nocifs importants sur la santé et I’environnement, méme a
une grande distance de leur source.
e [Is possedent des caractéristiques toxiques.
Les Polluants Organiques Persistants (POP) sont produits par la combustion incomplete de la
matiere organique. Les sources naturelles sont les feux de forét, les éruptions volcaniques. Ils
sont aussi produits par les procédés industriels. Les dioxines proviennent principalement
des fumées des incinérateurs de déchets solides et hospitaliers : 56% des émissions des
PolyChloroDibenzoDioxine/Furane (PCDD/F) en France en 2002. La part restante des
émissions est produite par les fonderies, les engins agricoles et le recouvrement des routes

par I’asphalte. Le total des émissions en France représente 250 tonnes par an (Citepa 2004).

B. Evaluation de la toxicité ; son expression

1. Le facteur d'équivalence toxique (TEF)

Les facteurs d’équivalence de toxicité (TEF) sont les composantes d’un indice global de
toxicité. Les TEF se fondent sur les similarités structurales entre les molécules et sur

I’hypotheése d’un mécanisme d’action commun impliquant le récepteur Aryl Hydrocarbon
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(Ah). Cependant, il subsiste de nombreuses incertitudes. Des différences de réponses entre les
especes et les tissus peuvent faire varier significativement les valeurs de TEF (Vidy et al.,
2003). Le TEF est créé en comparant la courbe qui représente la relation dose-effet d’un
congénere a celle de la molécule de référence de la famille. Cette molécule est considérée

comme la plus toxique, et son TEF correspondant est égal a 1.

2. La quantité d'équivalence toxique (TEQ)

La quantité d’équivalence toxique (TEQ), est un outil simplificateur de I’évaluation du risque
lié aux mélanges complexes d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques halogénés (HAPH) (Vidy et al, 2003). Cet
indicateur permet de mesurer la toxicit¢é d’un mélange de composés (Van der Berg et al,
1998). Pour le calculer, la concentration d’une molécule dans la matrice étudiée est multipliée
par le TEF correspondant ; la méme opération est répétée pour toutes les molécules du
mélange et I’addition de tous ces résultats sera le TEQ.

TEQ = [X( benzo[a]pyrene) x TEFi] + X [pyrene] x TEFi (DGAL, 1998)

3. Coefficient de partage

L hydrophobie ou le caractere lipophile d’une molécule organique est quantifié au moyen de
son coefficient de partage entre I’octanol et I’eau (K,y), rapport des concentrations du
composé a saturation dans le n-octanol et dans ’eau. I décrit I’affinité de la molécule a se
répartir dans une phase lipophile. L’affinit¢ de ces molécules pour la phase organique est
nettement supérieure a celle de I’eau. La valeur de Log K., varie de 3,4 pour le naphtaléne (2
cycles aromatiques) a 6,75 pour le dibenzo[a,h]anthraceéne (6 cycles aromatiques) et indique
un potentiel de bioaccumulation important dans les tissus gras des organismes ou le

métabolisme est lent (Grova, 2003).
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Tableau 1 : Liste des Polluants Organiques Persistants établie dans le cadre du Protocole
d’ Aarhus et de la Convention de Stockholm.

Catégorie

Nom

Particularité

Production non-intentionnelle
(sous-produit de réaction)

Dioxines

Furanes

Hydrocarbures aromatiques
Polycycliques (HAP)

Hexabromobiphényles

Sous-produit de combustion
ou d’autres procédés
industriels

Produits chimiques industriels

Polychlorobiphényles
(PCBs)

Utilisés comme isolant
électrique, fluide caloporteur,
additif dans les peintures et
plastiques

Hexachlorocyclohexane

Produit intermédiaire de

(HCH) I’industrie chimique
Hexachlorobenzene Utilisé dans la fabrication de
(HCB) munitions et de caoutchouc

Pesticides

Hexachlorobenzene (HCB)

Fongicide

Endrine

Aldrine

Dieldrine

Toxaphene

Mirex

Insecticides

Chlordane

Heptachlore

DDT

Lindane

Tableau 2 : Sources anthropiques de HAP

Sources stationnaires industrielles

Sources domestiques

Sources mobiles

-Production d’aluminium

-Fabrication de pneu

-Créosotes et préservation du bois

-Sidérurgie

-Industrie du bitume et goudrons

-Cimenteries
-Moteurs a combustion
-Industries pétrochimiques et

similaires

bois, charbon)

-Tabagisme

friture)

-Chauffage (gaz naturel, GPL,

-Cuisson des aliments (barbecue,

-Voitures
-Avions
-Trains

-Bateaux
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Visicule
lipidique

Figure 1: Internalisation des HAP dans la bicouche lipidique selon Plant et al., 1995 ;

Jimenez et al., 2002.
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Figure 6 : 16 HAP de la liste prioritaire de I’US-EPA

Tableau 3 : Relation entre 1’exposition journaliere (exprimée en pg [-TEQ/kg de poids

corporel) et les conséquences en terme de santé humaine (INSERM, 2000)

Exposition journaliére

Conséquences en terme de santé

Inférieure a 1

Aucune conséquence

Entre 1 et 10 (a long terme)

Risque d’altération de la santé

Supérieur a 10 (a long terme)

Conséquences néfastes
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Tableau 4 : Conséquences en terme de santé de la présence des HAP et des dioxines chez les

hommes (Union Européenne, 1999)

HAP

Dioxines

Séveres perturbations du métabolisme de la vitamine A

Formation et développement de cancers supposés lors

de la présence de la 2,3,7,8-TCDD

Altération de la concentration en dopamine au niveau

neurologique

Augmentation de la fréquence des diabetes et de la

mortalité due a ces maladies

Retard cognitif et du développement moteur chez les

enfants

Augmentation des maladies cardio-vasculaires

Modification du systeme immunitaire

Augmentation de la fatigue due a des insomnies

Diminutions du poids des nouveaux-nés, du taux de

croissance et du niveau d’activité des enfants

Douleurs musculaires

Perte de mémoire chez les enfants

Irritabilité

Augmentation des cancers avec 1’age des individus

Pertes de la libido

Changement des perceptions sensorielles

Augmentation de la fragilité et de la taille du foie

Diminution de la vitesse de conduction nerveuse

Diminution de la teneur en lipides du sérum sanguin

C. Les polychlorobiphényles ou PCB

1. Structures et caractéristiques

Le terme de PCB désigne une famille de composés organochlorés de synthese de haut poids

moléculaire et de formule chimique C;oH(;0-n)Cln. Produits industriellement depuis 1930, ces

mélanges ont fait I'objet de multiples utilisations comme additifs dans les peintures, les encres

et les appréts destinés aux revétements muraux, puis ont €té progressivement interdits. Le

groupe des PCB comprend 209 congéneres, qui se distinguent par le nombre d'atomes de

chlore fixés sur la molécule et par leur position sur le noyau biphényle. Le devenir des PCB
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dans I'environnement s'explique par leurs propriétés physico-chimiques : ce sont des
composés semi-volatils, hydrophobes et persistants. Leur production est arrétée depuis les
années 80. Les pyralenes, sont des mélanges de molécules formées de deux cycles
aromatiques (biphényle) pouvant porter chacun un nombre variable d'atomes de chlore placés

en diverses positions de chlore présents sur la molécule.

2. Effets sur la santé

La toxicité aigué des PCB est faible pour I’homme : une exposition accidentelle de courte
durée aux PCB n’a pas de conséquence grave. Une exposition aigué a forte dose est associée a
des irritations de la peau (chloracné) et plus rarement des infections hépatiques,
neurologiques, des bronchites chroniques, des maux de téte, des vertiges, des dépressions, des
troubles de la mémoire et du sommeil, de la nervosité et de la fatigue, et de I'impuissance
(environnement Canada, 1985). Ces troubles sont, pour certains, réversibles. Les effets
chroniques entrainent des dommages du foie, des effets sur la reproduction et la croissance, et
des possibilités de cancer. Les PCB sont classés en tant que substances probablement
cancérogenes pour ’homme et ont toute une série d’effets néfastes chez I’animal, notamment
toxicité pour la reproduction, immunotoxicité et cancérogénicité. Les effets sur les hormones
thyroidiennes et les conséquences possibles sur le développement du cerveau sont 1’objet de
discussions a I’heure actuelle. En outre, a partir de 500°C et en présence d’oxygene, la
décomposition des PCB peut se traduire par le dégagement de composés a forte toxicité, les

« furanes » et « dioxines ».

3. Voie d’absorption des PCB

L’absorption des PCB dépend de la voie d’exposition. La principale source d’exposition
professionnelle est I’inhalation (Wolff, 1985). 1l existe des preuves indirectes de 1’absorption
des PCB par cette voie, basées sur leur détection dans les tissus et liquides biologiques de
salariés travaillant dans des usines de fabrication de condensateurs, ou les concentrations dans
I’air ont été mesurées. Un maximum de 80 % des quantités détectées dans le tissu adipeux a
pu étre absorbé par inhalation et seulement 20 % par voie orale ou cutanée.

Pour la population générale, la voie principale d’exposition est la nourriture contaminée
(poisson, lait, produits laitiers, Iégumes, viandes) (ATSDR, 2000). Duarte-Davidson et Jones
(1994) estiment que la population anglaise est exposée a 0,53 pug de PCB par personne et par

jour. La nourriture représenterait 97 % de cet apport, ’air 3,4 % et 'eau 0,04 %. Chez
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I’enfant, le taux d’absorption des PCB se produit par le lait maternel. Chez un enfant de 19
semaines, 1’absorption de 4 congéneres (PCB 99-153-138-180) présents dans le lait maternel a

été estimée entre 96 et 98 % de 1'absorption totale (McLachlan, 1993).

4. Métabolisme des PCB

Le métabolisme des PCB se réalise au niveau du foie, par I’intermédiaire des cytochromes P-
450 (1A1, 1A2, 2B1, 2B2, 3A). 1l conduit a la formation d’oxydes d’arenes qui sont ensuite
principalement transformés en composés aromatiques hydroxylés (phénoliques
majoritairement), mais aussi en métabolites soufrés. Les oxydes d’aréne peuvent également
produire des dihydrodiols ou des conjugués au glutathion, ou encore réagir avec des
macromolécules endogenes tels que les acides nucléiques ou les protéines et former des
adduits. Les oxydes d’arenes sont potentiellement électrophiles et ont été¢ impliqués dans la
survenue de nécrose cellulaire, de mutagénicité et de cancérogénicité chez les animaux (Safe,
1989). Le métabolisme des PCB peut donner naissance a des quinones capables de réagir sur
les sites nucléophiles des protéines (Amaro et al., 1996) ou de I’ADN (Oakley et al., 1996b).
Les PCB peu chlorés sont activés métaboliquement en especes électrophiles qui se lient a
I’ADN (McLean et al., 1996 ; Oakley et al., 1996a). Le métabolisme peut aussi conduire a la
formation de PCB méthyl sulfones qui peuvent &tre responsables de toxicité respiratoire
(ATSDR, 2000). Les métabolites méthyl-sulfonylés ont fait 1’objet d’une attention particulicre
en raison de leur caractere lipophile et par conséquent de leur capacité a stagner dans les
tissus, mais aussi pour leur capacité d’induction du cytochrome 2B. D’une facon générale,
plus le degré de chloration des PCB augmente, plus le taux de métabolisation diminue.
L’élimination des PCB et de leurs métabolites se fait principalement par les féces. La médiane
de la demi-vie apparente comparée en fonction du degré de chloration a été déterminée a 2,6
et 4,8 ans respectivement (Phillips et al., 1989). Le lait maternel constitue une voie
particuliere d’élimination (Baars et al., 2001).

Dans le rapport présenté a Stockolm, on pouvait lire : « Quantités de personnes ont été
exposées aux PCB du fait de la contamination des aliments. La consommation d'huile de riz
contaminée au Japon en 1968, et a Taiwan en 1979, a entrainé plusieurs symptomatologies :
pigmentation des ongles et des membranes muqueuses, gonflement des paupieres, fatigue,
nausées, vomissements. Du fait de la persistance des PCB dans le corps de leurs meres, les
enfants nés jusqu'a 7 ans apres l'accident de Taiwan ont présenté des retards de croissance et

des problemes de comportement. De méme, les enfants nés de meres qui mangeaient une
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grande quantit¢ de poissons contaminés du Lac Michigan ont présenté une déficience

mnésique a court terme ». Les PCB sont également immunodépresseurs et sont classifiés

parmi les agents probablement cancérogenes pour I'homme.

D. Les polychlorodibenzo-para-dioxines (PCDD) ; les polychlorodibenzo-furanes
(PCDF)

1. Structure et caractéristiques

Les polychlorodibenzo-p-dioxines ou PCDD sont des composés aromatiques tricycliques
chlorés. Elles sont plus généralement appelées dioxines, bien que sous cette appellation sont
aussi le plus souvent incluses d'autres molécules aux propriétés chimiques voisines. On estime
qu'elles présentent une faible toxicité en général pour I'hnomme, a l'exception de sept d'entre
elles, dont la tétrachlorodibenzo-para-dioxine (TCDD), surnommée dioxine de Seveso. Les
PCDD sont constituées de deux noyaux de benzene, de deux atomes d'oxygene et d'atomes de
chlore, de fluor ou de brome (1 a 8). On en distingue 75 différentes, qui différent les unes des
autres par le nombre et la position des atomes de chlore, ainsi que par la disposition des cycles
aromatiques.

Elles se caractérisent par leur grande stabilité chimique due a la présence des atomes de
chlore, et elle augmente donc avec le nombre d'atomes de chlore présents. Elles sont
résistantes a la biodégradation, et seuls des oxydants tels que 1'ozone, le tétroxyde de
ruthénium ou des enzymes d'oxydation peuvent réagir avec elles.

Les furanes ou PCDF et pyralenes ou PCB, ont une composition et des propriétés voisines des
PCDD. En dehors des accidents et des pollutions dus aux "incinérateurs-empoisonneurs”, la
principale source d'exposition aux PCDD/PCDF est l'alimentation. En effet, comme tous les
hydrocarbures aromatiques polycycliques halogénés (HAPH), les PCDD et PCDF ont en
particulier une forte capacité a s'accumuler le long des chaines alimentaires et, selon le
rapport de I'INSERM : "Globalement, il est admis que 1'exposition moyenne des populations
se fait a plus de 95 % par voie alimentaire, en particulier par ingestion de graisses animales
(lait et produits laitiers, viandes, poissons). L'apport le plus important est dii aux produits
d'origine bovine (lait et dérivés, viande et abats) ; les volailles et le porc constituent des
sources moindres, en raison de leur mode d'élevage en batiments (sauf en cas de
contaminations des aliments). Les poissons et produits aquatiques représentent des sources
d'importance variable, parfois relativement élevée pour certaines populations de forts

consommateurs."
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Les PCDD et les PCDF sont des molécules formées de deux cycles aromatiques associés a un
cycle oxygéné soit de type 1,4 dioxane pour les PCDD, soit de type furane pour les PCDF.
Deux voies réactionnelles peuvent conduire a la formation de dioxines et/ou de furanes :

. Le chauffage en présence d'oxygene, au-dela de 300°C de certains précurseurs de type
halogénés HAPH (PCBs, polychlorophénols) qui conduisent alors principalement a la
formation de furanes.

. Le chauffage de molécules organiques quelconques en présence d'une "source de
chlore" et d'oxygene moléculaire.

Cette derniere voie montre que les PCDD et/ou les PCDF peuvent donc étre théoriquement
générés par chauffage, a partir de n'importe quel composé chloré, y compris le plus inoffensif,
jouant le role de "source de chlore".

Pour les dioxines, les concentrations peuvent atteindre quelques ng/m’ lors d’un mauvais

controle de rejet dans 1’atmosphere (Grochowalski et al., 1995)

2. Effets sur la santé

Les dioxines et les furanes présentent des toxicités tres variables, en fonction du nombre et du
positionnement des atomes de chlore. Parmi les 210 composés existant théoriquement, les 17
congéneres substitués en position 2, 3, 7 et 8 sont les plus toxiques et sont particulicrement
bio-accumulables. La dioxine la plus toxique est la dioxine de Seveso.

L'OMS et le Conseil Supérieur d'Hygiene Publique de France (CSHPF) ont tous deux
considérés que la dioxine jouait un role promoteur de la cancérogenese, avec un seuil en deca
duquel l'exposition est sans danger. L'OMS définit ainsi la dose journaliere tolérable (DJT)
pour I'homme a 10 pg TEQ*/kg de poids corporel/jour ; cela inclut un facteur de sécurité de
10000 par rapport a la dose minimum a effet observé chez le rat. Le CSHPF rajoute cependant
un facteur de sécurité de 10 et fixe la dose journaliere tolérable (DJT) a 1 pg/kg/j, comme en
Allemagne et aux Pays-Bas.

Dans le doute, 'US-EPA (Agence des Etats Unis pour la protection de lI'environnement), a
choisi le modele de la fonction dose-réponse linéaire sans seuil a faible dose. Pour ne pas
encourir un exces de risque supérieur 2 10° pour une vie entiere (70 ans), l'exposition
journaliere moyenne ne doit pas dépasser 6 pg/kg/j. De plus, I’affinité stéréospécifique du
récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AhR) vis a vis des micropolluants permettrait de
comprendre les différences de toxicité entre ces congéneres (Laurent C., 2002). On peut

provisoirement retenir 2,3 pg/kg/j (en TEQ) comme valeur médiane de l'apport journalier de
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dioxine, par la voie alimentaire en France (voie qui totaliserait 90 a 95% des apports totaux).
Une telle exposition de la population générale n'entrainerait aucun exces de risque de cancer
selon le raisonnement de I'OMS, avec une sérieuse marge de sécurité. Le modele de 1'US-EPA
appliqué a 2,3 pg/kg/j produit une estimation d'impact assez importante, de 1'ordre de 3200 a

5200 déces annuels par cancer (Tableaux 3 et 4).
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Tableau S : Propriétés physico-chimiques (a 20°C) des 16 HAP listés par 'US EPA (d’apres

Mackay et al., 1992)

Composé Nombre |Masse Solubilité Coefficient de | Pression
de cycles | moléculaire |dans I’eau | partage de vapeur
(g/mol) (mg/L) octanol-eau (Pa)
log(Kow)

Naphtalene 2 128,2 31 3.4 10
Acénaphtyleéne 3 152,2 3,93 4,07 2,9.10
Acénaphtene 3 154,2 1,93 3,98 4,47.10°
Fluoréne 3 166,2 1,85 4,18 3,2.10*
Phénanthréne 3 178,2 1,2 4,45 6,8.10*
Anthracéne 3 178,2 0,076 4,45 1,7.10°
Fluoranthéne 4 202,3 0,23 4,90 5,0.10°
Pyrene 4 202,3 0,077 4,88 2,5.10°
Benzo(a)anthracéne 4 228,3 0,010 5,61 2,2.10°®
Chrysene 4 228,3 0,0028 5,16 6,3.107
Benzo(b)fluoranthéne 5 2523 0,0012 6,04 5,0.107
Benzo(k)fluoranthéne 5 2523 0,00076 6,06 9,59.10™"
Benzo(a)pyréne 5 252,3 0,0023 6,06 7.107
Dibenzo(a,h) anthracéne 5 278.4 0,0005 6,84 110"
Indéno(1,2,3-c,d)pyréne 6 276,3 0,062 6,58 n.d.

6 276,3 0,00026 6,50 1,03.10™"

Benzo(g,h,i)pérylene

n.d . : non déterminé
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E. Origine des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les HAP, polluants organiques persistants, sont constitués d’au moins deux a six cycles
aromatiques fusionnés. Au sens strict ils ne contiennent que des atomes de carbone et
d’hydrogene.

Deux types de HAP sont distingués :

- les pétrogéniques : se dit des hydrocarbures présents dans les bruts pétroliers, d’origine
naturelle qui se caractérisent par une forte proportion d’hydrocarbures ramifiés.

- les pyrogéniques : se dit des hydrocarbures produits par combustion de matiere organique
(riche en carbone, combustibles fossiles ou bois) (Neff, 1985). Ces hydrocarbures dont
I’origine est liée a I’activité humaine, sont considérés comme des polluants primaires. Ce sont
ces HAP qui prédominent dans I’environnement. Ce sont principalement les composés non-
ramifiés.

Les HAP sont produits lors de la combustion et particulierement celle de la biomasse qui
s’effectue souvent dans des conditions mal maitrisées (par exemple en foyer ouvert). La
combustion du bois dans le secteur résidentiel et le transport routier représentent
respectivement 37% et 32% des émissions annuelles.

Le benzo[a]pyrene est présent dans les suies et fumées de toute origine telle que les gaz
d’échappement des moteurs a explosion et la fumée de cigarette (Kuller et al., 1986), ou dans
la nourriture cuite au barbecue (INRS 1997, ATDSR 1995). Les taux atmosphériques
demeurent relativement faibles (de 'ordre du ng/m’ pour les HAP et du pg/m’ pour les

dioxines).

1. Structure et caractéristiques des HAP

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques, communément appelés HAP, sont une famille
de composés chimiques constitués d’atomes de carbone et d’hydrogene dont la structure des
molécules comprend au moins deux (naphtalene) a six cycles (benzo[g,h,i]pérylene)
aromatiques condensés (Tableaux 5; 6). Ces molécules sont planes, rigides, non polaires.
Leur masse molaire varie de 166 a plus de 300 g.mol™. Ils ont un point de fusion supérieur 2
100°C et un point d’ébullition élevé (supérieur a 3000°C). Les noyaux aromatiques rendent
les HAP tres hydrophobes, leur hydrophobie augmente avec le nombre de cycles aromatiques,

alors que leur solubilité et leur volatilité diminuent (Tableau 5).
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Depuis de nombreuses années, les HAP sont trés étudiés car ce sont des composés présents
dans tous les milieux environnementaux et qui montrent une forte toxicité. Ils font partie des
polluants organiques persistants (POPs). D’ailleurs, c’est une des raisons qui a conduit a leur
ajout dans la liste des polluants prioritaires par 1’agence de protection de I'environnement des
Etats-Unis (EPA US Environnemental Protection Agency), des 1976. Aujourd’hui, ils font
également partie des listes de I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et de la

communauté européenne (Tableau 1).
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Tableau 6 : Concentration des HAP (mg.kg'1 de sol) dans les sols contaminés (Juhasz et

Naidu, 2000)
HAP Ellis et al.|Mueller et|Bewley et al.| Jushasz (1998) |Bogan et al.

