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PCDD PolyChloroDibenzp-Dioxine
PF: Particules Fines

PM: Particulate Matter

pré-miARN : précurseur du miARN
pri-miARN : primarmiRNA

PRR : Pattern Recognition Receptors

gPCR PCR quantitative en temps reel
[Q1;Q3]: [1¢" quartile ; 3™ quartile]

Vil



R:
RORt : Retinoic acid recepterelated
Orphan nuclear Receptor gamma
RQ: Relative Quantification

RT: Rétrotranscription

S:
SLC : SoLute Carrier
SLCO : SoLute Carrier Organic anion
SNRNA small nuclear RNA
SQ : Dioxyde de soufre
SQ? : lons Sulfates
SOD : SuperOxyde Dismutase
SOx Oxydes de soufre

STAT Signal transducer and activator of
transcription

SULT : SulfoTransférase

T:
Tbx21: T-box 21
TCR T Cell Receptor
Th : lymphocytes T helper
TNF r: Tumor Necrosis Factalpha
TP53 :Tumor Protein 53
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frontieres. Avec les composés gazeux, les particules en suspension constituent les principaux
%}ooU VSe Su}le%Z E]<«u «Xirainshgpe dgs Pphfticules aimosphériques ont
E uu vsS S 0 ¢ o v E}P v e ES Jve %}uE o[Z}uu ~"E}}
international de recherche sur le cancer. De nombreuses études ont mis en évidence la
& o S]}v VSE o A % }-4s ppmosphdEiqies € 39 suvenue de pathologies
cardicE *%]E S}]JE « Z 1 o[Z}uu X d}us (}]*U o[ (( 8}« EA % E
fonction a la fois des caractéristiques des particules, mais aussi de la population exposée. Les

personnes agées repsentent ainsi une population sensible particulierement vulnérable.

§§ SZ ¢ (]85 % ES] o[ 34 %o E}*% S]A % ]0}$§ E}sS}

u & 2z T[] vsS](] Sl}v <« (( S e e ve ¢ QOMO °* JUuUMV]S JE
aux particules atmosphériques fines. Pour ce faire, un échantillon annuel de particules fines

§ }oo § ve o[ PPo}u & 3]}v pvl E<p}]s X * % E o A u vse

(Jv []*}o & o0 *» oCu%Z} CS « d <u] }vs Secté&swbarecherche deo ES] [

o[]v(op v A viu oo O[ P *pE o0 E %o}ve e 0O0MHO * JUUMV]:
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Nous présentons notre travail en quatre clitaps.

Le premier chapitre présente une synthése bibliographique sur les particules
Sule¥%zZ E]J<p S o0 }vv ¢ /]S vS e cuE 0 %}oouS]}v Su}e%
% ES S *uE o0 *CeS u Juupv]s JE [ USE %o EDKa&so u viU
particules sur la santé ainsi que les différents mécanismes cellulaires de toxicité seront

évoqués.

Le deuxieme chapitre détaille la méthodologie appliqguée dans cette étude. Il décrira
o °<]S S o § Zv]«wu [ Z vS]oo}vyv rB caractébistiqies]|plysiques et |
chimiques majeures, ainsi que les préléevements sanguins, la culture des cellules et le

protocole des analyses toxicologiques.



Dans le chapitre 3, nous présentons et discutons les résultats des tests toxicologiques

réalisés% U E Su ] E of (( & o] £%}*]8]}v * 0CuU%Z} C& » UE %

Le quatrieme et dernier chapitre vient conclure ce manuscrit et propose des
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CHAPITRE 1.

ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Ce premier chapi¢ sera divisé en cing parties. La premiére partie de cette analyse
bibliographique sera consa@éux particules atmosphériques, a leur classification, leur
formation ainsi ge leur composition chimiqu®ans la deuxiéme partie, les reglementations
relatives aux polluants atmosphériques, en particulier aux particules, seééontes. Par la
*u]S U o[Ju%. § 0O %}0o00uS]}V *uE 0 * VS Zpu ]Jv e E E % E -
épidémiologiques et toxicologiques. Dans la troisieme partie, uneétadlée sur le systeme
immunitaire ses constituantstéeurs roles sera présentée. Ddagjuatrieme partie certains
mécanismes de toxicité pouvant étre induits par des particdesnt élucidés. Les possibles
altérations de ces mécanismes au coursviillissement seronprésentées Lacinquieme
derniere partiede ce chapitr@bordera la notion de biomarqueurd (( S S|} p osjtiofk 860