(1991) al. (1991) (1989) (1999)

Sites

Concentration (mg.kg” | Production de | traitement Usine a gaz | Pétrochimique |Usine a gaz
de sol) crésote de bois (COGEMA)
Naphtalene 1131 3925 - 186 -
Acénaphtalene 33 49 - - 28
Acénaphtene - 1368 2 43 2
Fluorene 650 1792 225 87 4
Phénanthréne 1595 4434 379 156 51
Anthracéne 334 3307 156 53 58
Fluoranthene 682 1629 2174 137 195
Pyréne 642 1303 491 99 173
Chrysene 614 481 345 - 52
Benzo(a)pyreéne - 171 317 33 88
Benzo(b,k)fluoranthéne - 2271 498 - 99
Dibenzo(a,h)anthracéne - 192 2451 12 -
Indéno(1,2,3-c,d)pyrene - 120 207 - 46
Somme HAP 5863 70633 7331 821 974
% benzo[a]pyrene 0 0,44 1,25 1,46 10,88
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2. Effets sur la santé

Les HAP sont des composés tres lipophiles et sont tres toxiques. Cette toxicité est démontrée
suite a de multiples expérimentations et observations (Fries et Marrow, 1992 ; Abraham et al.,
1989 ; Olling et al.,1991). De nombreux effets néfastes ont été¢ observés dans le cadre de ces
études dont principalement une augmentation de la fréquence de cancer chez les animaux
exposés.

Suite a ces observations, et dans le but de diminuer les risques éventuels en terme de santé
publique, des modeles mathématiques ont été€ mis en place (TEQ, TEF, logK,).

Les Doses Quotidiennes Tolérables (TDI) pour I’étre humain représentent une application
concrete de cette méthode mathématique (Tableau 3).

L’Organisation Mondiale de la Santé, OMS (1999 cité par INSERM, 2000) a établi une TDI
comprise entre 1 et 4 pg TEQ/kg de poids corporel/jour. L’US-EPA a opté pour un niveau
d’exposition maximale recommandée de 0,006 pg TEQ/kg de poids corporel/jour pour une
durée de vie de 70 ans, le risque de développer un cancer étant sous ces conditions de 10
(Silbergeld, 1993).

Contrairement aux dioxines, les HAP, deviennent des molécules toxiques suite a des
dégradations des formes parents (Laurent C., 2002). Beaune et Loriot, 2000, ont démontré
que les diol-époxydes, formés lors du catabolisme de la région « baie » du benzo[a]pyréne par
le systtme monooxygénase NADPH dépendante du cytochrome P450, sont toxiques pour les

cellules hotes.

3. Mécanisme d'action des HAP

En raison de leur caractere lipophile, les HAP s’accumulent dans les organismes vivants,
préférentiellement dans les tissus lipidiques. La plupart des organismes ont la capacité de
métaboliser les HAP par action de I’enzyme cytochrome P450 (Varanasi, 1989). La re-
mobilisation des HAP métabolisés permet leur excrétion de 1’organisme mais aussi les
rendent toxiques. En effet, les HAP deviennent toxiques principalement lorsque les
métabolites hydrophiles se fixent sur les structures cellulaires (protéines, ADN). La
modification de I’ADN induit alors des effets cancérigenes et mutagenes (Baird et al., 2002).

D’autre part, les HAP sont photodégradables, ce qui peut aussi induire une photo-toxicité.
Certains HAP sont particulierement photo-toxiques sous lumiere ultra violet (UV). Le
mécanisme d'action de ces composés repose en grande partie sur leur interaction avec le

récepteur d’hydrocarbures aromatiques cytosolique Ah (AhR) qui, a 1'état de repos, forme un
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complexe avec une protéine de choc thermique Hsp90. La liaison du polluant a I’AhR
(récepteur aryl hydrocarbon) entraine une dissociation de ce complexe. L'association AhR-
polluant migre alors vers le noyau ou elle se lie a la protéine Arnt (Ah Recepteur de
Translocation Nucléaire). Enfin, ce nouveau complexe va se fixer a diverses séquences
(récepteur aryl hydrocarbon) entraine une dissociation de ce complexe. L'association AhR-
polluant migre alors vers le noyau ou elle se lie a la protéine Arnt (Ah Recepteur de
Translocation Nucléaire). Enfin, ce nouveau complexe va se fixer a diverses séquences
d'ADN appelées "éléments de réponse aux xénobiotiques" (XRE) pour former un ensemble
qui, via un promoteur, modulera l'activité transcriptionnelle de nombreux genes dont ceux qui
affectent la production de cytochromes P450 (Lucier et al, 1993). D'autres parametres
rentrent également en jeu, en particulier 1'affinit€é du polluant pour I’AhR, la masse graisseuse,
etc. Le récepteur Ah pouvant étre complexé ou non a des protéines cytosoliques présentant
différentes formes alléliques qui engendrent des affinités variables entre le récepteur Ah et les
micropolluants qui pourraient en partie expliquer les sensibilités génétiques ou

environnementales propres a chacun des €tres vivants.
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Tableau 7 : Variations de la réponse lipolytique aux catécholamines dans le tissu adipeux

humain (Langin D., 2000).

Situations  physiologiques et | Réponse lipolytique Niveau de modulation

pathologiques

Période néonatale Diminution Réponse a,-adrénergique _

Vieillissement Diminution Activation de la LHS _

Différenciations selon le sexe Variable Modification des effets a,- et f-adrénergiques
Expression de la LHS corrélée positivement a
la taille cellulaire

Différences territoriales Variable idem

Régimes a basses calories Augmentation Expression de la LHS _

Exercice Augmentation Réponse B-adrénergique _

Obésité Diminuée Expression de la LHS et du récepteur [3,-
adrénergiques _

Syndrome de résistance a Diminuée Activation de la LHS et nombre de récepteurs

I’insuline B,-adrénergiques _

Résistance aux catécholamines Diminuée Réponse et nombre de récepteurs [»-
adrénergiques _

Hyperlipidémie familiale combinée | Diminuée Expression de la LHS _

Syndrome des ovaires polykystiques | Diminuée Activation de la LHS et nombre de récepteurs
B,-adrénergiques _

Hypothyroidisme Diminuée Activation de la LHS_

Hyperthyroidisme Augmentée Nombre de récepteurs B-adrénergiques _

Syndrome de Cushing Diminuée Inconnu

Phéochromocytome Diminuée Inconnu

Diabete de type I Augmentée Réponse B-adrénergique _

Microgravité Augmentée Réponse B-adrénergique _

Infusion d’adrénaline Diminuée Réponse B-adrénergique _
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4. Métabolisme des HAP

L’adaptation des étres vivants a des milieux endommagés par différentes types de pollution se
traduit par la mise en place et le développement de systeme de défense (Pain et al., 2003). Les
premieres barrieres sont mises en place au niveau de 1’organisme entier et constituent des
protections physiques (coquille, peau, etc.) contre la pénétration des xénobiotiques (composés
exogenes étrangers a l’organisme). Au niveau cellulaire, la protection s’organise
essentiellement autour de deux voies principales: la voie de bio-transformation des
xénobiotiques, qui permet la neutralisation puis 1’élimination des molécules toxiques et un
mécanisme de transport membranaire des xénobiotiques, qui limite 1’acces de ces molécules a
la cellule et favorise leur élimination. L’ activité de ce mécanisme a été mise en évidence chez
le mollusque bivalve dulcaquicole Anodonta cygnea des 1989 (Kurelec et al., 1989), avant
d’étre également observée chez d’autres especes aquatiques, notamment chez des éponges, les
mollusques gastéropodes et les poissons (Bard et al., 2000). I a rapidement été montré que
cette voie est analogue au systtme de «résistance multidrogue » (MXR, Multi-Drug
Résistance) identifié chez les mammiferes (Gottesman et al., 1993). Par analogie avec ce
systtme, le mécanisme identifié dans les populations naturelles a été appelé MXR
(MultiXenobiotic Resistance ou résistance multixénobiotique) que certains auteurs préferent
désigner par MDMX (mécanisme de défense multixénobiotique) (Kurelec et al., 1992 ; Parant

etal., 2001) qui figure parmi les biomarqueurs de stress environnemental.

5. Métabolisme des xénobiotiques

Schématiquement on distingue 2 phases de métabolisme selon les processus utilisés par les

enzymes impliquées : les réactions de phase I et celles de phase II.

Réactions de phase 1

» Les réactions d’oxydation sont majoritairement localisées dans les microsomes
hépatiques. Elles consomment du NADPH (Nicotinamide Phosphate réduit), de 1’oxygeéne
moléculaire et passent par les cytochromes P450 (Cossu et al., 1996).

» Les réactions de réduction sont moins fréquentes. Elles se font aussi bien au niveau du
foie que dans les intestins via la flore bactérienne.

» L’hydrolyse d’un ester ou d’un amide intervient dans le foie et dans différents tissus et

méme dans le plasma.
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L’oxydation, la réduction et I’hydrolyse sont des biotransformations qui conduisent a des
dérivés dont les groupements fonctionnels sont des hydroxyles (OH), des amines (NH2) ou

des carboxyles (COOH).

Réactions de phase 11

La conjugaison des groupements fonctionnels issus des réactions de phase I. Chez I’homme,
elle fait généralement appel a 1’acide glucuronique, au glycocolle, au sulfate ou a 1’acétyl. Les
dérivées de la glucuroconjugaison sont treés hydrosolubles qui sont facilement éliminés dans

les urines et la bile.
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Partie 1
Chapitre 2 :

Les travaux de 1'équipe...

1. Travaux sur le tissu adipeux

Dans ses travaux sur le role du tissu adipeux dans la mise en réserve de polluants dioxiniques
Philippe Irigaray a observé que, exposées par voie intra péritonéale a de faibles quantités de
polluants les souris grossissaient.

Le modele qu’il a développé est celui de la souris male C57bl/6] nourrie ad libitum et
intoxiquée par voie intra péritonéale tous les deux jours avec du B[a]P a la dose de 0,5 mg/kg
de poids. La prise de poids au bout de 12 jours est doublée par rapport a la croissance des

souris « non polluées ».

2. Travaux de Grova et coll

Dans un travail réalisé par Grova et al., 2005 sous la direction des Professeurs Henri
Schroeder et Claude Muller dans 1’une des équipes de 1’Unité de Recherche: Animal et
Fonctionnalités des Produits Animaux, il a été montré que des rats «intoxiqués» par de fortes
doses de ben[a]pyrene (B[a]P) : 20 ou 200 mg/kg de masse corporelle maigrissaient, alors que
I’administration de doses plus faibles (0,02 ou 0,2 mg//kg de masse corporelle) conduisait a
une prise de poids significative. L’effet « toxique » se traduisait par I’amaigrissement induit
par le dysfonctionnement des fonctions métaboliques. Par contre, I’effet de faibles doses était
plus étrange : 1’absence d’effet aurait traduit 1’action des défenses naturelles de 1’organisme
vis-a-vis de « I’hote » toxique. Par contre la prise de poids significative mérite une attention

particuliere.

3. Observation de Philippe Irigaray

Cette observation confirmait celles de Philippe Irigaray et démontrait que le phénomene de
I’obésité n’existait que par I’administration de petites quantités de polluants suggérant qu’il

procede du schéma de I’action pharmacologique.
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Ces observations antérieures pouvaient suggérer 1'existence d'une autre explication dans
I'apparition de 1'augmentation de la fréquence de 1'obésité qui procederait alors d'un
lien a définir entre 1'environnement et 1'obésité.

L'exploration morphologique des animaux a montré que ces animaux prenaient du poids par

augmentation de leur masse grasse.

4. Faits expérimentaux

Des études faites a ’'URAFPA ont montré les risques de transfert des polluants déposés sur
les matrices environnementales (1’herbe, le sol, les cours d’eau, etc.) vers la chaine

alimentaire (Lutz et al., 2006 ; Grova et al., 2000, 2003 ; Laurent et al., 2002).

4.1. Les travaux de Plant et al., (1985) et de Jimenez (2002)

Les travaux de Plant et al., (1985) et de Jimenez et al., (2002) ont montré une internalisation
des polluants dans la bicouche lipidique de la cellule adipeuse des organismes aquatiques.
Dans les organismes terrestres y compris les végétaux, diverses expériences ont montré que le
B[a]P (benzo[a]pyreéne) présent dans I’environnement pouvait étre fixé par les plantes a la fois
via leurs racines (sol) et leurs feuilles (air). Le passage des racines vers les parties
superficielles des plantes dans le cas d’un sol pollué, et/ou des parties superficielles vers les

racines si I’atmosphere est polluée, a été démontré sur certaines plantes (Edwards, 1983).

Chez I’homme, treés peu d’études ont cherché a identifier les effets toxiques des HAP
administré en aigu; la plupart des données concerne des mélanges d’hydrocarbures

aromatiques polycycliques (Irigaray et al., 2005).

Des études ont été réalisées afin d’observer le comportement des membranes, par définition
amphiphiles, face a un composé fortement lipophile comme le B[a]P et d’autres HAP. En
effet I’accumulation des molécules d’hydrocarbure a comme conséquence le gonflement de la
bicouche lipidique avec également en parallele, une augmentation de la fluidité des
membranes. Cet effet sur I'intégralit¢ de la membrane affecte le fonctionnement de la
membrane et des protéines incorporées a la membrane (Sikkema et al., 1994). La lipophilie
du B[a]P et d’autres molécules, fait que le mécanisme principal de 1’‘‘incorporation’
cellulaire du B[a]P et d’autres hydrocarbures aromatiques polycycliques depuis les

lipoprotéines vers les cellules est un transfert spontané (Plant et al., 1985).

43



4.2. Les travaux de These menée par Philippe Irigaray

Les travaux de These menée par Philippe Irigaray, sur des souris, ont montré qu'un certain
type de polluants le benzo[a] pyréne ou la dioxine, émis par les moteurs de voitures, les
barbecues ou les usines d'incinération, opéraient comme des béta-bloquants sur les cellules
adipeuses. « Le systeme de sortie des acides gras de la cellule est bloqué et les adipocytes ou
cellules adipeuses se multiplient » Luc Méjean, 2006. « La dose de polluants administrée était
100 fois plus faible qu'une dose toxique mais équivalente a une exposition qu'on peut trouver
a 100 metres d'une autoroute », Luc Méjean, 2006. Outre un éventuel facteur d'obésité, ces

molécules béta-bloquantes peuvent expliquer la montée des allergies et de 1'asthme.

4.3. Produits de combustion incompléte

En 1983, une publication avait suggéré un lien entre 1’indice de masse corporelle (IMC) et la
présence de polluants issus de combustions incompletes, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) tels que les benzo[a]pyrene ou la dioxine. Mais les recherches menées
sur ce sujet s’étaient depuis limitées a 1’étude du passage de ces polluants aux végétaux ou
aux animaux jusqu’a leur excrétion dans le lait animal. « Depuis 1999, les chercheurs de
URAFPA ont montré que ces substances pénetrent et quittent la cellule parallelement aux
acides gras. Néanmoins, si I’entrée des HAP se fait proportionnellement a celle des
adipocytes, ces substances exercent un effet négatif sur la sortie des acides gras » Luc

Méjean, 2006.

4.4. Modeles de souris transgéniques pour étudier 1’obésité

Pour obtenir des souris ayant une réceptivité adrénergique a celle de I’homme, un transgene
correspondant au récepteur op-adrénergique humain doit étre introduit chez les souris
dépourvues de récepteurs B3 (Bs— /—) développés par Susulic V., 1995 (laboratoire de B.
Lowell, université de Harvard, Boston).

Cette construction génique particuliere a été€ mise au point, elle comprend le promoteur (aP2)
d’un gene sélectivement exprimé dans le tissu adipeux placé en amont de la séquence du gene
a2C10 codant pour le récepteur a,A-adrénergique humain. La spécificité de ce promoteur
permet ainsi au récepteur apA-adrénergique humain d’étre exprimé uniquement dans le tissu

adipeux de ces souris.
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L’analyse réalisée sur les premieres souris transgéniques montre que les récepteurs o,A-
adrénergiques humains sont présents dans le tissu adipeux et sont fonctionnels. De plus un
régime hyperlipidique entraine chez ces animaux le méme phénotype que pour les souris
exprimant le récepteur apA-adrénergique sous le contréle du promoteur aP2.

Ces observations viennent étayer l’existence d’un lien entre 1’équipement en récepteurs
adrénergiques du tissu adipeux et la nature du régime alimentaire.

Ces modeles de souris transgéniques dont la réceptivité adrénergique du tissu adipeux est
comparable a celle de I’homme, vont nous permettre de mieux comprendre les mécanismes
qui conduisent au développement d’une telle obésité nutritionnelle surtout dans un

environnement pollué.

4.5. Un impact sur certains genes

Par ailleurs, Irigaray et al., 2005 ont procédé a une analyse histologique des adipocytes mis en
contact avec des HAP. L’examen par PCR quantitative des genes exprimés au niveau du tissu
adipeux révele que le benzo[a]pyrene induit une diminution importante de I’expression des
genes codant pour les récepteurs B1 et B3, la protéine kinase A, la lipase hormono-sensible,
les périlipines, le PPARg, la lipoprotéine lipase et I’acyltransférase. L’adipocyte soumis a
cette intoxication par les HAP perd une grande partie de sa capacité a mobiliser les lipides
lorsque les agents polluants agissent par interaction avec un récepteur a sept domaines
transmembranaires. « Il semblerait que les polluants existant sous forme de molécules plates
puissent bloquer les récepteurs membranaires dotés de sept sous-unités c’est-a-dire béta-
adrénergiques et a I’ACTH et modifient ainsi les mouvements lipidiques transmembranaires
des adipocytes sans action directe sur les chaines lipidique » Luc Méjean, (2006). Les axes de
recherche du laboratoire passent maintenant par la confirmation de ces données préliminaires,
par une caractérisation de I’effet des HAP sur d’autres types cellulaires (cellules vasculaires,
bronchiques...) et par la mise en place d’études épidémiologiques, notamment chez les

personnes particulierement exposées aux HAP (vivant a c6té d’une autoroute, d’une usine

d’incinération ou d’usines polluantes).

4.6. Réaction en chaine par polymérase

L’expérience est reproduite avec un résultat identique lorsque 1’activateur de lipolyse est un

activateur des récepteurs béta (B1, B2 et B3).
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Une PCR (Réaction en chaine par polymérase de I'anglais polymerase chain reaction)
quantitative, réalisée sur 16 genes du tissu adipeux et sur neuf genes du tissu musculaire, a
montré une diminution significative d’ARNm pour certaines protéines intervenant dans la
cascade lipolytique au niveau des échantillons de tissu adipeux : c’est la cas des récepteurs
B2 et B3 adrénergiques, de la lipoprotéine lipase et du diacylglycérol acyltransférase. Les
échantillons de muscle traités de la méme facon n’ont permis d’objectiver aucune différence

entre les souris t€émoins et les souris ayant recu du B[a]P (Irigaray P. et al., 2005).

4.7. Effet d’un autre activateur de lipolyse

Par contre rien quand 1’activateur de lipolyse ne passe pas par une activation des récepteurs
béta. C’est le cas de la lipolyse induite par I’ANP (peptide natriurétique de type A), par la
stimulation de NPR-A (son récepteur), qui contient un seul domaine transmembranaire.

4.8. Effet des polluants sur la lipogenese induite par I’insuline et/ou la prise alimentaire

Aucun effet des polluants sur la lipogenese induite par I’insuline et/ou la prise alimentaire.

4.9. Effet sur d’autres HAP

Le phénomene sur la lipolyse peut étre reproduit avec plusieurs HAP mais pas tous....En effet
la lipolyse induite par activation des récepteurs aux peptides natriurétiques n’a pas été affectée
par la présence de polluants.

4.10. Effet d’autres polluants

Le phénomene sur la lipolyse peut étre reproduit avec d’autres polluants : PCB, dioxine,
acrylamide. Les effets démontrés a partir du B[a]P ne sont pas spécifiques des hydrocarbures

polycycliques (HAP) : d’autres polluants présentent le méme effet.

4.11. Lipolyse induite par ’TACTH

Comme dans le cas des récepteurs adrénergiques, la lipolyse induite par I’ACTH (lipolyse qui

met en jeu un autre type de récepteur, le MC2-R) est pertubée par le B[a]P.
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5. But de la theése

Le but de ma These est d’apporter une contribution a I’étude de ce phénomene et non
pas de résoudre les probléemes de 1’obésité. Il s’agit dans un premier temps d'étudier
I'interaction hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)-récepteurs B-
adrénergiques et dans un deuxieme temps leurs actions sur la membrane cytoplasmique
de la cellule adipeuse substituée ici par des membranes modeles (bicouches
phospholipidiques artificielles).

A cet effet, nous avons utilisé deux méthodes d’investigation de I’accumulation des
polluants aromatiques polycycliques (HAP) dans la membrane adipocytaire, en étudiant
cette accumulation dans des membranes modeles. Dans ce but, nous avons utilisé des
vésicules géantes (GUVs) de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). Dans
une premiere méthode, du pyrene (C16Hpg) ou du fluoranthene (C16Hy¢), deux polluants
HAP, ont été incorporés dans la membrane des la fabrication des GUVs : nous avons
testé des concentrations d’une ou deux molécules de polluant pour deux molécules de
phospholipide.

Dans une seconde configuration, nous avons introduit des GUVs de DOPC dans des
solutions de glucose incorporant les polluants a des concentrations micromolaires, et
nous avons mis en évidence une incorporation des polluants dans la membrane.
L’observation quantitative de la fluorescence des vésicules au moyen de la microscopie
optique, nous a permis de calculer les concentrations de polluant dans les membranes
dans cette seconde configuration.

L'accumulation des polluants au niveau des vésicules de phospholipide peut étre
assimilée a 1'accumulation des polluants au niveau de la membrane adipocytaire. Ainsi
la cellule adipeuse peut servir de lieu de stockage aux toxiques liposolubles. Ces derniers
pouvant désorganiser le fonctionnement de la cellule et empécher la libération d'acides

gras et de glycérol.
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Partie 2

Effet sur les récepteurs

A. Les récepteurs adrénergiques (récepteurs membranaires)

Les effets des catécholamines sur leurs cellules cibles impliquent des récepteurs
membranaires : les récepteurs adrénergiques (Castan-Laurell et al., 2002). Il y a deux sortes
de récepteurs adrénergiques : les récepteurs o et B adrénergiques qui sont des structures
moléculaires situées dans différents organes, ayant la propriété de réagir aux médiateurs
chimiques (ou neurotransmetteurs) adrénergiques (dopamine et noradrénaline). Ils sont une
classe de récepteurs couplés aux protéines G (Gilman, 1987 ; Rodbell, 1994 ; Dixon, 1994)
qui sont la cible des catécholamines. Il se lient de préférence a leurs ligands endogenes, les
catécholamines adrénaline et noradrénaline et sont activés par elles.

Le concept de dualité fonctionnelle des récepteurs adrénergiques introduit par Alquist en 1948
est toujours d’actualité car, malgré 1’existence de neuf sous-types de récepteurs adrénergiques
(cing d’entres eux sont présents dans 1’adipocyte). L’action des catécholamines sur
I’adipocyte peut entrainer aussi bien 1’activation que I’inhibition de la lipolyse (hydrolyse des
triglycérides stockés dans la cellule) selon le type de récepteur recruté. En effet, de par leur
action sur les récepteurs B-adrénergiques couplés positivement a I’adenyl cyclase et a la
production d’AMPc, les catécholamines activent la lipase hormonosensible (LHS) et donc la
lipolyse (Langin et al., 2000 ; Arner et al., 1999) alors qu’en stimulant des récepteurs an-
adrénergiques, elles exercent un effet antilipolytique (Castan-Laurell et al., 2002). Les trois
sous-types de récepteurs B-adrénergiques sont capables d’activer la lipolyse (B1, B2, B3)-

La structure et la fonction des récepteurs P-adrénergiques ont été sujets de plusieurs
investigations durant ces 10 dernieres décennies. Fraser (1980- 1981), a suggéré que les
récepteurs B-adrénergiques de tout genre sont proches des protéines sous deux aspects :
régulation hormonale (glucocorticoide) et régulation immunologique, ce qui peut avoir
d’importantes implications dans les maladies humaines.

Dixon et al., (1986) ont révélé la structure et la régulation des récepteurs B-adrénergiques
parmi les especes d’humains, de rongeurs et d’oiseaux.

Par ailleurs, la comparaison des données des séquences des protéines de récepteurs [-

adrénergiques humains avec ceux des récepteurs muscariniques et cholinergiques du cerveau
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de cochon, a démontré un haut degré de ressemblance entre les classes de récepteurs dans le
dictionnaire de pharmacologie.

Des conclusions ont confirmé que les récepteurs adrénergiques, muscariniques et
cholinergiques partagent une significative homologie structurelle et suggerent fortement que
les récepteurs neurotransmetteurs sont peut-&tre a multiples génes appartenant a un commun
gene ancestral .

Dans le souci de connaitre I’organisation génomique des genes des récepteurs f3-
adrénergiques, Dixon et al., (1986), ont projeté d’étudier le génome de I’ADN de leucocyte

humain avec le radioligand du clone CLFV-108.

1. Les récepteurs a-adrénergiques

Les principaux récepteurs adrénergiques sont des protéines a sept domaines membranaires

(Figure 11) (Liitti et al., 2001). Les principaux récepteurs adrénergiques sont les suivants :

1.1. Les récepteurs o,

Agoniste : phenylephrine / antagoniste : prosazine. Sont post synaptiques, leur stimulation
entralne une vasoconstriction, ainsi qu’une pro-agrégation plaquettaire et une contraction

utérine (Basnar et al., 2000).

1.2. Les récepteurs o,

Pré et post synaptiques. Majoritairement situés dans I’encéphale, la stimulation de ces
récepteurs provoque une diminution du tonus du systeme sympathique. Parmi les trois sous-
types de récepteurs op-adrénergiques, seul le sous-type oA est exprimé dans 1’adipocyte
humain (Castan-Laurell et al., 2002). Son efficacité est tres réduite dans les adipocytes de la
plupart des rongeurs alors qu’elle est particuliecrement importante dans 1’adipocyte de
I’homme et des primates. Le niveau d’expression des récepteurs ap-adrénergiques varie selon

la localisation anatomique du tissu adipeux, 1’age et le sexe.

2. Les récepteurs f-adrénergiques

2.1. Les récepteurs fpi-adrénergiques
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Agoniste : isoprenaline / Antagoniste : propanolol. Ils sont situés au niveau du cceur.
L’activation de ces récepteurs adrénergiques B; entralne une activation cardiaque donc la
contraction des fibres myocardiques.

Des études sur ’effet du sexe et du statut d’entrainement sur la densité myocardique des
récepteurs P P, B3-adrénergiques et M, muscariniques chez le rat Wistar ont montré les effets
inotrope et chronotrope positifs des récepteurs -adrénergiques et prédominent nettement sur
ceux des B,-AR (Steinberg S.F., 1999).

La classe de médicament appelée béta-bloquants vont inhiber les récepteurs  entrainant une

diminution de I’excitabilité des fibres cardiaques.

2.2. Les récepteurs p,-adrénergiques

Ils sont situés au niveau des fibres musculaires lisses du poumon et de I'utérus. Ces récepteurs
servent a relaxer les fibres. Au niveau du poumon, ils évitent les spasmes bronchiques

(asthme).

2.3. Les récepteurs fp3-adrénergiques

Les récepteurs ;3 sont, entre autres effets, impliqués dans la sensibilité de la cellule adipeuse
a la lipolyse, ou plus exactement dans sa capacité a stocker les lipides ou au contraire a libérer
leurs réserves de lipides en réponse a certaines hormones (les catécholamines). Il semblerait
que les genes des récepteurs adrénergiques jouent en fait un réle mineur dans 1’obésité
humaine. Le récepteur [s-adrénergique présent dans I’adipocyte de nombreux rongeurs et
petits mammiferes n’est que tres faiblement ou pas exprimé dans 1’adipocyte des primates et
de ’homme (Lafontan et al., 1995).

Les récepteurs Ps-adrénergiques auraient des effets inotropes négatifs et également des effets
lusitropes positifs au moins dans le cceur de rat (Steinberg S.F., 1999).

On peut bloquer ou stimuler les récepteurs a et f3.

3. Role des protéines G :

Les protéines G (leur nom est une abréviation de l'anglais guanine nucléotide binding
proteins) sont des molécules de nature protéique qui permettent le transfert d'informations a
l'intérieur de la cellule. On parle de tranduction de signaux. Ces protéines sont appelées ainsi

car elles utilisent 1'échange de GDP en GTP comme un « interrupteur moléculaire » pour
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déclencher ou inhiber des réactions biochimiques dans la cellule. Alfred G. Gilman et Martin
Rodbell ont obtenu le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1994 pour leur découverte et

leurs travaux sur les protéines G.

Les protéines G sont des intermédiaires de I’activation et de I’inhibition de 1’adénylate
cyclase. De nombreux récepteurs adrénergiques et des récepteurs d’hormones polypeptidiques
induisent la formation d’AMPc comme second messager (médiateur intracellulaire). L’ AMPc
active ou inhibe de nombreuses enzymes ou des cascades enzymatiques, en favorisant leur
phosphorylation et leur déphosphorylation. Lorsqu’un récepteur de ce type fixe 1’hormone
correspondante, il active un complexe membranaire protéique G.GDP, en stimulant 1’échange
GDP/GTP. Le complexe protéique G.GTP qui en résulte active a son tour 1’adénylate cyclase,
mais cette activation est de courte durée car la protéine G hydrolyse le GTP en GDP + Pi a
une vitesse de 2 a3 min.'l, entralnant ainsi le retour a 1’état initial inactif.

Néanmoins ce systeme amplifie le signal hormonal car chaque complexe hormone-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.

Comme ’ont montré Alfred Gilman et Martin Rodbell (1994), les protéines G sont plus
complexes : elles sont formées de trois sous-unités, a, P, y (respectivement de masses
moléculaires égales a 45, 37 et 9 kDa). Plusieurs types de récepteurs hormonaux peuvent
activer la méme protéine G inactive. C’est le cas par exemple, dans les hépatocytes, des
récepteurs de glucagon et des récepteurs P-adrénergiques lors de la fixation de leurs
hormones respectives. La quantité d’AMPc produite est alors la somme de celles induites
séparément par chaque hormone.

Les protéines G peuvent également agir autrement qu’en activant I’adénylate cyclase : elles
peuvent par exemple, stimuler ’ouverture des canaux potassiques dans les cellules
cardiaques et participer au systeme de signalisation faisant intervenir des inositol-phosphates.
Néanmoins, tous les récepteurs connus, dont 1’action met en jeu une protéine G, sont des
protéines a sept hélices transmembranaires comme par exemple le récepteur -adrénergique.
Certains récepteurs hormonaux inhibent 1’adénylate cyclase au lieu de la stimuler. C’est le
cas des récepteurs ap-adrénergiques et des récepteurs a la somatostatine et aux opioides.

Les récepteurs o, (0-AR) et p-adrénergiques (B-AR) sont couplés négativement
respectivement via les protéines Gi et positivement vers les protéines Gs a 1’adénylyl cyclase

et controlent la production d’AMP cyclique. La teneur en AMPc dépend également de
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I’activité de la phosphodiestérase 3B (PDE 3B) qui dégrade I’AMPc en 5°’AMP. L”AMPc
produit active la protéine kinase A, qui a son tour, phosphoryle et stimule la lipase
hormonosensible (LHS) afin de permettre sa translocation au niveau de la gouttelette
lipidique. Les triglycérides (TG) sont alors hydrolysés en di-acylglycérol (DG) et mono-
acylglycérol (MG). Une monoglycéride lipase hydrolyse ensuite les monoglycérides. La
mobilisation des TG de réserve ou lipolyse conduit ainsi a la libération dans le compartiment
sanguin de glycérol et d’acides gras non estérifiés (AGL) (Lafontan et al., 1995 ; Arner et

al.,1999).

Catéchal  Ethylamine Catéchol  Ethylamine

Figure 7 : Structure de base

d'une catécholamine Figure 8 : Structure de la noradrénaline
HO
\ HO,
?H OH
I
HO H—CH2— MH; HO H—CH2— N — CH,
H
Figure 9 : Structure de la dopamine Figure 10 : Structure de 1’adrénaline
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LIITTI ET AL.

I}m FXTRACELLULAR
SURKALE

INTRACELLULAR
LUK FALE

LITTI et al., 2001

Figure 11 : Structure a sept domaines membranaires du récepteur a,C,-adrénergique humain
(séquence d’acides aminés).
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Figure 12 : Schéma des voies enzymatiques mises en jeu dans la lipolyse induite a partir des

récepteurs membranaires a et B-adrénergiques
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B. Désensibilisation des récepteurs adrénergiques

Les récepteurs sont sujets a la désensibilisation. Une des caractéristiques des systeémes de
signalisation biologique est qu’ils s’adaptent a des stimuli de longue durée en réduisant leur
temps de réponse. C’est un phénomene connu sous le nom de désensibilisation. Ces systemes
de signalisation répondent plus a des variations du niveau de stimulation qu’a leurs valeurs

absolues.

1. Mécanisme de désensibilisation

La stimulation répétée et prolongée des récepteurs Pr-adrénergiques par un agoniste peut
induire une baisse progressive de I’intensité de la réponse : c’est la désensibilisation (Voet al.,
1998 ; Pollard et al., 2004). Cette désensibilisation serait liée a 1’inactivation des récepteurs
par des processus complexes de phosphorylation, de découplage et d’internalisation
éventuellement associée a une dégradation endosomale. L’ensemble de ces processus conduit
a une diminution progressive du nombre de récepteurs [-adrénergiques fonctionnels

(Lipworth et al, 2000).

La fixation du ligand induit 1’activation du récepteur ; ce dernier se sépare des protéines
chaperons (HSP 70 et 90 etc.) qui le maintiennent inactif dans le cytoplasme.

La résistance des muscles lisses bronchiques au phénomene de désensibilisation aux effets des
récepteurs Pr-adrénergiques est liée a la présence du nombre de récepteurs de réserve et au
renouvellement rapide des récepteurs ;-adrénergiques par les cellules musculaires.

Dans le cas des récepteurs f-adrénergiques, une exposition continue a 1’adrénaline conduit a
la phosphorylation d’au moins un résidu Ser du récepteur. Cette phosphorylation, catalysée
par une kinase spécifique qui agit sur le complexe hormone-récepteur mais non sur le
récepteur seul, diminue I’influence de 1’hormone sur la protéine G (R.A. Dixon, 1994), du
moins en partie, en réduisant I’affinit¢é de 1’adrénaline pour son récepteur. De plus, les
récepteurs phosphorylés sont captés par endocytose dans des vésicules spécialisées
dépourvues de protéines G et I’adénylate cyclase, atténuant ainsi la réponse cellulaire a
I’adrénaline. Si le niveau de cette derniere diminue, le récepteur est lentement déphosphorylé
par une phosphatase et retourne a la surface cellulaire, restaurant la sensibilité de la cellule

vis-a-vis de I’adrénaline.
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2. Altérations de la réponse lipolytique aux catécholamines

Les modifications physiologiques et pathologiques de la réponse aux catécholamines dans les
adipocytes humains sont récapitulées dans le tableau 7.

Ces résultats ont été obtenus lors d’études in vitro sur adipocytes isolés ou en utilisant la
technique de microdialyse in situ (Langin et al., 1996) et sur des souris transgéniques ayant
une réceptivité adrénergique du tissu adipeux comparable a celle de I’homme (Castan-Laurell
et al., 2002).

Une série d’études conduites au laboratoire en collaboration avec 1’équipe de Vladimir Stich
(Université Charles, Prague) a porté sur les modifications de I’équilibre entre les voies a,- et
B-adrénergiques et leur signification physiopathologique.

L’exercice physique a été utilis€é comme modele d’activation du systetme nerveux
sympathique. Dans un premier temps, les hommes jeunes non obeses ont été soumis a deux
périodes de 60 min d’exercice en aérobie a 50% de la VO, max. L’augmentation des taux
plasmatiques de noradrénaline a été comparable lors de deux périodes alors que
I’augmentation des taux d’adrénaline était 2,5 fois plus élevée lors du second exercice.

Les réponses métaboliques ont ét€ mesurées dans la sonde de microdialyse en présence ou en
absence d’un antagoniste ap-adrénergique, la phentolamine. Les concentrations de glycérol
extra-cellulaire, index de la lipolyse in situ, étaient deux fois plus élevées lors du second
exercice en situation basale. En présence de phentolamine, les concentrations de glycérol
étaient plus élevées lors des deux périodes mais I’augmentation n’était significative que lors
du deuxieme exercice. Ce travail montre que I’activation des récepteurs op-adrénergiques
contribue au contrdle de la lipolyse in vivo (Langin et al., 1999).

Lors d’un deuxieme protocole, les effets d’un exercice de 60 min ont été étudiés chez des
patients obeses et des sujets témoins. Les concentrations plasmatiques de catécholamines ne
différaient pas entre les deux groupes. En situation basale, les concentrations plasmatique et
extra-cellulaire de glycérol étaient plus élevées chez les patients obeses. Durant I’exercice,
I’augmentation de la concentration extra-cellulaire de glycérol était beaucoup plus faible chez
les patients obeses. Une perfusion de phentolamine ne modifiait pas la réponse chez les sujets
témoins mais augmentait fortement la concentration extracellulaire de glycérol chez les sujets
obeses.

Cette étude révele que I’activation physiologique des récepteurs op-adrénergiques durant
I’exercice contribue fortement a I’altération de la réponse lipolytique aux catécholamines dans

le tissu adipeux des patients obeses.
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Ces résultats qui doivent étre confirmés dans d’autres situations physiopathologiques
suggerent qu’une diminution de la réponse [-adrénergique démasque la réponse
antilipolytique a,-adrénergique et peut conduire a une capacité lipolytique altérée (Langin et
al., 1996).

La démonstration d’un rdle des récepteurs o ;-adrénergiques peut avoir des implications chez
les hommes développant de larges quantités de tissu adipeux sous-cutané ou chez les femmes
ayant des dépots adipeux fémoraux importants. La diminution de la capacité lipolytique des
adipocytes hypertrophiés due a une plus forte expression des récepteurs o-adrénergiques peut
étre bénéfique en limitant un exces de libération d’acides gras dans le courant sanguin. Par
ailleurs, on peut émettre I’hypothese que les récepteurs o,-adrénergiques jouent un rdle dans
la résistance a la diminution de la masse de tissu adipeux sous-cutané lors de régimes
hypocaloriques et de programmes d’exercice physique. Dans ces situations, une
administration orale ou locale d’un antagoniste op-adrénergique est une stratégie

thérapeutique envisageable.

C. Mise en évidence de I’accumulation des polluants HAP sur les récepteurs adrénergi-
ques

Le but de I’expérimentation est d’investiguer 1’action directe possible des polluants (HAP) sur
les récepteurs adrénergiques.

A cet effet, des agonistes et des antagonistes spécifiques et non spécifiques ont été utilisés
pour étudier le comportement des récepteurs B3, B2 et B3 face aux polluants (HAP).

Trois séries d’exploration ont été menées :

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériels
1.1.1. Etude in vitro de «binding » des récepteurs B3 en présence de benzo[a]pyréne

Le récepteur utilisé (réf cellules SK-NC d’origine endogene), le ligand (CYP marqué a I’iode
125 dans du propanolol (1uM) et les conditions d’incubation et de détermination sont
identiques a la méthode de Curran et Fahman, 1996. Le « binding » (liaison) spécifique aux
récepteurs est défini comme la différence entre le total binding et le «non spécific binding »

déterminé en présence de benzo[a]pyrene.
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1.1.2. Etude in vitro de I’effet benzo[a]pyreéne sur I’activité des récepteurs p;

Le récepteur utilisé est un recombinant humain (référence HEK -293 cellules) Curran et
Fahman, 1996. La stimulation par 1’isoproterenol (1nM) en incubation (30 min a 22°C) induit
des modifications de concentration en AMPc suivie par une méthode de fluorescence
(méthode HTRF). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la réponse de

I’action de 1’agoniste sur le récepteur.

1.1.3. Etude in vitro de I’effet benzo[a]pyrene sur ’activité des récepteurs f3

Méme protocole que précédemment sauf que le récepteur est le récepteur endogene non
peptidique (réf SK N MC cells) utilisé au 1 : I'isoprotérénol stimulant est a la concentration

de 5 uM ; I’incubation est réalisée a 22°C pendant 10 min seulement.

1.2. Méthodes

Les dosages ont été effectués par la procédure standard a CEREP (Celle L’Escevault, France),
en utilisant des cellules embryonnaires de rein (HEK-293 cellules) pour les récepteurs p1-
adrénergiques humains ayant une affinité avec l'aténolol comme un ligand de référence, ou
des cellules d'ovaire de hamster chinois (CHO cellules) ayant une affinité f2-adrénergiques
humains avec ICI 118551 comme un ligand de référence, ou de cellules SK-N-MC pour les
récepteurs B3-adrénergiques humains ayant une affinité avec cyanopindolol comme un ligand
de référence (Levin et al., 2002, Joseph et al., 2004; Curran et Fishman, 1996). Les analyses
de liaison avec le BaP ont été réalisées a 1'aide de [3H] (-) CGP 12177 a 0,15 nM comme un
agoniste sur les récepteurs adrénergiques 1 radioligand et 2 et en utilisant le [125I] CYP (+
1 uM (-) propranolol) a 0,2 nM comme un antagoniste radioligand sur les récepteurs
adrénergiques B3.

La liaison non spécifique a été déterminée en présence de différentes quantités de ligands non
marqués non-spécifiques, selon le récepteur (tous au-dela): 50 uM d’alprénolol pour les
analyses de liaison sur les récepteurs adrénergiques B1 et 2, ou 1 mM (-) pour les tests de
liaison du propranolol sur les récepteurs adrénergiques 3. Les aliquotes de préparation des
cellules des membranes ont été incubés pendant 60 min a 22 ° C (1), 120 min a 22 ° C (B2)
ou 90 min a 37°C (B3). Apres incubation, les échantillons ont été rapidement filtrés sous vide
a travers un filtre en fibre de verre (Wallac Filtermat A) et rincés 3 fois avec le tampon glacé

en utilisant une TomTec pour la récupération des cellules.
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La liaison radioactive a été mesurée avec un compteur a scintillation (Betaplate, Wallac) en
utilisant un scintillant solide (MeltiLex B / HS, Wallac). Les fortes concentrations testées en
double avec les récepteurs B1 et B2 adrénergiques sont 10% et 10 M.

Les fortes concentrations testés en double avec les récepteurs adrénergiques B3 sont 107'° et
10® M. Dans les expériences sur les récepteurs adrénergiques B1 et B2, la référence respectifs
des composés ont €té testés a huit concentrations en double exemplaire, afin de vérifier que la
concurrence résultant des courbes de liaison étaient conformes aux «courbes historiques» et
celle qui correspond aux valeurs de IC50 ; les coefficients de Hill et Ki-valeurs (voir ci-des-

sous) étaient conformes aux valeurs classiques réalisés au CEREP.

1.2.1. Test de fonctionnalité des récepteurs 1 adrénergiques humains en présence de
benzo[a]pyrene

Le test a été effectué conformément a la procédure standard a CEREP (Celle L'Escevault,
France), en utilisant des cellules humaines embryonnaires de rein (cellules HEK-293) avec les
récepteurs Pl-adrénergiques humains. L'aténolol a été testé a huit concentrations différentes
comme un composé antagoniste de référence en méme temps que le benzo [a] pyrene, afin
d'évaluer la pertinence de dosage (détermination IC50) et les données ont été comparées avec
les valeurs historiques déterminées au CEREP.

En bref, le test a été effectué comme suit: Préparation des cellules : temps d'incubation = 30

min, T°C d'incubation = 22°C.

1.2.2. Détermination de 100% de production d'AMPc en présence de stimulus 1nm
d’isoprotérénol

- Le mélange avec de fortes concentrations d'aténolol pour générer une courbe d'inhibition de
référence (désintégration de 1'AMPc) avec une IC50 et les valeurs ko a comparer avec les
valeurs historiques de CEREP.

- Mélange avec huit concentrations en double exemplaire de benzo[a]pyrene, pour vérifier si
le coté pourrait entrainer une dégradation de la production d'AMPc.

- Mesure du taux d'AMPc par HTRF.

1.2.3. Analyse et expression des résultats

Le ligand de liaison spécifique aux récepteurs est défini comme la différence entre la liaison

totale (sans ligand non marqué) et la liaison non spécifique déterminée en présence d'un exces
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de ligand non marqué. Les résultats sont exprimés en pour cent de contrdle de liaison
spécifique ((mesurée liaison spécifique / de contrdle de liaison spécifique) * 100) et une
inhibition pour cent de contrdle de liaison spécifique (100 - ((mesurée liaison spécifique) /
controle de la liaison spécifique) * 100)) obtenus en présence de benzo (a) pyrene.

En ce qui concerne les analyses de liaison, lorsque cela est possible, les valeurs IC50 (concen-
tration provoquant une inhibition de la demi-maximale de contrdle de liaison spécifique) et les
coefficients de Hill (NH) ont été déterminés par analyse de régression non linéaire de la com-
pétition des courbes générées c’est-a-dire de reproduire les valeurs en utilisant 1’ajustement de
courbe de 1'équation (Y =+ D [(AD) / (1 + (C/C50) * NH)], ou Y = liaison spécifique, D =
minimum de liaison spécifique, A = maximum de liaison spécifique, la concentration C =
composé, C50 = facteur de pente IC50, et NH =). Cette analyse a été effectuée en utilisant un
logiciel développé au CEREP (logiciel Hill) et validé par comparaison avec les données
générées par 1997 par© 4.0 pour Windows (® ®les logiciels commerciaux SigmaPlot SPSS
Inc.) La constante d'inhibition (Ki) ont été calculés en utilisant I'équation Cheng Prussof (Ki =
IC50/ (1 + (L / KD)), ou la concentration de radioligand L = dans le test, et KD = affinité des
radioligands pour le récepteur.