la pollution atmosphérique



Partie 1: Les particules atmosphériques

W EWY *% ES] o » Su}le%Z E]J<H

> % }oopsS]}v o[ ]E& - 3Snisalipn MosdialE de [ekSanie (OMS) comme
§ v§ o }vs u]v 8]}v o[ VA]JE}vv u v3 v E] UE }u £S E] pucC
%ZCelcp o J}o}Plep «cp] up ](] o & S EJeS]<u e o[ Su}edh.
lieu lorsque diversomposégiazuxU P}us3s o 38 ¢« 8 % ES] po « » SEIPA v§
au-dela de leurs concentrations normales et/ou y sont introduits par des sources anthropiques

ou des phénomenes naturels.
1. (Jv]S]}vU o0 <]J(] S]}v S o]Ju]v S]}v o[ Su

Classificationet mécanismes de formation des particules

Lesparticules v epue% ve]}v ve 0] Su}e % ZdeEtaillés Extrémetnent
diverses variant de quelgues nanometres a quelques micrometre®. %0 &S] MO * V[}VSE %
toutes des formes géométriques bien déés Pour cette raisonle terme de diamétre
aérodynamique équivalentDae) a été concu On assimilele diametre aérodynamique
équivalent d'une particule atmosphériqgue comme égal au diameéfrgav % ES] MO *% Z E]
de densité 1 g/crf) ayant la méme vites Zus Ve o[ JE <p 0 %o ES] po }v
la plupart des situations, la détermination du diamétre aérodynamique suffit pour tracer le
comportement de la particulgue ce soit ve o[ Su}e%BudadE le systeme respiratoire

(filtration et déposition).

Une classification de particules frequemment utilisée (Whitby, 1977) s'appuie sur leur

distribution granulométrique et les répattalors en 2 groupeg-igurel.1) :

- les particulesgrossieres(Dae > 2,5... u:ce sont des particules ayant un diamétre
aérodynamique équivalent supérieur a 2,5 um et généréegoritairement par des
procédés mécaniques. Ellpsésentent une origine naturelle liéel&rosion des sols, du
pétillement de la mer, des volcans cons introduites dans I'atmosphéré&. €& o[]vd EA v3§]}
0 [ Z } ulars par exemple de la manipulation des matiéres premiéres (tas de minerais)

sur les sites industriels.



Partie 1: Les particules atmosphériques

- les particules fines (Dae < 2,m) : cellesci sontconstituées de particules générépar
I'activité industrielle et urbaine mais également de particules biogéniqueminérales
Cette classe de particules peut étre divisée en un mode d'accumulation (0,1 < Dae < 2,5

..ue S pv u} VL 0o S]}v ~ D iUi ...u*U <pu(paitidules v}C pA

ultrafines). Les particules relatives au mode de nucléation proviennent des processus de
condensation de vapeurs chaudes dans I'atmosphére. Ces particules représentent la part
la plus importante en nombre d'aérosols, maiso[JvA Ee+ }\p8ul]lamassedes
particulesen raison de leur taille extrémement faible. Quant aux particules du mode
d'accumulation, elles proviennent des conversions -gazicules ainsi que de la
croissance des particuléssues du mode de nucléati@ous l'effet @& la coagulation ou
de la condensation de vapeurs sur les particules existantes. Malgré leur faible contribution
a la masse totale, ces particules sont caractérig@esine grande surface spécifique qui
E % E » vS 0 °unE( §}S 0 % ElquV]E [ & e JEUY [V %o
surface géométrique des grains, en fonction de la distribution granulométrique et de leur
(JEuUu U 8§ [ uSE % ESU o pE( A 0} %o %o % E 0 ¢ % E

considérer toute la surfacgesparticules, porosité ouverte comprise.
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Figure I1: Mécanisme de formation des aérosols (d'aprés Whitby, 1977).
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Selon leur mécanisme de formation, les particules peuvent étre caractérisées comme

primaires ou secondaires.

- Les partiales primaires

> ¢ % ES] MO ¢ %o E]JU J]E ¢ ¢}vS wu]e e ]JE S u vs ve o[ §
% ES] po JE %oph]e O ¢ e}uE& ¢ [ u]ee]}v v SpUCE amide}pu VvSZC

particules qui n‘ont pas subi de modifications (chimigoigysique) depus leur émission ;
Parmi les sources naturelles, paut citer :

- o[ E&}]}v }o] vv(particubdsomajoritairement composées deartz, de silicates
tels quela kaolinite et le feldspathde carbonates tels que la calcifele sulfate de calcium
et d pxyde de fer)

- les sels maringchlorure de sodium (NaCl), sulfate de sodium, magnésium ou potassium
(N&SQ, MgSQet kSQ));

- les éruptions volcaniquegpyroxenes, feldspaths, plagioclases et aluminosilicael®s
sources biogéniquegels que é&s pollens, les spores, les fragments d'animaux et de

plantes, les bactéries, les algues, les protozoaires, les moisissures et les virus.