En ce qui concerne le dosage fonctionnel cellulaire sur les récepteurs Bl-adrénergiques
humains, lorsque cela est possible, les valeurs IC50 (concentration provoquant une inhibition
maximale de la demi-agoniste de la réponse spécifique de contrdle) ont également été
déterminée en utilisant 1'équation de Hill. La constante de dissociation apparente (ko) ont été
calculés selon la méthode modifiée Cheng Prussof : 1’équation (KB = IC50 / (1 + A/EC50A)),
ou A = concentration de 1'agoniste de référence dans le dosage, et la valeur EC50A (CES0) =

I'agoniste de référence.

1.3. Résultats et discussion

Le tableau 8 montre la liste des parametres de 1'équation Hill, IC50, ki et NH, obtenus avec
chaque composé de référence sur son récepteur B-adrénergique correspondante. Ces parame-
ont été considérés comme pertinents par rapport aux valeurs observées classiquement au
CEREP, garantissant ainsi que les expériences de liaison qui ont été effectuées dans des
conditions appropriées.

Selon le tableau 9, les analyses de liaison révelent que le benzo[a]pyrene ne lient pas le 1,
B2, B3 adrénergiques, humains. La moyenne (%) de l'activité spécifique de contrdle (n = 2)

reste égal a 100% de I'activité spécifique de controle, quelle que soit le benzo (a) pyrene testé.
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Par conséquent, 1'hypothese selon laquelle 1'inhibition de la lipolyse peut étre due a une
compétition entre le benzo[a]pyrene et B-agonistes, tels que les catécholamines pour lier le -
adrénergiques ne semble pas étre pertinente. Cette observation tend a renforcer 1'hypothese
selon laquelle le benzo[a]pyréne induirait une inhibition de la lypolysis par I'accumulation au
niveau de la bicouche de phospholipides et des changements de conformation de la bicouche
de phospholipides dans les environs des récepteurs transmembranaires a sept qui sont -
adrénergiques. Pour tester cette hypothese, un test fonctionnel a été réalisé sur des récepteurs
B1-adrénergiques humains des cellules HEK-293. Ce test a consisté a mesurer le niveau
d'AMPc produit en présence de benzo diverses [a]pyréne en utilisant I’agoniste de contrdle
isoprotérénol a 1 nM pour générer un contrdle a 100% AMPc production.

Le tableau 10 tend a révéler une 1égere décroissance de production d'AMPc, indépendamment
de la teneur en concentration de benzo[a]pyreéne. Plus de 16 AMPc mesurés, 11 ont été jugés
en dessous de 100%, 3 égal a 100% et 2 ci-dessus 100% de la production d'AMPc controle
réalisés sans le benzo[a]pyrene. Ces résultats sont en conformité avec une perturbation du bon
fonctionnement de la Pl-adrénergiques en présence de benzo[a]pyréne, en raison de
benzo[a]pyréne induit des changements conformationnels de la bicouche de phospholipides
dans les environs du récepteur.

Cette derniere observation a motivé une enquéte fine de la bioaccumulation des HAP au

niveau des bicouches phopholipidiques.

Tableau 8 : Parametres de 1'équation de Hill obtenus avec chaque composé de référence sur

son récepteur adrénergique P correspondant (données validées par CEREP).

Récepteurs Composés de
o | ICs (M) Ki (M) ny
adrénergiques | reference testés
B1 Atenolol 5.9E-07 4.3E-07 1.1
B2 ICI 118551 1.4E-09 6.1E-10 14
B3 Cyanopindolol 2.2E-08 1.6E-08 0.5

Selon le tableau 8, les analyses de liaison révelent que le benzo[a]pyréne ne lient pas le Bl1,
B2, B3 adrénergiques humains. Le pourcentage (%) en moyenne de l'activité spécifique de
controle (n = 2) reste égal a 100% de l'activité spécifique de controle, quelle que soit le benzo
(a) pyrene testé. Par conséquent, I'hypothese selon laquelle 1'inhibition de la lipolyse peut €tre

due a une compétition entre le benzo[a]pyrene et B-agonistes, tels que les catécholamines pour
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lier le B-adrénergiques ne semble pas étre pertinente. Cette observation tend a renforcer
I'hypothese selon laquelle le benzo[a]pyrene induirait une inhibition de la lipolyse par l'ac-
cumulation au niveau de la bicouche de phospholipides et des changements de confor-mation
de la bicouche de phospholipides dans les environs des récepteurs transmembranaires a sept
qui sont B- adrénergiques. Pour tester cette hypothese, un test fonctionnel a été réalisé sur
cellules HEK-293 avec I'homme PB1l-adrénergiques. Ce test a consisté a mesurer le niveau
d'AMPc produit en présence de diverses concentrations de benzo[a]pyrene en utilisant
isoprotérénol a 1 nM comme agoniste de controle pour générer un controle a 100% de
production d’AMPc.

Le tableau 10 tend a révéler une légere décroissance de production d'AMPc,
indépendamment de la teneur de la concentration en benzo[a]pyrene. Plus de 16 AMPc
mesurés, 11 ont été€ jugés en dessous de 100%, 3 égal a 100% et 2 ci-dessus 100% de la
production d'’AMPc. Controle réalisé sans le benzo[a]pyrene. Ces résultats sont en conformité
avec une perturbation du bon fonctionnement de la Pl-adrénergiques en présence de
benzo[a]pyrene, en raison que le benzo[a]pyrene induit des changements conformationnels
de la bicouche de phospholipides dans les environs du récepteur.

Cette derniere observation a motivé une enquéte fine de la bioaccumulation des HAP au

niveau des bicouches phopholipidiques.

Tableau 9 : Pourcentage (%) moyen de contrdle de liaison spécifique et (%) d'inhibition de

contrOle contraignant réalisé en présence de benzo (a) pyrene (n = 2).

Moyenne (%) Moyenne (%) de Liaison du benzo-
Type de Concentration de
Récepteurs de controle de controle (a)pyrene au ré-
i radioligand benzo(a)pyrene ) 3
adrénergiques liaison spécifi- d’inhibition cepteur adréner-
(test) testée (M)
que spécifique gique
p1 Agonist 1.0E-08 99.5+2.8 0.5+2.8 Non
p1 Agonist 1.0E-05 98.6+4.6 1.4+4.6 Non
B2 Agonist 1.0E-08 101.1+8.6 -1.148.6 Non
B2 Agonist 1.0E-05 96.4+5.9 3.4+5.9 Non
B3 Antagonist 1.0E-10 122.4+4.9 -22.0+4.9 Non
B3 Antagonist 1.0E-08 114.4+10.1 -14+10.1 Non
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Tableau 10 : Test de fonctionnalité du récepteur 1 en présence de benzo[a]pyréne comme

antagoniste potentiel

Réponse agoniste
Concentration (M) .
(% par rapport a
de benzo(a)pyrene
. la mesure de
testée
controle)
1.0E-10 99.8+0.0
1.0E-09 89.5+0.7
1.0E-08 92.2+0.0
3.0E-08 100£0.0
1.0E-07 96.5+4.9
1.0E-06 104.9+21.2
3.0E-06 94.7+3.5
1.0E-05 99.8+2.1

Le contrdle de liaison spécifique a été déterminée a l'aide de I’alprénolol (50 uM) pour les
deux récepteurs B1 et f2-adrénergiques et de 1'utilisation de (-) propanolol (1mM).
Isoprotérénol a 1 nM a été utilisé comme un agoniste de contrle pour générer un contrdle a

100% de production AMPc.

2. Conclusion

Par rapport a ’hypothese de départ, les résultats exprimés dans cette note apportent la preuve
que l’effet des polluants sur les mécanismes lipolytiques ne doit pas étre recherché sur
I’action directe du polluant sur la réactivité du récepteur par rapport a son ligand.

Il reste une autre hypothese a tester par le travail Jimenez et al., 2002.

L’accumulation des polluants de type hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) est
généralement recherchée dans la vésicule lipidique, eu égard a la lipophilie de ces substances
aromatiques. Pourtant, travaillant avec des méthodes de microscopie de fluorescence, Jimenez
a montré que ces polluants pouvaient étre retrouvés dans la membrane de ’adipocyte et en
particulier dans la bicouche phospholipidique de cette membrane : il s’en suit une perturbation
de I’environnement de cette membrane. Nous pouvons postuler que 1’'une de ces perturbations
touche la partie transmembranaire du récepteur, modifiant ainsi son activité.

Comme indiqués sur les tableaux 9 et 10, ’addition de BaP a des concentrations de 109 et de
10® M ne provoque aucune inhibition de «binding » (liaison) de controle. Le BaP ne semble

pas se fixer directement au récepteur adrénergique.
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De méme comme cela apparait a I’évidence sur le tableau 10, la présence dans le milieu du
BaP ne semble pas perturber dans les conditions opératoires utilisées, le fonctionnement
biologique du récepteur vis-a-vis de son agoniste : un résultat identique a été obtenu aussi
bien pour le récepteur B; que pour le récepteur B3, c’est-a-dire pour le récepteur de

I’adrénaline que pour celui d’un agoniste tel que BRL37344.
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Partie 3

Effet membranaire

A. La membrane biologique

1. Structure et composition de la membrane biologique

En biologie cellulaire, la membrane désigne un assemblage de molécules en un double feuillet
séparant la cellule de son environnement et délimitant les organelles a l'intérieur de celle-ci
(Berkaloff et al., 1977 ; Alberts et al., 1989 ; Bretscher et al., 1985 ; Maillet 1992 ; Maillet,
2002). La membrane est un ensemble complexe de lipides, de protéines et de sucres (Figure
X) régulant les échanges de matiere entre l'intérieur et 1'extérieur de la cellule ou entre deux
compartiments cellulaires par des transporteurs, bourgeonnement de vésicules, phagocytose,
etc. Les composants-clé de la membrane biologique sont les phospholipides (Azerad et al.,
1974 ; Chapman et al., 1982 ; Marsh et al. 1983). Ils ont la capacité de s'auto-organiser en un
double feuillet, leurs tétes hydrophiles pointant vers l'extérieur et leurs chaines hydrophobdes
pointant vers l'intérieur (Voet et al., 1998).

Les protéines membranaires assurent les processus dynamiques li€s aux membranes et on ne
trouve donc de protéines spécifiques que dans des membranes spéciales (Maillet, 1992). Les
rapports protéine/lipides des membranes varient considérablement selon la fonction
membranaire, bien que la plupart des membranes aient au moins 50% de protéines (Maillet,
1992 ; Maillet, 2002 ; Pollard et al., 2004).

Une membrane est composée d'une bicouche de lipides (des phospholipides dans la plupart
des cas) (Figures 14), chaque lipide ayant sa téte hydrophile (phosphates chargés
négativement) orientée vers I’extérieur de la membrane et sa queue hydrophobe (chaine
grasse) orientée vers l'intérieur (Dawidowicz et al., 1987 ; Lemmon et al., 1987 ; Cowan,
1993). Son épaisseur est d'environ 7.5 nm. La membrane cytoplasmique est qualifiée de
"dynamique" de par son constant renouvellement (Singer et al., 1972 ; Schechter, 1984 ;

1993).
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Figure 13 : Structure de la protéine G

Figure 14 : La membrane des cellules est formée d'une double couche de phospholipides. On
y retrouve aussi des protéines et des polysaccharides (Maillet, 1992 ; Voet et al., 1998 ;
Pollard, 2004).
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2. Membrane et phase de la matiere

La membrane peut adopter différents états en fonction de la température et de la pression. Par
exemple, une membrane de phospholipides purs forme une phase liquide-cristalline a 20°C et
1 bar de pression tandis qu'a -20°C elle forme plutdt une phase gel. Les mouvements latéraux
sont tres faciles mais les mouvements (flip-flop) d'un coté a l'autre sont rares (Schechter

1984 ; 1993 ; Maillet, 1992 ; Doolittle 1998 ; Kuman et al., 1998).

3. Membrane et tension de surface

Globalement, la tension superficielle d'une membrane biologique est nulle. En revanche, cette
tension peut €tre localement non nulle (Schechter, 1984 ). D'une part, les tétes polaires des
lipides, peu fluides, ont tendance a se compacter en créant localement un pic négatif de
tension. D'autre part, les queues hydrophobes, tres fluides, ont tendance a occuper beaucoup
d'espace, créant localement un pic de tension positif. Les pics de tension positif et négatif

s'équilibrant, la tension superficielle globale reste nulle (Pollard et al., 2000).

4. Propriétés des membranes

4.1. Perméabilité membranaire

En premier lieu, les membranes biologiques consituent une barriere sélective entre 1'intérieur
et l'extérieur d'une cellule ou d'un compartiment cellulaire (organite). Elles présentent donc la
propriété de perméabilité sélective, qui permet de contrdler l'entrée et la sortie des différentes
molécules et ions entre le milieu extérieur et celui intérieur (Voet et al., 1998). Cela permet a
chaque organite cellulaire, mais également a la cellule tout entiere d'avoir une composition

propre différente de celle extérieure (Chapmam et al., 1982 ; Maillet, 2002).

En elles-mémes, les membranes ne sont perméables qu'aux petites molécules hydrophobes
(O, Ny, glycérol, etc.), par diffusion simple. Mais elles servent de support a de nombreuses
protéines transmembranaires ayant pour role de réguler les échanges transmembranaires (ex :
canaux ioniques) pour les transferts d'ions, aquaporines pour le transfert d'eau par osmose,
etc.). Il est possible de distinguer différents types de transfert de petites molécules (masses
moléculaires inférieures a environ 500-700 unités de masse atomique a travers la membrane

(Berg, et al., 1985).
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Figure 16 : Canal ionique : Reconstitution tridimensionnelle par ordinateur de 1’aspect des
jonctions communicantes (image de synthese) (Wikipedia, 2006).
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Figure 17 : Structure chimique d’un phospholipide

Groupement

hosphate
Hydrophile phosp

Glycérol ——»

Hydrophobe

Acides gras

Figure 18 : Schéma d’un phospholipide
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4.2. Le transport passif : transport de composés sans consommation d'énergie (le long du

gradient électrochimique). Il existe 2 sortes de transport passif :
o la diffusion simple : diffusion de composés directement a travers la bicouche
lipidique
o la diffusion facilitée : transport de composés a travers la bicouche lipidique

grace a une protéine de transport

4.3. Le transport actif : transport de composés a travers la bicouche lipidique grace a une

protéine de transport et une consommation d'énergie sous forme d'ATP (contre le gradient

électrochimique).

Le transport a travers les membranes de molécules plus grosses se fait par endocytose (vers
l'intérieur) et exocytose (vers l'extérieur) (Kaback, 1992 ; Kramer, 1994).

Plus généralement, la membrane sert de barriere sélective a 1'information biologique. Cette
information prend la forme d'une hormone, d'un sucre, d'une protéine, etc. Elle est captée par
des récepteurs membranaires, des protéines capables de reconnaitre spécifiquement un
composé. Cette reconnaissance enclenche un mécanisme de signalisation cellulaire

aboutissant a une réaction de la cellule face au signal qu'elle a recu (Pollard et al., 2004).

4.4. Capacité a se sceller

Les membranes ont la capacité de fusionner et de se séparer. Ce mécanisme est prépondérant

dans les phénomenes d'exocytose et d'endocytose (Maillet et al., 2002).

5. Canal ionique

Un canal ionique est une catégorie de protéines membranaires perméables a un ou plusieurs
ions (Agre et al., 1998 ; Catterall, 1994 ; Cooper et al.,1999). 1l existe de nombreux types de
canaux ioniques. Ils peuvent étre sélectivement perméables a un ion tel que le sodium (Na),
le calcium (Ca), le potassium (K) ou le chlore (Cl), ou bien a plusieurs ions a la fois. De fagcon
générale, un canal est sélectivement perméable a une espece ionique. Les canaux ioniques
(Figure 16) sont présents dans la membrane de toutes les cellules. Ils ont en particulier un role
central dans la physiologie des cellules excitables comme les neurones (Dutzler et al., 2002) .
Les canaux facilitent la diffusion, dans le sens ot ils n'influent pas sur le sens de passage des
ions, uniquement dicté par la différence de potentiel électrochimique de 1'ion considéré

(somme de la différence de concentration et du champ électrique). Un canal ne peut pas
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transporter un ion contre ce gradient. Ce role est tenu par des pompes membranaires, comme
la pompe sodium/potassium (Voet et al., 1998), qui doivent utiliser de 1'énergie a cette fin
(Pollard, 2004).
On distingue plusieurs types de canaux ioniques selon le stimulus gouvernant leur ouverture.
Deux groupes sont majoritaires :
¢ voltage-dépendants ou tensiodépendant : leur ouverture dépend de la modification de
la polarité membranaire (ex : canaux a sodium mis en jeux pour la propagation d'un
potentiel d’action) (Amstrong et al., 1998).
¢ chimio-dépendant : il s'agit de la classe des récepteurs ionotropes, dont les membres
s'ouvrent en présence d'un ligand. Ces canaux participent a la construction de la
synapse chimique.
Il existe des canaux activés par d'autres stimuli, tels que le froid, la chaleur, I'étirement de la
membrane, le volume cellulaire etc.
Enfin, il faut signaler 1'existence d'une classe particuliere de canaux ioniques : les connexines
des jonctions communicantes. Ces canaux font communiquer une cellule avec une autre, alors
que les canaux ioniques classiques font communiquer la cellule avec son extérieur (Catterall

et al.,1994 ; Pollard, 2004) .

5.1. Propriétés des canaux ioniques

Les canaux constituent la famille de molécules de transporteurs transmembranaires la plus
représentée dans la cellule. Le principe est simple, quand le canal est fermé, il est totalement
étanche, quand il est ouvert, sa molécule spécifique le traverse selon son gradient
électrochimique (Schechter, 1984 ; 1993 ; Maillet et al., 2002). Si ce gradient s'annule, le
mouvement transmembranaire s'arréte, s'il s'inverse le mouvement s'inverse également. Les
canaux ne peuvent en aucun cas effectuer des transports contre le gradient électrochimique et
sont donc responsables de la diffusion facilitée. Ils ne font qu'accélérer un mouvement qui se
produirait en leur absence mais a une vitesse beaucoup trop lente (Stein, 1981).

Les canaux sont tres sélectifs de la molécule qui les traverse, bien que cette sélectivité soit
variable selon la famille de canal. Le moins sélectif, comme le canal nicotinique impliqué
dans la stimulation de la contraction musculaire, laisse passer tous les ions positifs
monovalents. A l'autre bout de la chaine, certains canaux, les plus nombreux, ne laissent
passer qu'un seul ion ou molécule : calcium, sodium, chlore, eau (Aquaporines) (Agre, 1998 ;

Maillet, 2002 ; Pollard, 2004).
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Toutefois, ce qui fait la grande diversité des canaux n'est pas tant les molécules qui les
traversent que leurs modalités d'ouverture. Certains sont ouverts en permanence. D'autres
s'ouvrent sous l'action d'une molécule ou d'un ion. D'autres, enfin, s'ouvrent sous une action
mécanique, une variation de potentiel, une variation de température. La durée d'ouverture
aussi varie. Les canaux peuvent rester ouvert tant que le stimulus est présent, d'autres se
referment apres quelques millisecondes et sont parfois suivis d'une période réfractaire pendant
laquelle une nouvelle stimulation n'ouvrira pas le canal. Les canaux sont alors dit

désensibilisés.

5.2. Roles physiologiques

Les canaux sont impliqués dans de nombreux phénomenes cellulaires. Ils sont responsables
d'une propriété universelle aux membranes cellulaires: I'existence d'un potentiel
transmembranaire. Ils ne sont en général pas responsables de la régulation de la composition
cellulaire. Ils participent aussi au phénomene d'excitabilité cellulaire. Les dépolarisations et
mouvements ioniques qu'ils provoquent assurent des phénomenes tels que l'initiation et la
propagation du potentiel d’action, la contraction cellulaire, la sensibilité de certains récepteurs
sensoriels, mais aussi la sensibilité aux hormones et aux neurotransmetteurs. Ces rdles variés
sont le résultat d'un nombre élevé de types de canaux. Pour le calcium, par exemple, il n'existe
en effet pas un seul canal dans l'organisme, mais plus d'une dizaine se différenciant par leur
mode d'ouverture, leur durée d'ouverture et leur régulation, et c'est le cas de tous les canaux.
De fait, le blocage des canaux peut avoir des conséquences tres graves pour l'organisme, et les

toxines les plus mortelles agissent en général sur eux (Voet et al., 1998 ; Cooper et al., 1999).

5.3. Diversités moléculaires des canaux ioniques

Plusieurs familles de protéines, elles-mémes codés par plusieurs familles de genes, sont
capables de former des canaux ioniques. Elles sont toutes caractérisées par plusieurs segments
transmembranaires qui s'organisent en pore (North, 1996 ; Sukharev, 1997).

» Les protéines de la superfamille des canaux potassiques se composent de quatre domaines
ou sous-unités de six segments transmembranaires (Figure 16). Chaque domaine possede
de surcroit une région P, qui participe a la formation du pore. Le quatrieme segment
transmembranaire est responsable de la sensibilité au potentiel de membrane. Des
domaines aux extrémités C-terminal ou N-terminal permettent la liaison et la modulation

du canal par des composés intracellulaires.
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5.4. Biophysique des canaux ioniques

Les canaux ioniques sont des protéines intégrales de membrane permettant le passage d’ions,

molécules et atomes chargés, a travers la bicouche lipidique, laquelle est strictement

imperméable aux molécules chargées. L’espece diffuse selon son gradient électrochimique.

Autrement dit, les canaux sont une voie de passage passive. Ce passage d’ion constitue par

définition un courant électrique. En placant deux électrodes de part et d’autre de la membrane,

il est possible de suivre tres précisément le passage des ions par la mesure du courant

électrique associé. La vitesse de passage des ions est trés élevée, de 1’ordre de 107 a 10% jons

par secondes (Voet et al., 1998).

Les canaux ioniques présentent deux propriétés biophysiques fondamentales :

» llIs sont sélectifs. Seule une espece ionique en général est perméable a travers le pore
aqueux traversant la bicouche lipidique.

» llIs sont perméables selon la loi du fout ou rien car ils n’existent que sous deux états,
ouvert ou fermé, quel que soit le stimulus d’ouverture. Cette propriété aura d’importantes

conséquences lors de la description cinétique des canaux.

6. Tranduction du signal

Les mécanismes d’ouverture du canal sont divers. Chaque mécanisme possede ses propres
caractéristiques, mais tous ont ceci en commun que le signal doit étre, d’'une maniere ou d’une
autre, couplé a la porte.

Notez que la pompe Na'/K*-ATPase est décrite depuis récemment comme un canal a deux
portes s’opposant au passage ionique. Peut-étre en est il ainsi de tous les transporteurs ? Les
canaux n’ayant eux qu’une seule porte. Notons toutefois I’existence de désensibilisation

pouvant faire intervenir une porte supplémentaire et distincte (Maillet, 2002 ; Pollard, 2004).