Les particules primaires peuvent également étre émises par les activités humaines
réparties en plusieurs secteurs tajge le secteur résidentiel et tertiaire (chauffage au bois,
H (J}po }p p Z & }veU of]v U*SE] u vu( SHUE] E ~u S oouCE
exploitations minieres), le trafic routier (fonctionnement du moteur, abrasion des routes,

abrasion de peus et des freins) eb[ P (E] ravajldes sels)

- Les particules secondaires

Les particules secondaires se fomhenajoritairementa partir des gaz émis de facon
naturelle ou par les activités humaines. Ces derniers subissent des réactions daxydat
entrainant leur conversion ecomposésstables dans un étatondensé. Ce phénomene de
conversion gazt particules donne naissance a des particules de petite taille (quelques
nanometres) qui augmenteapidement par les processus de coagulation et dedemsation.
Cescomposégjazux de déparsont composés essentiellement de souf80), d'azote(NH;

et NQ) et d'hydrocarbures (Pueschel, 199BDe mémesi des particules primaires subissent
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Hv SCE ve(}EuU S]}v HE vS 0 UE - i}uEle egalement dé p4ticulds U }v %o

secondaires.

LeTableau.l|représenteles différentes catégories de particules classées en particules

grossieres ayant un diametre compris entre 2,5 et 10 um, particules fines aBseunférieur

a 2,5 um et qui seront nommées par la suit®ke» et particules ultra fines dont le Dae est
inférieur a 0,1 um. Il donne également une vision sur les propriétés physiques les plus
Ju%e}ES vS o ~u ¢ U viu E U uCE( inede dr{dgue elasse.-@h@cuondg } E | P
de ces caractéristiques affecte la dynamique des particules et ainsi leur comportement et leur

A VIE ve o[ 3u}e%Z E ~"]Jv( o ~ W v ]sU 7ii0*X
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Tableaul.1: Caractéristiques phygies des différentes catégories de particules atmosphérifRegndra et al., 2001)

Taille Distribution Origine A VIE ve o[ Su}e%oz
Granulo Mode de Surface | source de | processus de s Durée de o
e : Masse nombre — : : Solubilité . Elimination
métrie formation spécifique| production | production vie
Peu
Particules o hydrosoluble | quelques
grossiéres Dae > 2,5 sédimentation| 90-95% de la| les moins faible primaire processus | ~ o[p#Bndes| heuresa | déposition
pum ou grossier | masse totale| nombreux | surface mécaniques sels marins) guelques | par gravié
PhMo2s non jours
hygroscopique
_ hydrosoluble
Particules conversion | o .
fines Dae < 2,5 . 1-8% de la | contribution | grande .| gazparticules oL /& %S de§ jours dépbt sec
accumulation . secondaire | : suies) voire des .
pm masse totale | importante | surface a partr des _ semaines et humide
PMzs1 precurseurs hygroscopique
deliquescent
Particules i i dépot
part la majeure condensation p
: < o N : - . :
ultra fines Daem 01 nucléation | extrémement| partie de 10212/1000 secondaire | de vapeurs courte humide
PMo.s H faible of E}e g chaudes nucléation
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Elimination des particules

> ¢ % ES] MO ¢ SuU}*%Z E]<H » *}vS o]Ju]v - O[ Su}e%oZ
humide selon leurs propriétés physiques notamment le diamétre aéranyenae ainsi que
I'nygroscopicité qui permet de définir le pouvoir de la particule a servir de noyau de
condensation nuageuse, et ainsi a déterminer le caractere hygrophijle o[]vA E-

hygrophobe d'une patrticule.

Le dépbt sec la retombée par voie secheeut se définir comme étant le transport
des patrticules vers des surfaces (sol, végétation, immeubles) en absence de précipitation. Ce
u} [ oJu]v S]}v - e epE 0o u V]eu o Juendridfifadless v E\

particules grosgres(Seinfeld and Pandis, 2006)

Le dép6t humide La retombée par voie humide représente le mode principal
[ oJulv §]1}v  « %« KE]®D] 9{OPe]ee [uVv %o iuiesad biouillacd oua la
neige (Seinfeld et Pandis, 1998). On distingue deux phénomeénes appelés «washout» et «
E Jvips iX > A «Z}ud 3 0o[]vd E %3]}v ¢ % ES] pHo ¢ Su}e%Z
de pluie tandis que 0 & ]Jv}usS ~ o]uintéddurvde nodge) correspond a la
v ve §]}v A% HWE [ p *uE o  %hydEdphile sewant coEmes E
noyaux de condensation sur lesquels se forment les gouttelettes de nuage. Lorsque ces

gouttelettes grossissent suffisamment, les partis sont éliminées lors des précipitations.

e« E 3}u e Zpu] e} e Z * % HA VS e %E} U]E SE - 0}]\
des polluants et causer des effets néfastes esgétosysteme § o «<p o[ ] J(] S]iv =<« o

qui entraine le dépeuplementednombreuses espéces ou le dépérissement des foréts.