6.1. Stimulus d’ouvertures

» canaux activés pour certaines valeurs du voltage transmembranaire (canal
tensiodépendant)
» liaison d’un ligand extracellulaire (récepteur ionotrope)
1. canaux activés par le volume cellulaire
2. canaux activés par la tension ou le degré d’étirement de membrane
» messager secondaire extracellulaire

1. calcium
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2. AMPc
3. GMPc

6.2. Messager secondaire

Les messagers secondaires, ou seconds messagers sont des molécules permettant la
transduction d’un signal provenant de I’extérieur d’une cellule, vers I’intérieur ou la surface
de celle-ci. Généralement un ligand (une hormone) se lie a un récepteur membranaire. Cette
liaison est a I’origine de la libération d’un messager secondaire dans le cytoplasme, ou dans la
membrane plasmique selon 1’affinité chimique (hydrophile/hydrophobe) de celui-ci. Ce
messager secondaire peut entrainer une cascade de réactions (ce qui amplifie le signal)
débouchant sur une réponse cellulaire (transcription de geéne-cible, libération du contenu de

vésicules d’exocytose, etc.) (Berridge et al., 1998 ; Voet et al., 1998)

6.2.1. Définition de second messager

Le second messager doit présenter un certain nombre de propriétés pour €tre considéré
comme tel :
1. 11 doit présenter une élévation temporaire de sa concentration due a la présence du
premier messager (le ligand)
2. 11 doit précéder I’effet biologique
3. On doit pouvoir reproduire 1’action du premier messager en augmentant
expérimentalement la concentration du second messager

Les relais les deux messagers se fait via une protéine G.

6.2.2. Voies faisant intervenir I’AMPc (Adénosine Monophosphate Cyclique)

L’AMPc ou second messager, est le médiateur d’une grande variété de réponses cellulaires
par activation de la Protéine Kinase A (PKA) qui modifient I’activité de nombreuses protéines

cellulaires par phosphorylation (Langin et al., 2000).
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Figure 19 : Dispositif pour réaliser les monocouches de Langmuir.
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6.2.2.1. L’action du glucagon

>

YV V. V V V

Il y a fixation du glucagon ou d’adrénaline sur le récepteur spécifique de la cellule
hépatique (Voet et al., 1998 ; Whitehead et al., 2000 ; Stock et al., 2000)

L’occupation du récepteur favorise le remplacement d’'un GDP 1i€ a la protéine G (ici G
stimulatrice Gs) du GDP par un GTP activant ainsi Gs

La sous unité alpha liée au GTP se déplace vers 1’adénylate cyclase (AC) et I’active
L’adénylate cyclase (AC) catalyse la formation de I’AMPc a partir d’ATP

L’ AMPc active la protéine kinase AMPc dépendante (PKA)

Les PKA activent a leur tour des phosphorylases kinases

Celles-ci vont elles méme activer des Glycogenes phosphorylases kinases qui réduisent le
glycogene en glucose-1-phosphate

La phosphodiestérase de I’ AMPc dégrade I’ AMPc, arrétant I’activation de la PKA

6.2.2.2. Différentes actions des protéines kinases A (PKA)

Y V VYV V

Assemblage, désassemblage des microtubules du cytoplasme

Synthese protéique dans le réticulum endoplasmique granuleux (REG)

Synthese d’ADN, d’ ARN, différenciation dans le noyau

Active des glycogenes synthétases : production de glycogenes

Active des triglycérides lipases : production de lipides (Maillet, 2002 ; Pollard et al.,
2004).

6.2.2.3. Cas du récepteur p-adrénergique des cellules du tissu nodal du cceur

La (nor)adrénaline se fixe sur le récepteur B-adrénergique (Pollard et al., 2004)

Il y a clivage d’une protéine G qui active une adénylate cyclase (AC)

Ceci entraine une augmentation de la concentration en AMPc qui se fixe sur un canal a
Na* et Ca®*

Ceci provoque I’ouverture du canal, entrainant la dépolarisation de la membrane de la
cellule nodale avec pour conséquence 1’accélération du rythme cardiaque (Wikipedia,

2005).
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Eau

Figure 20 : Monocouche phospholipidique

Figure 21 : Double couche de molécules phospholipidiques

Figure 22 : Liposome formé par les phospholipides (Hammond et al., 1999)
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Figure 24 : Principe de formation d'une micelle
(La couleur bleue symbolise I'eau)

goutte
dhuile

o

Figure 25 : Micelles de mayonnaise

\molécule
tensio active
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3. Voie des phosphatidyl-inositols

» L’hormone se lie au récepteur spécifique (par exemple le récepteur o,-adrénergique)
(Voet, 1998 ; Pollard, 2004)

» L’occupation du site provoque un échange GDP-GTP sur une protéine G

» Laprotéine G liée au GTP se déplace vers la phospholipase C (PLC), s’y lie et I’active

» La PLC attisée scinde le PIP, (phosphatidyl-inositol-4-5 biphosphate) en IP; (inositol-
triphosphate) et DAG (diacylglycérol)

» 1Ps se lie a un récepteur spécifique sur le réticulum endoplasmique (RE) libérant les ions
Ca”* prisonniers dans le RE

> Le DAG et les ions Ca’" activent la protéine kinase C (PKC)

> Le Ca®" active la calmoduline

» Les PKC activées provoquent la phosphorylation de protéines cellulaires ce qui est

responsable de la réponse cellulaire (Jones et al., 1989 ; Maillet, 2002 ; Pollard, 2004)

B. La membrane artificielle

Une grande partie des connaissances au niveau des membranes a été obtenue a partir de
modeles membranaires biomimétiques varié€s allant des systémes vésiculaires aux bicouches
lipidiques (Mc Connell et al., 1986). Ces derniers modeles devaient, de part leur robustesse,
permettre 1’utilisation de techniques sophistiquées pour des études structurales et dynamiques
permettant ainsi de mieux comprendre les interactions protéines-lipides ou encore les
fonctions membranaires (Knoll et al., 2000). Une des stratégies consiste a ancrer la bicouche
lipidique sur un lit continu ou discontinu de polymere (Sackman et al., 1996 ; Richter et al.,
2003). Parmi les autres stratégies de reconstitutions possibles, la structure biomimétique
développée dans certaines études, est fondée sur la formation de bicouches lipidiques
décollées du support a I’intérieur d’un oxyde d’aluminium nanoporeux. Ce type de structure
crée un compartiment entre le support et la bicouche de facon a faciliter I'insertion de
protéines transmembranaires. Cette structure biomimétique est développée dans le but
d’étudier les activités catalytiques des protéines de la chaine respiratoire. En effet, la
géométrie et la grande surface de bicouche du systeéme peuvent étre vues comme un modele

simplifié des membranes internes des chloroplastes ou des mitochondries.

1. Les phospholipides (ou phosphoglycérolipides)
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Les composants-clé de la membrane biologique sont les phospholipides. Ils ont la capacité de
s'auto-organiser en un double feuillet, leurs tétes hydrophiles pointant vers I'extérieur et leurs
chaines hydrophobes pointant vers l'intérieur (Ratner et al., 1987) .

Les phospholipides ressemblent aux triglycérides. Ils sont formés d'un glycérol 1ié a deux
acides gras et a un groupement phosphate (Figures 17 ; 18). Les phospholipides different les
uns des autres par la sorte d'acides gras rattachés au glycérol. Généralement, un des deux
acides gras est saturé et l'autre ne l'est pas. Ils different aussi par différents groupements
chimiques qui peuvent se rattacher au groupement phosphate. Un phospholipide est une
molécule tensioactive (se dit d’une substance qui modifie la tension superficielle du liquide

dans lequel elle est dissoute) qui entre dans la composition des membranes cellulaires.

1.1. Comportement face a I’eau

La portion glycérol et phosphate de 1a molécule est dite hydrophile (qui aime ['eau) alors que
les acides gras sont hydrophobe (qui n'aime pas l'eau). La partie hydrophile est soluble dans
lI'eau alors que la partie hydrophobe ne 1'est pas (elle est soluble dans les lipides) (Ratner, et
al., 1987).

1.2. Formation d’une couche monomoléculaire

Placées dans de 1'eau, les molécules de phospholipides ont tendance a former une couche
monomoléculaire (une molécule d'épaisseur) ou seules les portions hydrophiles sont en
contact avec l'eau (Figure 20). Si on "force" les phospholipides a se mélanger a l'eau, ils
forment alors une double couche moléculaire : les acides gras hydrophobes se font face (ils
ont plus d'affinité entre eux qu'avec les molécules d'eau) alors que les portions hydrophiles
demeurent en contact avec 1'eau) (Decher et al., 1992). Il se forme ainsi une membrane de

I’épaisseur des deux couches de molécules (Figures 14 et 21).

1.3. Formation d’une double couche de phospholipides

La membrane des cellules est formée d'une double couche de phospholipides. On y retrouve
aussi des protéines et des polysaccharides (Figure 14 et 21).

La portion hydrophile de la molécule a plus d'affinité avec 1'eau qu'avec les acides gras. Les
acides gras hydrophobes ont plus d'affinité entre eux ou avec des lipides qu'avec l'eau. Les

phospholipides dans I'eau ont donc tendance a former une double couche moléculaire.

1.4. Formation de liposomes
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Mélangés a de 1'eau, les phospholipides peuvent former de petites spheéres microscopiques
appelées liposomes (Bangham et al., 1965). Chaque liposome est une petite sphere creuse
délimitée par une double couche de phospholipides (Figure 22). Les phospholipides peuvent
aussi former une simple couche enrobant de petites gouttelettes de lipides. Ces structures,
appelées micelles, permettent aux lipides de demeurer en suspension dans l'eau. La portion
hydrophobe des phospholipides est liée au gras alors que la portion hydrophile, dirigée vers

I'extérieur, se lie a I'eau ce qui rend I'ensemble soluble dans I'eau (Figure 23 et 24).

1.5. Lipoprotéine de faible densité (LDL)

Les LDL sont de petites spheres graisseuses permettant le transport du cholestérol dans le
sang. Elles sont constituées de cholestérol enrobé d'une couche de phospholipides. De tels
assemblages de lipides sont appelés micelles. Sur cette image, les phospholipides sont en vert
et le cholestérol en orange. Le c6té hydrophile des phospholipides est dirigé vers 1'extérieur
(ce qui permet a la micelle d'étre soluble dans 1'eau) alors que le c6té hydrophobe est du coté
du cholestérol. La portion jaune est une protéine qui permet a la micelle de se fusionner a une
cellule. Les LDL contiennent aussi des triglycérides et des acides gras mélangés au

cholestérol.

1.6. Formation de micelles ou des bicouches

Les phospholipides peuvent former des micelles ou des bicouches (Figures 24 ; 25).
L'illustration montre une coupe médiane dans un modele de micelle. La construction de la
micelle fait appel a deux forces opposées :

- une force d'attraction de type '"hydrophobe' entre les chaines aliphatiques des acides
gras (Schwinte et al., 1981).

- une force de répulsion de type électrostatique entre les té€tes hydrophiles hydratées, qui se
disposent a l'extérieur de ce volume et assurent l'interface avec l'eau.

Donnons ici I’exemple de la mayonnaise qui est formée de micelles en suspension dans I'eau.

(Figure 25).

1.7. L'effet hydrophobe

Une molécule amphiphile placée dans l'eau en perturbe l'organisation tridimensionnelle et
introduit un certain déséquilibre dans I'organisation du solvant. Il se produit alors deux

phénomenes distincts :
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* une partie de la molécule est polaire, et les interactions qu'elle établit avec 1'eau (liaisons
H et/ou hydratation d'ions) concourent a un nouvel équilibre (cette partie est dissoute dans
I'eau),

* l'autre partie de la molécule est hydrophobe, et aucune nouvelle interaction avec l'eau ne

permet de stabiliser le systeme.

L'eau forme alors une cage de solvatation autour de cette autre partie. Une énergie potentielle
est créée, d'autant plus grande que la surface de la cage est importante. Il en résulte une force
qui tend a regrouper les structures hydrophobes dans une méme région pour en minimiser la
surface. C'est exactement ce qui se passe lorsqu'une suspension de gouttelettes d'huile dans
l'eau (émulsion) est laissée a reposer. Les gouttelettes se déplacent spontanément (ce qui
démontre bien qu'une force est en action), se regroupent progressivement (coalescence) de
maniere a ne plus former au bout d'un moment qu'une seule masse d'huile flottant a la surface
de l'eau (phénomene de démixtion). C'est ce qu'on appelle 1'effet hydrophobe. Finalement, la
cage de solvatation est réduite a l'interface entre les deux fluides, qui est la plus petite surface

de contact possible.

1.8. Les interactions hydrophobes

Dans I'eau, l'effet hydrophobe regroupe les structures hydrophobes et les maintient en contact.
Ce contact est entretenu par des interactions plus ou moins durables entre les noyaux (+) et les
électrons (-) d'atomes voisins. Parmi d'autres types d'interactions, les contacts de Van der
Waals se reconnaissent facilement sur les modeles moléculaires par de simples contacts entre
atomes. Les contacts (ou interactions) de Van der Waals sont fondamentalement des
interactions électrostatiques. Cependant, compte tenu de leur fréquente participation a la
stabilit¢ des structures hydrophobes, ils peuvent étre classés parmi les interactions
hydrophobes (Schwinte et al., 2002).

Les chaines hydrophobes des acides gras se trouvent presque tout enticres enfouies dans le
volume intérieur de la micelle, qui peut étre considéré comme un hydrocarbure liquide (une
goutte d'huile). Des contacts de Van der Waals participent a la cohésion de la structure. Les
ions phosphate et ammonium forment une couche hydrophile a la surface de la micelle, qui
empeche 1'eau d'entrer en contact avec les acides gras. Dans ces conditions, il n'a a pas de

cage de solvatation. Les micelles sont des édifices stables formés par les phospholipides en

présence d'eau.
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1.9. Principe de formation d'une bicouche

L'illustration montre une coupe transversale dans un modele de bicouche lipidique formant
membrane entre deux couches de molécules d'eau. Les phospholipides y sont rangés
parallelement les uns aux autres en couches, et deux couches de phospholipides sont orientées
téte-beche. On reconnait facilement les poles hydrophiles par la coloration orange du
phosphore. Encore une fois, les chaines hydrophobes sont concentrées au milieu de la
structure, et les tétes polaires aident a les isoler des molécules d'eau environnantes.

Cette structure illustre bien le role de barriere hydrophobe que constitue une membrane entre
deux compartiments hydratés, comme par exemple le milieu extracellulaire et le cytoplasme.
La Figure 19 montre le dispositif pour réaliser les monocouches de Langmuir.

C’est un dispositif qui est composé d’une cuve principale en téflon peu profonde (environ
Smm). Au milieu se situe un puits de 36 mm de diametre et 5 cm de profondeur dans lequel
s’effectuera la synthése de la couche. La couche comporte deux barrieres en téflon qui
permettent de réguler la surface occupée par la monocouche de phospholipides qui sera

déposée.

1.10. Principe de la diffusion passive

L'arrangement ordonné, bien parallele, des phospholipides correspond en fait a des structures
figées, comme le beurre dans le réfrigérateur. A température (physiologique) plus élevée, les
phospholipides sont animés du méme mouvement brownien que les molécules d'eau, ce qui
rend la bicouche fluide. Du fait de ces mouvements, les phospholipides tendent a se déformer,
a se regrouper ou au contraire a se séparer momentanément, et des molécules d'eau et des ions
hydratés peuvent occasionnellement fuir par les bréches ainsi formées. Ces fuites rendent
compte de la diffusion passive d'eau et de substances dissoutes au travers des membranes.
Cependant, le phénomene est bien trop limité pour permettre des échanges efficaces et
controlés entre les compartiments cellulaires.

C'est ici qu'interviennent les protéines. Il existe de nombreux types de protéines membranaires
dont les roles peuvent étre tres différents. Certaines de ces protéines s'assemblent pour former
des canaux hydrophiles ou des pores, qui traversent la membrane de part en part. Les canaux
augmentent et régulent les flux d'eau et d'ions au travers des membranes. On parle alors de

diffusion par transporteurs.

1.11. Les membranes phospholipidiques (lipidiques) a I’interface air-eau
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Lorsqu’une bicouche, c’est-a-dire un assemblage de deux monocouches, est soumise a une
source d’énergie (chaleur), il y a transition de phase. La bicouche supérieure n’étant attachée
a aucun substrat, elle évolue plus librement et ’on peut donc 1’étudier en tant que bicouche
naturelle. Dans la phase gaz, les molécules sont trés espacées et s’agitent beaucoup au sein de

la bicouche par diffusions latérales et transversales.

1.12. Parametres influencant la membrane phospholipidique

Plusieurs facteurs peuvent influencer le comportement des phospholipides dans une
membrane phospholipidique et donc influencer la membrane phospholipidique elle-méme : la
température, le pH et la présence de polymeres (M. Michel., 2005).

* La température est un facteur important car chaque phospholipide pur possede une
température de transition de phase qui correspond au passage réversible d’un état fluide du
type cristallin vers un état figé du type gel (Schechter et al., 1993 ; Heimburg et al., 2000 ;
Rappolt et al., 2000).

La température de transition de phase augmente avec le nombre d’interactions attractives
entre phospholipides, notamment les interactions hydrophobes.

* Les phospholipides ont une téte zwitterionique ou chargée (Figure 24). Ainsi, on peut
s’attendre a des modifications du comportement des lipides avec le pH. Un changement de la
valeur du pH externe peut modifier la charge de la téte polaire ou son hydratation. Cela a pour
effet de diminuer les forces attractives entre deux tétes polaires voisines. Cet effet est
réversible si on diminue a nouveau le pH (Lee et al., 1999).

* La présence de polymeres influence également la membrane phospholipidique. Dans la
nature, les membranes biologiques sont naturellement recouvertes de polymeres, ce qui
permet de limiter et de contrdler les contacts entre cellules. Cette couche fait partie d’un
édifice plus complexe appelée glycocalix (Lipowsky et al., 1995 ; Alberts et al., 1989). Un
systeme biomimétique constitué d’une vésicule géante sur laquelle a été greffée une couche
de polymeres solubles (polyéthyleneglycol par exemple) a été réalisée (Baeckmark et al.,
1995 ; Bruinsma et al., 2000). Le méme type d’expérience a été réalisé€ sur de petites vésicules
(Kuhl et al., 1994). D’un point de vue physique, la présence de d’'une couche de polymere
greffée a la surface d’une vésicule augmente le module de rigidité de courbure de fagon
importante. De méme Ge et al., (2003) ont montré que 1’adsorption de polyélectrolytes
augmente de facon importante la rigidité de la membrane phospholipidique, sans pour autant

affecter la perméabilit¢é de la membrane. De plus, ils ont montré que des vésicules
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phospholipidiques recouvertes de polyélectrolytes restent intactes méme en présence d’un
détergent (interactions faibles de type électrostatique).

Des mesures de mobilité électrophorétique ont été effectuées afin d’étudier les interactions
polyélectrolytes-liposomes chargés. L.’addition d’un polymere de charge opposée a la charge
des groupes polaires lipidiques engendre une mobilité électrophorétique proche de zéro. Cela
signifie que la charge de la surface externe de la vésicule a été modifiée suite a la
complexation vésicules-polyélectrolytes. De plus, la présence de polyélectrolytes dans une
solution de liposomes chargés peut engendrer des phénomenes d’agrégation et de floculation
par pontage inter-liposomes si des précautions expérimentales particulieres ne sont pas prises
(forces ioniques, longueur moyenne de chaines polyélectrolytes, pH par exemple) (M. Michel,
2005).

Du point de vue microscopique, le couplage polyélectrolytes-bicouches lipidiques aboutit a la
formation de domaines lipidiques (Mitrakos et al., 1996) dans la membrane grace a des
interactions électrostatiques entre les lipides chargées et des polyélectrolytes de charge
opposée. La taille des domaines varie en fonction de la masse moléculaire du polyélectrolyte.
* L’insertion de molécules telles que le cholestérol peut également mener a des modifications
des caracteres physiques des membranes phospholipidiques. En effet, le cholestérol est une
molécule possédant un caractere hydrophobe trés marqué, ce qui lui permet de s’insérer au
sein d’une membrane phospholipidique (Houslay et al., 1982). La présence du cholestérol au
sein de la membrane phospholipidique tend a la rigidifier. Cette rigidification provient du fait
que le cholestérol engendre un effet de condensation forte dans la membrane
phospholipidique, faisant ainsi diminuer 1’aire occupée par les molécules de phospholipides

(Schehter et al., 1993).

1.13. Diffusion de petites molécules a travers la bicouche phospholipidique

Depuis un certain nombre d’années, il a été montré que quelques solutés amphiphiles de faible
masse moléculaire sont capables de diffuser librement au travers de la membrane
phospholipidique (Walde et al., 1998 ; Walde et al, 2001). Pour de tels solutés, les liposomes
ne sont plus uniquement utilis€s comme réservoirs de molécules actives mais peuvent étre
utilisés en tant que réacteurs. Ils ont préparé des liposomes a partir de POPC, dans lesquels
une enzyme, 1’a-chimotrypsine, a été encapsulé. Cette enzyme catalyse 1’hydrolyse des

substrats de petites tailles qui sont mis en contact d’une solution de liposomes contenant 1’ a-
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chimotrypsine. Seuls les substrats de masse moléculaire inférieure a une valeur critique de
I’ordre de 350 g par mole franchissent la paroi de la membrane phospholipidique.

L’immobilisation sur une surface des systemes étudiés par Walde et al., permettrait de
développer des surfaces capables de reconnaitre sélectivement des molécules cibles, c’est a
dire de développer de nouveaux biocapteurs. Ainsi, un liposome immobilisé sur support et
contenant une enzyme sera capable de réagir uniquement si son substrat est a proximité de la

surface (Michel M., 2005).

1.14. Diffusion de quelques HAP a travers la bicouche phospholipidique

Les travaux de Walde et al., (2001), ont montré que les substrats de masse moléculaire
inférieure a 350 g/mole franchissent la paroi de la membrane phospholipidique. Les 16 HAP
de la liste de I’'US-EPA ont une masse moléculaire comprise entre 128,2 g/mole (naphtalene)
et 276,3 g/mole benzo(g,h,i) pérylene (Tableau 5). La masse moléculaire de chaque HAP est
inférieure a 350 g/mole. En conséquence, nous pouvons dire que ces HAP peuvent facilement

franchir la paroi de la membrane phospholipidique.

2. Conclusion

L’exposition a des concentrations micromolaires d’un polluant commun alimentaire, le
B[a]P, cause une inhibition rapide, directe et profonde de la lipolyse au niveau du tissu
adipeux (Irigaray et al., 2005) stimulée par 1’adrénaline et la noradrénaline. Cette inhibition
de la lipolyse s’accompagne d’un gonflement de la bicouche lipidique suite a une
internalisation du polluant (Plant et al, 1995 ; Jimenez et al., 2002). Ce qui met la cellule dans
une situation de stress dii a la formation d’especes radicalaires tres réactives (ROS) dans
I’organisme. Tout stress entraine une dépense énergétique pour I’organisme donc un coft, et,
s’il se prolonge, il y a un risque non négligeable que d’autres effets apparaissent (sur la
croissance, la reproduction etc.) (Adams, 1990 ; Calow, 1991).

Les cytochromes P 450 ou CYP débarrassent 1’organisme des ROS. L’activité des CYP
dépend du génotype et de I’environnement, elle est depuis peu utilisée en tant que
biomarqueur permettant d’évaluer les conséquences d’une exposition a des molécules

environnementales ou la susceptibilité a certaines pathologies (Guéguen et al., 2006) sur les

populations et communautés dans leur environnement naturel (Lagadic et al., 1997)
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Nos recherches sur les interactions polluants-récepteurs membranaires adrénergiques dans le
tissu adipeux murin nous permettront de mieux élucider les voies d’inhibition de la lipolyse

induite par les polluants en tenant compte des susceptibilités génétiques de chaque souris.
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Partie 3

Effet membranaire

A. Accumulation des polluants dans les membranes modeles

Les résultats du chapitre précédent ont donné la preuve que l’effet des polluants sur les
mécanismes lipolytiques ne doit pas étre recherché sur I’action directe du polluant sur la
réactivité du récepteur par rapport a son ligand.

Nous avons alors testé 1’hypothese avancée par le travail de Jimenez et al., (2002) selon
laquelle 1’accumulation des polluants de type hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) est généralement recherchée dans la vésicule lipidique, eu égard a la lipophilie de ces
substances aromatiques.

Comme nous I’avons dit plus haut, nous avons utilisé deux méthodes d’investigation de
I’accumulation des polluants aromatiques polycycliques (HAP) dans la membrane
adipocytaire, en étudiant cette accumulation dans des membranes modeles. Dans ce but, nous
avons utilisé des vésicules géantes (GUVs) de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine). Dans une premiere méthode, du pyrene (C ) ou du fluoranthéne

16H10

(C ), deux polluants HAP, ont été incorporés dans la membrane des la fabrication des

16H10
GUVs : nous avons testé des concentrations d’une ou deux molécules de polluant pour deux
molécules de phospholipide. Dans une seconde configuration, nous avons introduit des GUVs
de DOPC dans des solutions de glucose incorporant les polluants a des concentrations
micromolaires, et nous avons mis en évidence une incorporation des polluants dans la
membrane. L’observation quantitative de la fluorescence des vésicules au moyen de la
microscopie optique, nous a permis de calculer les concentrations de polluant dans les

membranes dans cette seconde configuration.

1. Matériels et méthodes
1.1. Matériels

- Le phospholipide utilisé dans cette étude est le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DOPC, 99%, Sigma-Aldrich).
- Les polluants utilisés sont le pyrene et le fluoranthene (Sigma-Aldrich).

- Le sucrose (99%, Sigma-Aldrich).
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- Le glucose (99%, Sigma-Aldrich).

- Le générateur de courant électrique (Agilent, N°33120 A).

- Le microscope optique inversé (Nikon TE 200) muni d'une caméra numérique (monochrome
Diagnostic Instruments) et équipé pour 1'épifluorescence.

- Les lames ITO (Indium Tin Oxyde) métallisées.

- La pate de scellement Vitrex (Sigillum Wax, Copenhag, Danemark).

- L'osmometre (Osmomat 030 Gonotec, Allemagne).
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Figure 26 : Equipements de 1’électroformation et de 1’observation des vésicules de phos-
pholipide (DOPC). (a) : Générateur de courant électrique. (b) : Principe de la technique

d’électroformation. (c) : Microscope optique inversé, équipé avec les modes Contraste de
phase, DIC et fluorescence.

‘ N
_‘O a) b) |

Figure 27 : Deux polluants (HAP). (a) : le pyrene (C;6H)o
(Masse moléculaire 202,3 g / mole). (b) : le fluorantheéne
(Ci6Hio (Masse moléculaire 202,3 g / mole))

/N
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1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation des solutions

1.2.1.1. Préparation de la solution de DOPC en solvant organique

Le DOPC est solubilisé dans du chloroforme a 1 mg/ml. Il est conservé au congélateur a -
18°C.

1.2.1.2. Préparation des solutions de polluants mélangés avec le DOPC (premiere
méthode)

Le pyrene et le fluoranthéne sont aussi solubilisés chacun dans du chloroforme. La
concentration massique de toutes les solutions mere d'HAP préparées est de 0,127 mM soit
25,7 mg.mL". Puis 50 uL de la solution-mére ont été dilués dans 1 ml de chloroforme pour
avoir une concentration finale de 0,122 mg/mL et 0,244 mg/ml pour la premiere méthode. On
mélange ensuite 10 ou 20 uL de solution mere de DOPC avec 90 ou 80 pL de I'une de ces

solutions de polluant. C’est de ce mélange qu’on préleve pour 1’électroformation.

1.2.1.3. Préparation des solutions de polluants dans le glucose (deuxiéme méthode)

On préleve suivant le cas 4,3 ; 8,7 et 17,4 microlitres de la solution-mere (0,127mM) de
polluants que I’on introduit dans un bécher contenant chacun 10 mL de solution de glucose a
0,1 M. Ces solutions de glucose auxquelles on a ajouté le polluant sont agitées pendant 60 a
120 minutes pour évaporer le chloroforme.

Une fois débarrassés du chloroforme, 1 a 1,2 mL de solutions de glucose + polluant sont
versées sur une lame contenant déja une préparation de vésicules. Cet ensemble est recouvert
d'une lamelle et observé au microscope optique.

Heme

Pour cette méthode, nous avons aussi dissous les polluants dans du dichlorométhane pour

mieux contrdler leur solubilité dans I’eau.
1.2.1.4. Controle des molarités

La molarité des solutions de sucrose (0,1 M) et de glucose (0,1 M) est contrdlée par

l'osmometre de facon a avoir une différence de molarité inférieure a 2%.

1.2.1.5. Formation de vésicules géantes

On dépose 10-20 pL de la solution de DOPC dans le chloroforme a I’aide d’une micro

seringue  sur une lame métallisée. Ce dépodt est délimité par une couche de pate inerte de
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scellement (Vitrex) formant une petite cellule d'environ 100-200 mm®. La lame est déposée
dans un dessiccateur puis mis sous vide pendant 30-120 minutes afin d'évaporer le
chloroforme. On remplit ensuite le puit porté par la pate Vitrex avec une solution de sucrose
filtrée a 0,2 pum, afin d'éliminer toute bactérie éventuelle. On recouvre la cellule d'une
seconde lame ITO de maniere a former une cellule fermée. On branche cette cellule au
générateur de tension. On applique ainsi une tension alternative de fréquence 10 Hertz (Hz) et
d'amplitude 1 Volt pendant deux heures.

Des vésicules géantes principalement unilamellaires se forment a partir du film de
phospholipides.

Apres la formation des vésicules, le contenu de la cellule est aspiré a 1'aide d'une micropipette
et transféré dans un tube Eppendorf.

On y ajoute une solution de glucose (environ 1 a 2 mL) a la méme pression osmotique que la

solution de sucrose afin d'éviter un choc osmotique qui déstabiliserait les vésicules.

2. Observation au microscope

On préleve de la solution précédente 50 a 100 uL que I'on dépose sur une lame couvre objet
qui forme la base de la cellule d'observation, comportant également un espaceur en silicone et
une seconde lame qui ferme la cellule. Cette préparation est observée au microscope, soit avec
un objectif 40 X DIC, soit avec un objectif 40 X contraste de phase.

Une lampe a mercure fournit une illumination pour la visualisation en mode fluorescence.

Un bloc d'épifluorescence avec les filtres EX 450-490 nm / BA 520 nm, muni d'un miroir
dichroique 505 nm est utilis€. Cette combinaison de filtres est adaptée aux spectres
d'absorption et d'émission du pyrene et du fluoranthene (Tableau 11).

Les images sont enregistrées a l'aide de la caméra digitale et stockées sur un ordinateur. On

analyse ensuite ces images pour mesurer la fluorescence des vésicules.
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Figure 28 : Vésicules géantes de DOPC (sans HAP) observées au microscope optique dans la

cellule de pousse (en contraste de phase).
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Tableau 11 : Conditions de fluorescence optimisée pour la détermination des analytes des

HAP
HAP Temps de Longueur d’onde| Longueur d’onde |Temps (min)
rétention (min)* |d’excitation d’émission (nm)™*
(nm)b,c

(A) Naphtalene 15.3 280 355 0-21,8
(B) Acenaphtene 19.1 280 355 0-21.8
(C) Fluorene 19.8 280 355 0-21.8
(D) Phenanthrene 214 280 355 0-21.8
(E) Anthracene 22.9 250 420 21.8-25.8
(F) Fluoranthene 24.3 250 420 21.8-25-8
(G) Pyrene 25.4 250 420 21.8-25.8
(H) p-Terphenyl-d14 std* 27.0 270 390 25.8-30.0
(I) Benz[a]anthracene 28.6 270 390 25.8-30.0
(J) Chrysene 29.3 270 390 25.8-30.0
(K) Benzo[b]fluoranthene 31.6 290 410 30.0-36.0
(L) Benzo[k]fluoranthene 32.7 290 410 30.0-36.0
(M) Benzo[a]pyrene 33.9 290 410 30.0-36.0
(N) Dibenz[a,h]anthracene 353 290 410 30.0-36.0
(O) Benzo[g,h,i]perylene 36.7 300 465 36.0-75.0
(P) Indeno[1,2,3-cd]pyrene 37.6 300 465 36.0-75.0

* Valeurs de temps de conservation, varient entre 0,1 et 0,2 min
®Valeurs maxima d’excitation et d’émission (Perfetti et al., 1992)
¢ Acenaphtalene a été exclu de cette étude en raison de ses faibles propriétés fluorescentes
(Perfetti et al., 1992; Marriot et al., 1993; Williamson, 1996; El Harrak et al., 1998).
Dp-Triphényle-D14 a été utilisé seulement comme un marqueur de temps de rétention (norme
de référence). D'apres K.S. Williamson et al. Chemmosphere 49 (2002) 703-715
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3. Résultats

Nous avons fait une étude quantitative de la fluorescence des vésicules. Comme nous allons le
voir, ces intensités de fluorescence sont proportionnelles a la quantité de molécules polluantes

introduites dans les vésicules phospholipidiques.

Méthode de calcul de la fluorescence d'une vésicule

Les données des différentes observations sont traitées avec les logiciels Image J, ou bien avec
un logiciel similaire développé au laboratoire.

A une méme concentration molaire de polluant dans la membrane, la quantité de pyrene et de
fluoranthene introduite dans une vésicule dépend de sa taille. Nous mesurons l'intensité de
fluorescence d’une vésicule (Iv) pour un grand nombre de vésicules et nous vérifions que Iv

est proportionnelle a la surface de membrane de la vésicule.

Figure 29 : Vésicules formées d’un mélange de DOPC et de fluoranthéne observées en
fluorescence

La figure 29 représente un certain nombre de vésicules fluorescentes qui se détachent du fond
lumineux appelé background. Ce fond n'est pas noir car il y a une fluorescence résiduelle due

a la grande quantité de vésicules dans les champs d'observation. Pour calculer 1'intensité de
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fluorescence émise par une vésicule particuliere, on doit soustraire l'intensité résiduelle a

I'image, puis intégrer l'intensité sous la vésicule.

Figure 30 : Une vésicule Figure 31 : Profil en 3D d'une
fluorescente vésicule fluorescente
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Figure 32 : Profil de fluorescence diamétral d’une vésicule. Les deux pics d’intensité
sont colocalisés avec la membrane : le diametre de la vésicule est mesuré comme la
distance entre ces deux pics. Domaine (a) : région centrée sur la vésicule ou l'intensité
de fluorescence (Iv) est a intégrer. Domaine (b): région sur laquelle on calcule

I'intensité du fond (Iback).
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- L'intensité du background (Iback) est mesurée comme la moyenne de l'intensité de
fluorescence par pixel dans une région voisine de la vésicule (zone annulaire comprise entre
2a et 2b).
- L'intensité totale (Itotal) est I'intensité intégrée sur tous les pixels de la zone de rayon a du
profil, qui représente la somme de la fluorescence résiduelle et de la fluorescence due a la
vésicule.

- L'intensité de la vésicule (Iv), due seulement a la vésicule est calculée a partir de :

Iv = (It — Ib)ma2

Ou : a est le rayon approché du cercle vésiculaire
It est I’intensité totale intégrée sur la zone de rayon a

et Ib est I’intensité de fluorescence du background (fond)

3.1. Premiere méthode

Vésicules formées a partir d’un mélange de DOPC + polluant

La méthode d'incorporation du polluant est décrite au point 1.2.1.2. (Partie 3).

Nous avons réalisé quatre séries de vésicules. Des vésicules contenant du pyréne ou du
fluoranthéne aux concentrations molaires 0,5 et 0,33 sont réalisées.

Les figures (33 a 36) montrent que les intensités de fluorescence (Iv) sont proportionnelles a
la surface de la vésicule. De plus, nous avons vérifi€é que cette loi n’est pas modifiée avec le
temps ; des vésicules qui séjournent plusieurs jours dans la solution ageuse qui les contient ne
voient pas leur fluorescence évoluer. On peut donc en déduire qu’il n’y a pas de ‘‘fuite’” de
polluant avec le temps. Le polluant incorporé dans la membrane y reste piégé, du moins a
I’échelle de temps de nos observations. Au vu de la loi de proportionnalité observée sur les
figures 33 a 36 nous postulons que la fraction molaire de polluant incorporée dans la
membrane est identique a celle que nous avons imposée au départ, lors du mélange des
composants, avant 1’électroformation.

On constate sur les figures 35 et 36 que les vésicules contenant du fluoranthéne sont en
moyenne plus petites que les vésicules contenant du pyréne. Nous n’avons pas d’explication

pour ce phénomene.
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Figure 33 : Etude quantitative de la fluorescence de vésicules contenant une fraction molaire
50% de pyrene et 50% de DOPC
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Figure 34 : Etude quantitative de fluorescence de vésicules contenant une fraction molaire 33%
de pyrene et 67% de DOPC
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Figure 35 : Etude quantitative de fluorescence de vésicules contenant une fraction molaire 33%
de fluoranthene et 67% de DOPC
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Figure 36: Etude quantitative de la fluorescence de vésicules contenant une fraction molaire 50%
de fluoranthene et 50 % de DOPC
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3.2. Deuxieéme méthode

Vésicules de DOPC introduites dans une solution agueuse micromolaire de polluant.

La méthode d'incorporation du polluant est décrite au point 1.2.1.3. (Partie 3).

Pour cette seconde méthode qui consiste a plonger des vésicules de DOPC déja formées dans
une solution aqueuse micromolaire de polluants, on observe que les vésicules sont
fluorescentes; ce qui montre que les polluants se sont introduits dans la membrane. A noter
que nous n’avons pas cherché a observer la cinétique d’apparition de la fluorescence dans les
vésicules a partir de leur mise en contact avec le polluant. Ces images sont réalisées 1 heure
apres avoir plongé les vésicules dans la solution aqueuse de polluant. Nous avons également
vérifié que la fluorescence détectée n’évolue pas avec le temps d’observation.

Les figures 39 et 40 montrent que les intensités de fluorescence (Iv) sont proportionnelles a la
surface de la vésicule. Cela prouve que le polluant est réparti de facon homogene dans la

membrane et qu'il n'en ressort pas.

Figure 37 :
a : Vésicules de DOPC plongées dans une solution aqueuse micromolaire de pyrene

observées en mode transmission. b : Les mémes vésicules observées en fluorescence.
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Figure 38 :
a: Vésicules de DOPC plongées dans une solution aqueuse micromolaire de fluoranthene

observées en mode transmission. b : Les mémes vésicules observées en fluorescence.
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Figure 39 : Etude quantitative de la fluorescence de vésicules de DOPC plongées dans une
solution aqueuse micromolaire de pyrene
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Figure 40 : Etude quantitative de la fluorescence de vésicules de DOPC plongées dans une
solution aqueuse micromolaire de fluoranthéne

La quantité de polluants insérés dans la membrane est représentée dans le diagramme ci-
dessous (Figure 41)

La partie droite du diagramme montre que les valeurs de l'intensité de fluorescence par unité
de surface sont proportionnelles a la fraction molaire de polluant insérée dans le mélange
polluant-phospholipide. Cela montre la pertinence de la méthode pour la calibration de la
quantité de molécules polluantes présentes dans la membrane.

Dans le diagramme de gauche, cette calibration est utilisée pour connaitre la quantité de
polluant absorbée par la membrane lorsque celle-ci est plongée dans une solution aqueuse
micromolaire de polluants.

Pour trois concentrations distinctes micromolaires (0,53; 1,06; 2,24)10'6 Mole/L, les vésicules
de DOPC plongées dans ces solutions aqueuses de fluoranthéne contiennent une fraction
molaire comprise entre 6% et 13% tandis que pour ces mémes concentrations micromolaires
de pyrene, les vésicules de DOPC plongées dans ces solutions contiennent les fractions
molaires qui sont comprises entre 2,4% et 6% (Figure 41). On note surtout que 1’intensité de

fluorescence sature au-dela d’une certaine quantité de polluant; compte tenu des barres
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d’erreur, on estime finalement que les concentrations saturantes Cs suivantes sont obtenues

pour le DOPC : Cs(fluoranthene) = 13%, Cs(pyrene) = 4%

DOPC-uPAH (a) PAH-DOPC (b)

# . pyrene ,f
¢« fluoranthene ,.’

Fluorescence intensity per unit
surface of membrane area (a.u.)
7

' 0.04 40.13 1
Pollutant concentration in the Mole fraction of pollutants
suspending glucose solution (uM) in the bilayers

—
o
—

Figure 41 : Diagramme de droite : fluorescence par unité de surface de membrane pour les
vésicules mixtes DOPC-polluant, formées par mélange des constituants des 1’étape de pousse.
Diagramme de gauche : Fluorescence par unité de surface pour des vésicules de DOPC
plongées dans une solution micromolaire de polluant.

4. Conclusion

Les études faites sur les vésicules phospholipidiques montrent que dans un milieu pollué, les
HAP peuvent s'introduire dans les membranes phospholipidiques.

A une méme concentration, pour la premiere méthode d'incorporation des polluants dans la
membrane (incorporation directe), on ne note pas une différence remarquable entre la
fluorescence des vésicules de DOPC mélangées avec du pyréne ou du fluoranthéne. Mais
surtout, cette fluorescence est proportionnelle a la quantité de polluant incorporée au départ
du processus de pousse.

Quant a la seconde méthode (incorporation par le biais d'une solution aqueuse), les trois
concentrations micromolaires explorées (0,53; 1,06; 2,24)10'6 Mole/L, ont permis de voir que

les molécules de polluant s’accumulent dans les membranes de DOPC jusqu’a les saturer.

103



Partie 3

Effet membranaire

B. Etude des propriétés élastiques des vésicules de DOPC sans ou avec polluants :
expériences de micropipette

L’objectif de cette expérience est de comparer les propriétés mécaniques des vésicules sans
polluants ou avec polluants. Il nous parait important de déterminer si le polluant inséré dans
une membrane a un effet sur sa rigidité.

Les vésicules lipidiques ont une tension tres faible comparée a d’autres systemes
interfaciaux ; elle est de I'ordre de 10 a 10® N/m comparée par exemple 2 la tension de
surface de 1’eau qui est de 72 x 10™ N/m, ce qui a pour conséquence qu’on se trouve dans un
régime ou 1’énergie de courbure domine. Par conséquent, la membrane est froissée par des
fluctuations a toutes les échelles de longueur, ce qui implique qu’une partie de ’aire est
stockée dans ces fluctuations. Notons qu'une partie non négligeable de ces fluctuations est a
une échelle sub-optique.

La membrane d’une vésicule observée au microscope optique présente souvent des
ondulations a sa surface; ce sont les fluctuations de la membrane dont la longueur d'onde est
plus grande que la résolution optique. L’amplitude des fluctuations donne une idée de 1’état de
tension de la membrane. L'état de tension d'une vésicule géante peut étre varié en modifiant la
pression osmotique dans la solution aqueuse qui la contient; par exemple, en diluant un sel ou
un sucre, on augmente cette pression, ce qui a pour effet de dégonfler la vésicule car la
membrane est poreuse aux molécules d'eau mais imperméable au passage de ces solutés. La
tension de membrane est alors diminuée.

La technique de la micropipette permet de mesurer la relation entre l'accroissement de
surface projetée et la tension. Une vésicule est aspirée partiellement et de facon contrdlée
dans une micropipette, ce qui a pour effet d’imposer une tension connue, et I’accroissement
apparent de surface ainsi créé est directement mesurable par une analyse de contour de la
vésicule. Cet accroissement de surface correspond au dépliement d'une partie des fluctuations
sub-optiques. On peut ainsi augmenter la tension jusqu'a déplier quasiment l'ensemble des

3

fluctuations. On mesure alors la surface ‘‘vraie’” de la membrane. Augmenter encore la
tension a pour effet d'augmenter 1'aire par phospholipide.

Inventée par Rand et Burton en 1964, la technique de la micropipette a ét€¢ améliorée par
Evans et Hochmuth en 1977 (Rand R.P., 1964 ; Evans E. A. et Waugh R., 1976). Elle est

utilisée intensément depuis les années 80 pour I’étude de cellules et de vésicules géantes
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unilamellaires. C’est une technique treés performante pour 1’étude des propriétés mécaniques
des membranes car elle permet d’appliquer des tensions tres faibles.

D’autre part, I’extension de la membrane dans un capillaire d’un diametre petit devant celui
de la vésicule permet une bonne précision sur la mesure de I’exces de surface consommé.
L’utilisation d’une micropipette permet de caractériser plusieurs grandeurs physiques de la
membrane : sa tension, sa viscosité (Needham D. et al., 1990), son élasticité, sa perméabilité
(Needman D. et al., 2000). On peut mesurer aussi des forces d’interaction entre deux
membranes (Evans E., 1990) ou entre une membrane et un substrat.

Ces travaux permettent de comprendre comment des cellules, quand elles sont soumises a une
contrainte, peuvent se déformer, traverser des passages tres étroits et retrouver leur forme
initiale sans étre endommagées. L’exemple le plus courant est le passage des globules rouges
a travers la paroi endothéliale, grace aux vaisseaux capillaires.

Dans le cadre de nos expériences, des membranes modeles (vésicules) de DOPC sans ou avec
polluants sont caractérisées au moyen de la technique d'aspiration par micropipette, afin de
déterminer comment la présence de polluant dans la membrane modifie les propriétés

mécaniques ce la membrane.

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériels

Le matériel utilisé pour la fabrication des vésicules a été déja décrit dans la partie 3 au point 1.
Nous avons également été amenés a utiliser le matériel suivant :

- Des tubes capillaires en verre de 0.58 mm de diametre pour la fabrication des micropipettes
(Clark capillaries)

- L’étireuse de micropipette (Sutter instruments Co).

- La forge (mise au point au laboratoire).

- Le dispositif d’aspiration (mis au point au laboratoire).
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Figure 42 : Principe de I’étirement d’une micropipette
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Figure 43 : L’étireuse de micropipette. Son rdle est de transformer un capillaire de verre en
deux micropipettes symétriques, obtenues par chauffage intense de la zone médiane du
capillaire et étirement.
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Figure 44 : La forge : son rdle est le dimensionnement précis de la micropipette apres sa
fabrication dans 1'étireuse.

Une pipette fabriquée par 1'étireuse présente une forme de pointe, de diametre typique 1
micrometre a son extrémité. Cette dimension est trop petite pour aspirer une vésicule géante
de plusieurs dizaines de micrometres de diametre. Il faut donc casser la micropipette a un
endroit ou sa dimension présente le diametre désiré, typiquement de 8 a 12 micrometres. On

utilise pour cela la forge, qui a dans notre cas été développée au laboratoire (Figure 44).

Enfin, la micropipette est montée sur un dispositif hydraulique permettant d'effectuer la
succion de vésicules géantes sous microscope, afin de mesurer les propriétés mécaniques de la
membrane. Ce dispositif comporte un bac d’eau cylindrique (11) d’environ 6 cm de hauteur
rempli d’eau milliQ, relié par un tube en téflon (10) a un porte micropipette (2) sur lequel est
fixée la pipette forgée. La pipette plonge dans la cellule d'observation (1) et son embout est
positionné de facon a étre visible dans le champ d'observation du microscope. La position
verticale du bac d’eau peut étre contrdlée de facon tres précise (1 micrometre de résolution).
En début d'expérience, il faut égaliser les niveaux d'eau dans la cellule d'observation et le bac

(11); cela se fait simplement en réglant le niveau du bac pour que le flux de liquide qui
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s'écoule dans la pipette soit nul. Tout déplacement vertical du bac résulte donc en I'application
d’une pression Pi a I’intérieur de la micropipette. Les flux obtenus ne sont pas suffisants pour
modifier le niveau d'eau dans la cellule. En revanche, lorsque la pipette est amenée au contact
d'une vésicule géante, celle ci est partiellement aspirée dans la pipette, jusqu'a une position
d'équilibre ou la tension de la membrane contrebalance la force exercée par la pression dans la

pipette.

5 7
| I
4
, 1
B
10 9 [ 8

Figure 45 : Dispositif de micropipette

I- Cellule contenant les vésicules et la micropipette. 2- Porte micropipette. 3- Platine. 4-
Objectif. 5- Tube. 6- Oculaire. 7- Statif. 8- Source de lumiere. 9- Condenseur. 10- Tube semi-

rigide. 11- Bac d’eau. 12- Barre de métal.

La différence de pression P,,-P; est mesurée simplement en lisant la position du bac par
rapport a sa position au zéro de pression. Dans notre cas le déplacement micrométrique était a
affichage digital, avec une précision de 1 micrometre, correspondant a une précision sur la
pression de 0,01 Pa.

Le microscope Nikon permet 1’observation de I'aspiration avec I’objectif 40X en mode DIC.
Une caméra enregistre les images de 1'aspiration de la vésicule dans la pipette, qui sont ensuite

analysées a l'aide d'un logiciel élaboré au laboratoire.
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1.2. Méthodes
1.2.1. La forge de la micropipette

Un capillaire (GC 100.10, Haward Apparatus, 1.0 mm OD x 0.58 mm ID) est étiré a chaud
jusqu’a rupture, de facon a obtenir deux parties presque égales dans 1’étireuse. Les deux
micropipettes ainsi formées ont chacune une extrémité tres effilée (diametre typique 1pm au
bout) qu’il faut ensuite forger de facon a avoir un diametre souhaitée allant de 8 a 12

micrometres.

Une demi micropipette est insérée verticalement sur le dispositif de la forge. A 1’aide de 3
vis, on peut déplacer la micropipette en positions X, Y et Z. Le bout de la micropipette est
observé par une caméra munie d'un objectif 40X, fournissant une résolution optique du l'ordre
du micrometre. Un filament de platine recouvert d'une poudre de tétraborate de sodium
(BORAX) est chauffé par le passage d'un courant électrique au dela de la température de
fusion du BORAX. La pipette est alors introduite dans ce sel fondu, qui monte par capillarité
dans la pipette. Quand le ménisque de liquide atteint une hauteur a laquelle le diametre de la
pipette est de la dimension désirée, on coupe l'alimentation électrique, ce qui a pour effet de
vitrifier le sel de BORAX quasi-instantanément. Au cours de cette vitrification des tensions
mécaniques importantes se créent dans la pipette, qui sont concentrées au niveau du
ménisque, a présent gelé. Le capillaire casse rapidement et trés souvent au niveau exact de ce

ménisque, de fagon assez nette. La micropipette peur alors €tre utilisée.

La demi-micropipette forgée est ensuite fixée au dispositif de succion (Figure 45) et son

extrémité est amenée dans la solution de vésicules a aspirer.

1.2.2. Principe de I’expérience de succion dans une micropipette

Elle consiste a suivre la déformation (AL) d’une vésicule au cours de son aspiration dans la
micropipette par 1’application d’une valeur décroissante de la pression a l'intérieur du
capillaire. Nous pouvons représenter schématiquement une vésicule aspirée dans une

micropipette de la facon suivante :
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Figure 46 : Schéma d’une vésicule partiellement aspirée dans une micropipette

Source : http://eprints-scd-ulp.u-strasbe.fr:8080/846/01/HISETTE-JOURDAINE 2007.pdf
These de doctorat

Au cours de I’expérience de succion, divers mécanismes physiques sont mis en jeu. Pour des
pressions d’aspiration inférieures a une certaine valeur, la surface fluctuante de la membrane
de la vésicule se déplie et ceci fait apparaitre une partie de ’exces de surface contenu dans
les fluctuations. Au-dela de cette valeur de la pression d’aspiration, lorsque la surface est
entierement dépliée, accroitre la succion a pour effet d’étirer la membrane, en diminuant la
densité de surface des molécules tensioactives (Fa, 2003 ; Hisette-Jourdaine, 2007). Ainsi, la
technique permet de mesurer successivement les modules de courbure puis d’élasticité de la
membrane, lorsque la pression d’aspiration est augmentée progressivement.

Il existe a la fin, une valeur maximale de la pression d’aspiration pour laquelle la vésicule
soumise a une tension trop importante se rompt (Fa, 2003).

Pour réussir cette étude, il est trés important d’avoir tout au début de 1’expérience, une
pression zéro a l’intérieur de la micropipette. Ceci permet a la vésicule choisie, d’étre
immobile au bout de la micropipette.

Ceci est possible si et seulement si la hauteur de 1’eau dans la colonne d’eau est au méme

niveau que la cellule contenant les vésicules a analyser.
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Le mode d’observation choisi est le contraste interférentiel différentiel (DIC) qui fournit une
tres bonne visualisation des contours de la vésicule, et donc permet de mesurer précisément la
longueur aspirée L (Figure 46).

Pour permettre une analyse correcte, un certain nombre de conditions expérimentales doivent
étre remplies.

. Le volume intérieur de la vésicule reste constant : la bicouche lipidique n’est pas
imperméable, mais les échanges d’eau entre le milieu intérieur et le milieu extérieur sont
controlés par 1’égalité de la pression osmotique dans les deux milieux (Fa, 2003). Nous nous
assurons de cette égalité au moment de la formation des vésicules, grace a la mesure précise,
au moyen d’un osmometre, de la pression osmotique des solutions de sucrose et de glucose
qui composent respectivement le milieu interne et externe de la vésicule

. Il n’y a pas de perte ni d’ajout de matiere au cours de 1’expérience car le nombre de
molécules lipidiques qui composent la bicouche est fixé.

. La partie de la vésicule aspirée dans la micropipette est cylindrique et se termine par
une calotte sphérique. La forme en calotte sphérique est obtenue si et seulement si la
membrane ne présente pas d’interaction adhésive avec la paroi de verre du capillaire.

. La température est maintenue constance (température ambiante) car les propriétés

d’une membrane varient avec la température.

1.2.3. Calcul des grandeurs caractéristiques de la membrane

L’expérience de succion permet de mesurer pour chaque valeur de la pression d’aspiration Pi
imposée, les parametres géométriques L et R de la vésicule (Figure 46). Ce qui veut dire la
longueur aspirée et son rayon externe. La tension latérale de la membrane peut étre calculée
et ’aire apparente de la vésicule mesurée par traitement des images, on peut alors calculer le
module de courbure Kc de la membrane.

Calcul de la tension de la membrane

Du point de vue mathématique, la tension de la membrane est identique a la tension de surface
d’une goutte de lipide. La différence de pression entre ’intérieur et I’extérieur de la vésicule
est reliée a la tension ¢ de la membrane par la loi de Laplace. Si p est la pression qui regne
dans la vésicule, on écrit deux fois I’équation de Laplace.

Pour la partie de la vésicule a I’intérieur de la micropipette :
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20 21

p—pi=—
r
et pour la partie a I’extérieur de la micropipette :
20 (2.2
pP—pe=—- -
R
En posant AP=pe —pi,ona:
_AP r
o =5, (2.3)
1-=
R

On peut voir sur la figure 47a, les valeurs de pression Pi exprimée en hauteur d’eau
(micrometres) pour 3 états d’aspiration d’une vésicule soumise a une expérience de succion.

Pression : 349 ym
d’'eau

Longueur de la langue

1206 um Pression : 3517 ym
d’eau
Longueur de la
langue : 115.4 ym

Pression : 4633 ym d’eau
Longueur de la langue :
131.3 pm

Figure 47a : Vésicules de DOPC soumises a des tensions différentes
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Figure 47b : Schéma de déroulement d’une expérience d’aspiration

Taux d’augmentation de la surface apparente

La relation d’Helfrich permet d’extraire le module de courbure d’une membrane si 1’on
connait la variation d’exces de surface d’une vésicule avec la tension appliquée.
C’est une relation constitutive reliant la fraction de surface consommée par les modes de

déformation de courbure et la tension de la membrane.

Au départ, la vésicule n'est pas aspirée, elle est de forme apparente sphérique (avec des

ondulations) et son aire apparente est donnée par la formule :

AC=47R] 24)

Lorsque la vésicule est aspirée dans la micropipette (Figure 47a), sa surface apparente Aa
s’écrit comme la somme des surfaces des parties de la vésicule situées a ’extérieur et a
I’intérieur de la micropipette. La partie externe est assimilée a une sphere tronquée de surface
A% et la partie interne, est notée A%, est considérée comme la somme d’un cylindre et d’une

calotte sphérique de rayon r.
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2
A"=27 R|1+ /1—(%) +27xr(L-R)+27x 1 2:3)
2
A =27 R 1+ /1—(%} +2xrL (2.6)

Dans nos expériences, le diametre r de la micropipette est de 1’ordre de R/4. En négligeant les

termes du deuxieme ordre en (1/R), I’expression précédente peut étre simplifiée. Il vient :
A'=4xR*+2xLr—7r’ 2.7)

Cette approximation revient a supposer que la surface externe a la micropipette Ay, est la
surface de la sphere de rayon R diminuée de la surface de la base du cylindre que forme la
pipette. Le volume V de la vésicule est quant a lui supposé inchangé tout au long de

I’expérience (cf. paragraphe précédent). On a :
3
V=V, =—7ZR, (2.8)

Et Ry est le rayon apparent de la vésicule libre. Lorsque la vésicule est aspirée, le méme
volume V peut étre défini comme la somme de trois termes, correspondant respectivement a
une sphere de rayon R, tronquée du volume de la calotte déja citée, un cylindre de longueur (L
—1) et de diametre 1, et d'une demi-sphere de rayon r. Pour les mémes raisons, on peut ignorer
lI'existence du volume de la calotte sphérique. Ainsi, on exprime le volume de la vésicule

aspirée, surestimé du volume de cette calotte :

2.9
V=§7ZR3+7H2 (L—r)+§7[r3 @2
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Le module de courbure Kc est relié a la surface vraie A, que 1'on ne sait pas mesurer. Pour
contourner ce probleme, Evans a exprimé l'incrément relatif de surface apparente en fonction
de la pression d'aspiration, par rapport a un état de référence correctement choisi. On obtient
ainsi Kc avec une excellente approximation.

On définit o comme l'incrément relatif de surface apparente entre deux états de pression

d'aspiration p; et p, donnés (avec pi;< p») :

CAT-AC (2.10)
Aa

1

a

En introduisant la surface vraie A dans 1'équation ci-dessus, on fait apparaitre 1'équation
d'Helfrich :

A A kBT 1n % (2.11)
4= Al A}  8rke o,
A kBT, ©
1+ In —m
Aj 8Tkec O,

ou,

A" est l'aire aparente pour la pression d'aspiration p;

Kc- module de courbure

kB- constante de Boltzman

o - tension de membrane

T- température en °K

La tension de membrane d'une vésicule de phospholipide aspirée mais encore fluctuante, se
situe entre 107 — 10° N.m™ ; le dénominateur dans I'équation (2.11) est proche de 1'unité, a
typiquement 2% pres. Ainsi dans I'équation ci-dessous, on néglige la correction du
dénominateur, et l'on obtient une relation directe entre le module de courbure Kc et
I'incrément relatif de surface apparente a. Dans la pratique, on définit un état de succion de
référence, que l'on choisit comme "l'état minimal" d'aspiration, obtenu pour une pression
d'aspiration la plus faible possible, qui permet néanmoins la mesure d'une longueur aspirée L,

dans la micropipette. La relation devient alors :
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On exprime a en fonction des parametres géométriques de 1’expérience. On a :

a= . +——AL
47£RL0

4x(R* =R J+27r(L-L,) (RT 1 r
- BAEYE

En reprenant 1’équation de conservation du volume (2.9), on a :

1
3
Rz(Rg —%rz L+%r3)

Soit encore : (R3 — R; )2—% r’ AL

En développant au premier ordre AL :

Finalement 1’expression 2.13 s’écrit :

a=> " arf1-"
2 R; R

(2.12)

(2.13)

(2.14)

(2.15)

(2.16)

(2.17)
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2. Résultats

2.1. Etude des propriétés élastiques des vésicules de DOPC par la technique de
micropipette

Nous avons réalisé I’expérience d’aspiration sur un grand nombre de vésicules (28). Pour
chacune d’elles, nous appliquons une dizaine de pas successifs d’aspiration et enregistrons
une série d’images de la vésicule ainsi aspirée. Puis le traitement d’images nous permet de
tracer la courbe de I’allongement AL de la vésicule en fonction des valeurs de pression P
imposées.

Nous avons réalisé des expériences de référence avec des vésicules de DOPC, puis avec des
vésicules mixtes DOPC-polluant. L'ensemble des résultats est résumé dans la figure 48.

On constate que la présence de polluant dans la membrane augmente légerement la rigidité de
la membrane. Cette rigidité varie d'un polluant a un autre. Dans nos expériences la rigidité est
accentuée surtout en présence de pyrene pour lequel on a 21 kBT pour la concentration d'une
molécule de pyreéne pour 2 molécules de DOPC ; 11 kBT pour 1 molécule de pyréne pour 1
molécule de phospholipide, 13 kBT et 12 kBT respectivement pour 1 ou deux molécules de
fluoranthene pour 1 ou 2 molécules de phospholipide.

Quant au DOPC sans polluant, son module d'élasticité est de 7 kBT.

Notons que pour chaque expérience le module de courbure varie d’une vésicule a une autre et
est compris 6.0 kBT et 14.0 kBT pour le DOPC sans polluant, de 8,5 a 30.0 kBT pour les
vésicules de DOPC + pyrene et de 5,6 a 22.0 kBT pour les vésicules de DOPC + fluoranthene.
Ainsi, la dispersion des mesures reste tres importante, comme c'est souvent le cas dans ce type
de systemes, mais il apparait toutefois qu'en moyenne, I’accumulation de polluant dans les

membranes modeles de DOPC conduit a une augmentation de leur module de courbure Kc.
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Figure 48 : Histogrammes de comparaison des modules de courbure kc

Oou:

P1D2 - 1 molécule de pyrene pour 2 molécules de DOPC

P1DI1 - 1 molécule de pyréne pour 1 molécule de DOPC

F1D2 - 1 molécule de fluoranthéne pour 2 molécules de DOPC
F1D1 - 1 molécule de fluoranthene pour 1 molécule de DOPC
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Figure 49 : Expérience de micropipette : deux courbes typiques d'étirement des vésicules de
DOPC sans et avec pyrene. Ces deux courbes sont qualitativement trés semblables, et seule
lI'analyse statistique permet d'observer une augmentation moyenne du module de courbure des
vésicules polluées.

3. Conclusion

L'étude statistique effectuée sur vingt-huit vésicules de DOPC sans ou avec polluants, a
montré que les vésicules de DOPC polluées ont un module de courbure sensiblement plus

élevé que les vésicules de DOPC pur.
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Partie 3

Effet membranaire

C. Titration calorimétrique isotherme

La titration calorimétrique isotherme ou Isothermal Titration Calorimetry (ITC) est une
technique permettant 1'étude d'interactions de toutes sortes, se produisant lors du mélange a
température constante et régulée de deux solutions. Elle se base sur le fait que toute
interaction libere ou absorbe une certaine quantité d'énergie. L'appareil mesure ainsi une
énergie qui est la somme des contributions provenant de mécanismes tel que 1ionisation des
molécules, les changements conformationnels, l'agrégation... (O'Brien et al., 2000).
L'utilisation de cette technique couplée a un logiciel adéquat permet de calculer, entres autres,
la constante d'association (Ka) ou de dissociation (Kd), la stoechiométrie, 1'enthalpie (AH),

l'entropie (AS) de mélange d'un échantillon et I'énergie libre de Gibbs (AG).

Les microcalorimetres modernes sont des outils permettant de mesurer des quantités de
chaleur de l'ordre de 1 pcal (Gueye et al., 2007). Ils sont donc particulierement adaptés a
I'étude physico-chimique d'interactions biologiques mettant en jeu la formation de liaisons
non-covalentes comme les liaisons hydrogenes. Plus généralement, ils permettent de
quantifier les effets thermiques pouvant accompagner les changements de conformation que
subissent de nombreuses molécules biologiques dans le cadre de leur fonction physiologique
(Gueye et al., 2007). Ces performances, alliées a une gestion automatisée de
I’expérimentation et du traitement des résultats, font que la microcalorimétrie occupe une
place de plus en plus importante en biologie. Il faut cependant noter les contraintes
expérimentales séveres pour l'obtention de résultats reproductibles et fiables : dégazage
poussé des solutions, nettoyage parfait de la cellule de mesure et de la seringue d'injection, et

enfin équilibration longue en température de l'ensemble du dispositif avant toute mesure.

Toutes ces contraintes font qu'il est difficile de réaliser plus de trois mesures par jour.
A titre d'exemple historique, Kittzinger a pu, grace a cet instrument, mesurer la chaleur de

réaction lors de l'interaction de l'albumine avec un anticorps dirigé contre cette protéine

(Kitzinger et Steiner, 1956).
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1. Principe de la titration calorimetrique isotherme

Le principe de la calorimétrie isotherme a titration est le suivant : une macromolécule située
dans la cellule de mesure d’un calorimetre isotherme est progressivement saturée, a
température constante, par I’injection d’aliquots d’un ligand a partir d’une seringue. A chaque
ajout de ligand correspond un échange thermique signant I’interaction macromolécule-ligand,
signal proportionnel a la quantité de complexe formé. Les quantités de chaleur mesurées
permettent d’obtenir 1’isotherme de liaison, et les parametres de I’interaction sont déterminés
au moyen de modeles proposés par le logiciel de traitement des résultats.

Le principe méme de la méthode et la sensibilité de 1’appareillage permettent d’étudier une
interaction avec une quantité minime de réactifs. Typiquement, en supposant une énergie
d'interaction de l'ordre de 10 kJ par mole, et une sensibilité de détection de quelques micro-
Joules, il est conseillé de travailler avec des solutions de réactifs de concentration supérieure a

0.1 mM par litre.

2. Les liposomes

Les lipides appartiennent a une famille particuliere de molécules amphiphiles qui possedent
une téte polaire, donc hydrophile, chargée ou non, et au moins une chaine aliphatique,
hydrophobe (Schechter, E., 1993). Lorsqu’ils sont mis en solution aqueuse, ces composés
amphiphiles, vont dans un premier temps se positionner aux interfaces, comme a I’interface
eau-air : la partie hydrophile du composé amphiphile est solubilisée dans 1’eau tandis que la
partie hydrophobe est exposé a 1’air. Lorsque la concentration en molécules amphiphiles est
augmentée jusqu’a saturation de l’interface eau-air par une monocouche adsorbée, des
molécules individuelles restent en solution. Cependant, si ces molécules restaient solubilisées
de facon individuelle, cette situation serait treés coliteuse en énergie libre car les parties
hydrophobes de la molécule seraient alors exposées a 1’eau. Afin de minimiser 1’énergie libre
du systeme, un auto-assemblage des molécules individuelles a lieu. Cet auto-assemblage peut
étre a I’origine de nombreuses phases de morphologie différentes (Partie 3, point 1.4)

Les liposomes, obtenus a partir de molécules amphiphiles naturelles (phospholipides par
exemple), et les niosomes, composés de molécules amphiphiles synthétiques non-ioniques
(alkyl éthers de polyglycérols par exemple) sont des structures microscopiques (1,025 a
plusieurs microns) constituées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques séparées par des

compartiments aqueux (Bangham A.D. et al., (1965) qui s’apparentent a la structure

lamellaire du ciment intercornéocytaire de la peau.
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3. Matériels et méthodes
3.1. Matériels
3.1.1. Matériel pour la fabrication des liposomes

- Le phospholipide utilisé dans cette étude est le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DOPC, 99%, Sigma-Aldrich).

- Les polluants utilisés sont le pyrene et le fluoranthene (Sigma-Aldrich)

- Le solvant utilisé pour la dillution des polluants est le dichlorométhane (Sigma-Aldrich)

- L’extrudeur (Avanti Polar Lipids, Inc)

- Les supports de filtres (Avanti Polar Lipids, Inc)

- Les filtres (Avanti Polar Lipids, Inc)

- Les micro-seringues de 100 et 250 pL. (Hamilton Co, Etats-Unis).

3.1.2. Matériel pour la caractérisation des liposomes

- Le Zgtasizer Nano ZS (Malvern Instruments Co, Grande-Bretagne)

3.1.3. Matériels de ’ITC

Le dispositif de I'ITC comprend :
- L’appareil de dégazage (TA Instruments, Etats-Unis)

- Le microcalorimetre (Microcalorimetry Compendium Vol II, TA Instruments, Etats-Unis).
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Figure 50 :
a. Vue générale du microcalorimetre

b. Vue interne du microcalorimetre

Le dispositif de calorimétrie de titration isotherme (ITC pour Isothermal Titration
Calorimetry) représenté sur la figure 50, est un microcalorimetre de la marque TA
Instruments. II est constitué de deux cellules de 1400 pL, la cellule de mesure et la cellule de
référence, situées au coeur de l'appareil, dans une enceinte a l'isolation thermique tres
élaborée, munie d'un dispositif de régulation thermique permettant de contrdler a 10 degrés
pres la différence de température entre ces deux cellules, et de mesurer la chaleur nécessaire
au maintien de cet équilibre thermique. Une seringue placée dans la partie supérieure de
'appareil contient la solution titrante qui va étre injectée dans la cellule de mesure, par étapes
contrdlées. L'aiguille de la seringue comporte une pale d'agitation pour accélérer le mélange et

donc la réaction entre les réactifs mis en présence.
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3.2. Méthodes

3.2.1. Préparation des liposomes

Dans cette partie nous décrivons nos expériences de titration calorimétrique obtenues en
mélangeant diverses solutions de liposomes avec des solutions aqueuses pouvant contenir du
polluant. La technique de fabrication et de caractérisation des liposomes est décrite ici. Les
liposomes peuvent étre pur (DOPC) ou bien réalisés a partir de mélanges DOPC + polluant.
Dans ce dernier cas, comme pour la fabrication des vésicules géantes décrite plus haut, nous
réalisons une solution de chloroforme contenant le mélange adéquat DOPC + polluant. Le
mélange est en général une solution a 10mg/ml de DOPC. On préleve 300 uL de cette
solution que l'on dépose dans un ballon. On évapore le chloroforme sous vide au
ROTAVAPOR pendant 30 a 60 minutes. Sur le film de DOPC formé au fond du ballon, on
ajoute 2.7 mL d’eau milliQ pour avoir une solution a 1 mg/mL qu’on agite pendant une a
deux heures pour a avoir une solution homogene. Cette solution est extrudée pour obtenir des

liposomes unilamellaires, que 1'on caractérise ensuite au zEtasizer.

3.2.2. Extrusion des liposomes de DOPC a travers des membranes poreuses calibrées
(filtres)

Les liposomes obtenus lors de la dispersion du film de lipides (ou du mélange lipide-polluant)
sont en général des objets multilamellaires trés polydispersés en taille. La phase d'extrusion
permet de transformer ces liposomes en vésicules unilamellaires et monodispersées en taille.
La technique consiste a passer plusieurs fois (11 a 16 passages) a travers une membrane
poreuse calibrée la solution de liposomes précédente. On utilise pour cela une paire de
seringues identiques de 250 microlitres ou 1 millilitre, suivant les besoins, qui sont connectées
au corps de I'extrudeur, simple réceptacle contenant la membrane calibrée.

Il en résulte un dimensionnement des liposomes qui tend a se stabiliser apres une dizaine de
passages. Dans notre expérience nous avons utilisé des membranes de 100 nanometres de

porosité.
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Figure 51 : [’extrudeuse

Nous faisons passer 250 pL de solution de phospholipide dans deux seringues identiques par
des mouvements de va et vient. Ces seringues sont fortement insérées le long d’un conduit
creusé dans le support de I’extrudeuse. L’une sert de seringue de prélevement et I’autre de
seringue de réception. On exerce une pression manuelle sur les liposomes en les poussant
d’une seringue a une autre pendant 11 a 16 passages. Les liposomes calibrés sont recueillis
dans la seringue de réception.

On détermine la taille des liposomes ainsi obtenus, grace a 'appareil Zetasizer Nano ZS.
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Figure 52 : Le Zétasizer Nano ZS (Malvern Instruments Co, Grande-Bretagne)

Le Zétasizer Nano ZS mesure la taille des particules dans un liquide jusqu’a moins d’un
nanometre en observant le mouvement thermique ou mouvement Brownien des particules. La
taille des particules est mesurée en analysant les fluctuations d'intensité de la lumiere diffusée,
a partir de la relation de Stokes-Einstein, qui relie la taille des objets diffusants, la viscosité du
fluide et le temps caractéristique de fluctuations de l'intensité lumineuse. Cette méthode est
appelée diffusion dynamique de la lumiere. La figure suivante montre une dispersion typique

de la taille des liposomes apres extrusion.
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Figure 53 : Répartition des tailles des liposomes

3.3. Types d'expériences réalisées

Nous avons préparé des liposomes de DOPC pur, et des liposomes mixte DOPC-polluant en
mélangeant les solutions mere de DOPC et de polluant de fagon similaire a ce qui a été réalisé
pour les vésicules géantes. Les concentrations relatives polluant-phospholipide de 1:1 et 1:2
ont été réalisées. Les liposomes ont été extrudés comme décrit ci-dessus.

Toutes les solutions (eau milliQ, liposomes, solutions de polluants) sont dégazées sous vide
(600 mm Hg) dans I’appareil de dégazage pendant 15 minutes a 25°C avant leur utilisation,

condition nécessaire pour réaliser une expérience propre de titration.

3.3.1. Injection de liposomes mélangés avec du polluant dans I’eau

Lors de cette expérience, la cellule de mesure contient de 1’eau milliQ et la seringue contient
des liposomes obtenus a partir d’un mélange initial de DOPC et de polluant. On mesure ainsi
la chaleur de dilution de liposomes pollués.

3.3.2. Injection de liposomes de DOPC dans une solution de polluant.

Au cours de cette expérience, la cellule de mesure contient une solution de polluant en
concentration de saturation. La seringue contient les liposomes de DOPC purs. On mesure
ainsi la chaleur de mélange de liposomes de DOPC dans une solution aqueuse contenant le

polluant.
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4. Résultats

Toutes les expériences de titration que nous avons effectuées présentent des pics
exothermiques. La mesure de la chaleur dégagée lors du mélange s'obtient a partir du calcul
de l'aire sous la courbe de la figure 54, qui montre la puissance dépensée par l'appareil au
cours du temps pour maintenir la différence de température constante entre la cellule de
référence et la cellule de mesure, dans laquelle se produit le mélange. Il faut noter que les
valeurs mesurées de chaleur de réaction sont trés proches entre elles pour toutes les
configurations testées dans cette étude : dilution de liposomes de DOPC dans I'eau, dilution
de liposomes chargés en polluant dans l'eau, et dilution de liposomes de DOPC dans I'eau

chargée en polluant.
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Figure 54 : Allure typique des courbes d'ITC, obtenues en injectant 10 microlitres de solution
dans la cellule de mesure.

La figure 55 résume les résultats obtenus; pour trois concentrations de phospholipide par unité
de volume (0.1, 0.5, et 1.0 mg/ml). Nous constatons d'une part que la chaleur de réaction
augmente avec la fraction en liposomes, et d'autre part qu'il y a apparemment une différence

entre les chaleurs dégagées dans les différentes configurations expérimentales.
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Ainsi, la chaleur dégagée lors du mélange de liposomes de DOPC dans une solution saturée
en pyrene semble supérieure a la chaleur dégagée lors du mélange de liposomes mixtes DOPC
-pyrene dans une solution d'eau, elle méme supérieure a la chaleur dégagée lors de la dilution
de liposomes de DOPC dans 1'eau. Malheureusement ces différences sont minimes et de
I'ordre de la résolution expérimentale. Il parait difficile de tirer des conclusions quantitatives
de cette étude. En théorie, connaissant les concentrations en liposome et en polluant il serait
possible d'estimer les chaleurs de réaction par molécule. Ainsi, on constate que pour la
concentration de Img/ml, les différences observées entre les différentes configurations sont de
l'ordre de 1ulJ. Cette grandeur est une moyenne des chaleurs dégagées lors de chaque
injection, correspondant dans notre cas a 10ul de solution injectée. On observe donc une
chaleur dégagée de l'ordre de 100 Joules par mole de lipide. Dans le cas de l'injection de
liposomes mixtes DOPC-pyreéne par exemple, la fraction molaire de polluant est comparable a
la fraction molaire de DOPC dans la membrane. On mesure donc une chaleur de réaction de
I'ordre de 100J/mole, correspondant a une petite fraction de kgT par molécule, ce qui ne peut
étre raisonnablement mesuré avec cet appareil. Le méme raisonnement peut s'appliquer au cas

de la dissolution de liposomes dans une solution aqueuse saturée en pyrene.
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Figure 55 : Résultats obtenus apres injection des liposomes dans des différentes solutions
de pyrene et de I’eau.
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5. Conclusion

La dilution de liposomes de DOPC est une réaction exothermique, et la dilution de liposomes
mixtes DOPC-polluant ou de liposomes de DOPC dans une solution aqueuse de polluant
conserve cette propriété. Mais 1'exces de chaleur dégagée, due a la présence de polluant dans
la membrane ne peut raisonnablement étre mesurée, et nous préférons ne pas tirer de

conclusion au vu cette étude.
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Discussion-Conclusion

Les objectifs de ce travail étaient d’étudier les interactions polluants (HAP)-récepteurs
adrénergiques dans le tissu adipeux.

Il s’agissait de vérifier I’hypothese selon laquelle dans le cas d’une obésité liée a la pollution
alimentaire ou environnementale, les polluants (HAP) empécheraient la lipolyse des
triglycérides dans le tissu adipeux.

Notre travail a été essentiellement expérimental et a nécessité la mise en ceuvre de
nombreuses techniques de mesure (réceptologie, €lectroformation de membranes modeles,

microscopie, technique de micropipette et titration calorimétrique isotherme).

Concernant la réceptologie, les principaux résultats obtenus montrent que:

- I’addition de BaP a des concentrations de 107'? et de 10® M ne provoque aucune inhibition

de liaison de contrdle. Le BaP ne semble pas se fixer directement au récepteur adrénergique.

Trois séries d’exploration ont été menées :

- Etude in vitro de liaison « binding » des récepteurs B3 en présence de benzo[a]pyrene

Le récepteur utilisé (réf cellules SK-NC d’origine endogene), le ligand (CYP marqué a I’iode
125 dans du propanolol (1uM) et les conditions d’incubation et de détermination sont
identiques a la méthode de Curran et Fahman, 1996. La liaison (« binding ») spécifique aux
récepteurs est définie comme la différence entre le total «binding » et le «non spécific

binding» déterminée en présence de benzo[a]pyrene.

- Etude in vitro de I’effet benzo[a]pyreéne sur ’activité des récepteurs f;

Le récepteur utilisé est un recombinant humain (référence HEK -293 cellules) Curran et
Fahman, 1996. La stimulation par 1’isoproterenol (1nM) en incubation (30 min a 22°C) induit
des modifications de concentration en AMPc suivie par une méthode de fluorescence
(méthode HTRF). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la réponse de

I’action de 1’agoniste sur le récepteur.
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- Etude in vitro de ’effet benzo[a]pyrene sur ’activité des récepteurs f3;

Méme protocole que précédemment sauf que le récepteur est le récepteur endogéne non
peptidique (réf SK N MC cells) : I’isoprotérénol stimulant est a la concentration de 5 uM ;
I’incubation est réalisée a 22°C pendant 10 min seulement.

Les analyses de liaison révelent que le benzo[a]pyréne ne lient pas le B1, B2, B3 adrénergiques
humains. Le pourcentage (%) en moyenne de l'activité spécifique de controle (n = 2) reste
égal a 100% de l'activité spécifique de contrdle, quelle que soit le benzo[a]pyréne testé. Par
conséquent, l'hypothese selon laquelle l'inhibition de la lipolyse peut étre due a une
compétition entre le benzo[a]pyrene et B-agonistes, tels que les catécholamines pour lier le -
adrénergiques ne semble pas étre pertinente. Cette observation tend a renforcer I'hypothese
selon laquelle le benzo[a]pyréne induirait une inhibition de la lipolyse par l'accumulation au
niveau de la bicouche de phospholipides et des changements de conformation de la bicouche
de phospholipides dans les environs des récepteurs a sept domaines transmembranaires qui
sont B-adrénergiques. Pour tester cette hypothese, un test fonctionnel a été réalisé sur cellules
HEK-293 avec les récepteurs Pl-adrénergiques humains. Ce test a consisté a mesurer le
niveau d'’AMPc produit en présence de diverses concentrations de benzo[a]pyrene en utilisant
isoprotérénol a 1 nM comme agoniste de contréle pour générer un controle a 100 % de
production d’AMPc.

Néanmoins une 1égere décroissance de production d'AMPc, indépendamment de la teneur de
la concentration en benzo[a]pyrene a été observée. Sur plus de 16 AMPc mesurés, 11 ont été
jugés en dessous de 100%, 3 égal a 100% et 2 ci-dessus de 100% de la production d'AMPc.
Contrdle réalisé sans le benzo[a]pyreéne. Ces résultats sont en conformité avec une perturba-
tion du bon fonctionnement de la B1-adrénergique en présence de benzo[a]pyreéne, en raison
que le benzo[a]pyrene induit des changements conformationnels de la bicouche de phospholi-
pides dans les environs du récepteur.

Cette derniere observation a motivé une enquéte fine de la bioaccumulation des HAP au ni-

veau des bicouches phopholipidiques.

Concernant les membranes biomimétiques ou membranes modeles

Nous avons utilisé deux méthodes d’investigation de I’accumulation des polluants
aromatiques polycycliques (HAP) dans la membrane adipocytaire, en étudiant cette

accumulation dans des membranes modeles. Dans ce but, nous avons utilisé des vésicules
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géantes (GUVs) de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). Dans une premiere
méthode, du pyrene (C16H10) ou du fluoranthéne (C16H10), deux polluants HAP, ont été

incorporés dans la membrane deés la fabrication des GUVs : nous avons testé des
concentrations d’une ou deux molécules de polluant pour deux molécules de phospholipide.
Dans une seconde configuration, nous avons introduit des GUVs de DOPC dans des solutions
de glucose incorporant les polluants a des concentrations micromolaires, et nous avons mis en
évidence une incorporation des polluants dans la membrane.

L’observation quantitative de la fluorescence des vésicules au moyen de la microscopie
optique, nous a permis de calculer les concentrations de polluant dans les membranes dans
cette seconde configuration. Cette concentration varie de 4 a 13% de polluant dans la
membrane respectivement pour le pyrene et le fluoranthene.

L’expérience sur les membranes modeles de phospholipides (DOPC) a permis de confirmer
les hypotheses de Jimenez et al. (2002). Hypotheéses selon lesquelles les polluants
s’accumulent au niveau des phospholipides de la membrane cellulaire et partant de la cellule

adipeuse au bénéfice de leur caractere lipophile.

Concernant I’étude des propriétés élastiques des membranes modeles par la

méthode de micropipette

En comparant les constances d’élasticité des vésicules de DOPC non polluées par rapport aux
vésicules de DOPC polluées, on constate que la présence de polluant dans la membrane
augmente légerement la rigidité de la membrane. Cette rigidité varie d'un polluant a un autre.
Dans nos expériences la rigidité est accentuée surtout en présence de pyrene pour lequel on
a en moyenne, 21 kBT pour la concentration d'une molécule de pyréne pour 2 molécules de
DOPC ; 11 kBT pour 1 molécule de pyréne pour 1 molécule de phospholipide, 13 kBT et 12
kBT respectivement pour 1 ou deux molécules de fluoranthéne pour 1 ou 2 molécules de
phospholipide. Quant au DOPC sans polluant, son module d'élasticité est en moyenne de 7

kBT.

Concernant I’étude de la titration calorimétrique isotherme (ITC)

Nous avons obtenu pour 3 concentrations distinctes (0,1 ; 0,5 et 1 mg/mL) pour les liposomes

injectés dans de I’eau une pente K de 6,39 tandis que pour les liposomes de mélange de
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DOPC + pyreéne injectés dans de I’eau milliQ (lipo-pyreéne_eau), K;= 4,54. Quant aux
liposomes de DOPC injectés dans une solution de pyrene (lipo-eau_pyrene), K,= 4,88.

La différence de pente est respectivement de : AK; = 1,85 ; AK, =1,51.

Ainsi nous pouvons dire que la liaison des liposomes avec les polluants est une réaction

exothermique. Mais la chaleur dégagée est tres faible.

Par rapport a I’hypothese de départ, les résultats exprimés dans ce travail apportent la preuve
que l’effet des polluants sur les mécanismes lipolytiques ne doit pas étre recherché sur
I’action directe du polluant sur la réactivité du récepteur par rapport a son ligand.

L’accumulation des polluants de type hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) est
généralement recherchée dans la vésicule lipidique, eu égard a la lipophilie de ces substances
aromatiques. Nos résultats sur ’accumulation des polluants dans les membranes de

phospholipides confirment ainsi I’hypothese de Jimenez et al. (2002).
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Annexes

PCDD-F, PCB, HAP, HCB

Dioxines et furannes - PCDD-F
Source : CITEPA / CORALIE format SECTEN - mise a jour 23 février 2006
Période d'observation : depuis 1990

Emissions :
Emissions en 2004 : 310 g ITEQ

Maximum observé : 1 892 g ITEQ en 1993
Minimum observé : 246 g ITEQ en 2003

Evolutions :

Evolution 2004 / 1990 : -82 %
Evolution 2004 / maximum : -84 %
Evolution 2004 / minimum : +26 %

Sous-secteurs prépondérants en 2004 (cinq premiers des émissions totales) :
1 - Autres secteurs de la transformation d'énergie 52 %
2 - Traitement des déchets 16 %
3 - Métallurgie des métaux ferreux 16 %
4 - Résidentiel 10 %
5 - Métallurgie des métaux non-ferreux 2,1 %

Commentaires :

Les phénomenes complexes conduisant a la formation de dioxines et furannes se produisent
dans des conditions particulieres de combustion que 1’on peut rencontrer dans tous les
secteurs mais plus particulierement au cours de 1’incinération des déchets et de la production
d’agglomérés pour les hauts-fourneaux, voire dans quelques autres procédés particuliers.

En 2004, les émissions de dioxines et furannes représentent 310 g ITEQ (équivalent toxique
international). Depuis 1990, ces émissions sont en tres forte baisse (-82% soit -1 455 g ITEQ).
Cette diminution est observée dans l'ensemble des secteurs, en particulier grace aux progres
réalisés dans les domaines de l'incinération des déchets et de la sidérurgie.

Toutefois, une légere hausse des émissions entre 2003 et 2004 est observée (+26% soit une
augmentation de +64 g ITEQ) suite, en particulier, a un dysfonctionnement d'un des
incinérateurs avec récupération d'énergie fermé depuis.

Les secteurs qui contribuent principalement aux émissions de PCDD-F en 2004 sont : la
transformation de 1'énergie (53%), 1'industrie manufacturiere (35%) et le résidentiel/tertiaire
(10%). Les autres secteurs ont une contribution limitée (moins de 1%), voire nulle, comme
dans le cas du secteur "autres".

La majeure partie des émissions issues de la transformation de 1'énergie est engendrée par
l'incinération des déchets avec récupération d'énergie (98% des émissions de ce secteur en
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2004). L'incinération des déchets sans récupération d'énergie, rattachée a l'industrie
manufacturiere, représente moins de 10% des émissions de ce dernier secteur en 2004 alors
qu’il en représentait 76% en 1990. Cette baisse fait suite aux progres réalisés mais surtout au
développement depuis 1990 de la récupération d’énergie passé de 69% a 96% des quantités
incinérées sur la période.

Les progres réalisés dans le secteur de la métallurgie des métaux ferreux, particulierement
pour la production d’agglomérés, ont permis de réduire les émissions propres a ce secteur de
87% de 1990 a 2004. Toutefois, ce secteur représente entre 15 et 20% des émissions totales de
la France métropolitaine en fonction de 1'année considérée.

Les perspectives a court terme restent orientées a la baisse avec notamment en 2005 la mise
en oeuvre de l'arrété du 20 septembre 2002 (directive européenne 2000/76/CE) relatif a
l'incinération des déchets.

Emissions de dioxines et furannes dans l'air
en France métropolitaine
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Etude des interactions polluants aromatiques polycycliques (HAP) - récepteurs adrénergiques -
phospholipides membranaires dans le tissu adipeux

Résumé

L'obésité est une maladie définie par une accumulation de masse grasse dans le tissu adipeux ayant des
conséquences néfastes pour la santé. Les causes de 1’obésité sont multiples.

Dans un travail récent, il y a été démontré le rdle de la pollution environnementale dans la prise de
poids.

Dans ce travail, les hypotheses selon lesquelles les récepteurs adrénergiques situés a la surface des
cellules adipeuses seraient le siege de ’action des polluants aromatiques polycycliques ont été
vérifiées par le dosage de plusieurs agonistes et antagonistes spécifiques et non spécifiques en
présence ou non du benzo[a]pyréne sur des récepteurs humains et de cellules d’hamster chinois
(CHO).

Les quantités d’ AMPc obtenues montrent que les HAP ne se déposent pas sur les récepteurs By, B, B3
adrénergiques.

Cette accumulation se fait au niveau des phospholipides de la membrane cytoplasmique des cellules.
Ce qui cause une rigidité des membranes.

Cette observation tend a renforcer 'hypothese selon laquelle le benzo[a]pyréne induirait une inhibition
de la lipolyse par I'accumulation au niveau de la bicouche de phospholipides et des changements de
conformation de la bicouche de phospholipides dans les environs des récep-teurs a sept domaines
transmembranaires qui sont -adrénergiques.

La liaison de la bicouche phospholipidique avec les HAP utilisés est une réaction exothermi-que avec
un faible dégagement de chaleur.

MOTS-CLEFS : benzo[a]pyrene - pyrene - fluoranthene - lipolyse - adrénaline - vésicules géantes de
phospholipides (GUVs) - liposomes.

Interrelationship between PAH - adrenergic receptors — phospholipid membranes in
adipose tissue

Abstract

Obesity is a disease defined by an accumulation of fat in adipose tissue with adverse consequences for
health. The causes of obesity are many.

In recent work, there was demonstrated the role of environmental pollution in weight gain.

In this work, the assumptions that the adrenergic receptors on the surface of fat cells would home to
the accumulation of polycyclic aromatic pollutants have been verified by measurement of several
agonists and antagonists specific and non-specific in the presence or absence of benzo[a]pyrene
receptors on human cells and Chinese hamster (CHO). The amounts of cAMP obtained showed that
PAHs are not deposited on B-receptors, B, B, B3 adrenergic receptors.

This accumulation occurs at the cytoplasmic membrane phospholipids of the cells. What cau-ses
stiffness of the membranes. This observation tends to reinforce the hypothesis that benzo [a]pyrene
induce an inhibition of lipolysis by the accumulation in the phospholipid bilayer and conformational
changes of the bilayer phospholipids in the vicinity of receptors seven transmembrane domains which
are Pf-adrenergic receptors.

Binding of phospholipid bilayer with PAHs used is a reaction exothermic with a low heat.
KEYS WORDS : benzo[a]pyrene - pyrene - fluoranthen - lipolysis - epinephrine - giants phospholipid

vesicles (GUVs) - liposomes.
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