2. Composition chimique des particules

JVEE JE u v8 HAE %}oop v3e P 1 HAEU 0 ¢ % ES] pHo * }v§
hétérogéne et complexe de constituants organiques et inorganiques. Cette compaesition
en fonction de l'origine, des conditions météorologiques ainsi que du temps de séjour et de

leurs évolutions physicoZ]Ju]J<u ¢ ve o[ Su}*%Z E X
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Les especes majoritairement retrouvées au sein des particules sont
Les especes carbonées

2.1.1. Le carbone&tlémentaire (EC)

> e (E}e}oe E }V e % PA VS ISE Ju%ol}e o [uv "HE (
appelé aussi carbone suie. Ce carbone provient essentiellement de sources anthropiques
notamment toutescelles faisant appel a un procédé de combustion, que itéguartir dede
Ju ped] 0 ¢ (}ee]Jo » ~ ]+ oU e v U P I v SEWEendyaugarboné J}u -
peuwent se fixer, s'adsorber, des molécules notamment des composés organiques, des
hydrocarburesde la matiérebiologique, des aérosols acidesdes métaux. Plus la surface

spécifique de la particule est importante plus le pouvoir d'adsorption est grand.

2.1.2. Le carbone organique (OC)

> "THE o[ E}*e}o % pnsS !SCE vSIpuE [UVv % 00] poO [
composés organiques adsorbést O€peut étre classé en Qéssiesproduit de la combustion
incompléte des combustibles fossilEharbon, fioul, gaz, carburanéshaute températurest
provient principalement [ u]ee]}ve 0] S€E WYe% }ESU o[]v u*SEDNn § pun Z
distingue égamentle carbone organiqu®Chiomassprovenant de la combustionubois et

[ USE « u 8] E <(BAettals 2005Ravindra et al., 2008; Valavanidis et al., 2006)

Parmi les espéces caractéristiques de ces deux catégariestrouve les Composés
KEP v]<pg ¢ s}o §]Joe ~ Kse <«u] *[}EC VS ve o3, fudadieal E %o (
hydroxyle (OH*) ou le radical nitea(NQ?*) et produisent des especes ayant des pressions de
vapeur suffisamment basses. Ceci assure la condensation de ces composés de la phase
gazeuse vers la phase particulaire aboutissant ainsi a la formation des aérosols organiques
secondaires (AOS) (HIr et Seinfeld, 2008)On peut citer également les hydrocarbures
aromatiques polycycliqgues (HARpmme le benzo(a) pyrene[@) connu pour sa toxicité,
v v }E [ coinfibsés formés lors de la pyrolyse du bois tels lgukevoglucosan
utilisé comme traceur de combustion de biomas@ideal, 2014) Une troisieme catégorie
regroupe les OGogeniqueprovenant des hydrocarbures émis directement par les plantes. Les
composésentrant dans cette catégorieE PE}u% vS puv o EP <% SE [ZC

aliphatiques tels que les éthers, lafcools, les cétones, les aldéhydes, les quinones, les

9
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composés aminégValavanidis et al., 2008L.es composés les plustrouvés sont les

§ E% vib U pv (uloo [ZCs@af deadBomEeuseBodeckspibgenques

§ VSZE}%o]<H * U %o E * VS Ve viu E pAE } i S p <u}s] ]\
us E] A }veSEHWM S]}v S [u v P uvs . }]*U u} Jo] E-
%o E} U]Se v §§}C P U *} }E]e vSe parfumges). \Cettg [fahjille
regroupe les terpenes oxygeneés et les terpenesyd&a CP v ¢ X > [ }ld@Ethyl1,3-
butadiene) est le composé le plus répandu. Il représente a lui seul plus de la moitié des
eémissions de COV biogéniqu&enther et al., 1995Bharkey et al., 2008)

La fraction minérale

2.2.1. Lesons inorganiques

Parmi ledifférents ions présents dans la composition des aérosols, les ions sulfate
(SQ?%), nitrate (N@), ammonium (Nkf), chlorure (C), sodium (N3, calcium (C#),
magnésium (Mgf) et potassium (K sont les plus abondants et lptus importants dans la
détermination de la contribution naturelle et anthropiquie sourcesle particulegKfoury et
al., 2016a)

2.2.1.1 Les composés a base de soufre

Dans la nature, lesolcans, ésflores marine et terrestre, la faune et la combustion
de la biomasse sont responsables de la majeure partie des émissions de produits soufrés
(Seinfeldand Pandis, 2006)Les émissions anthropiques de composés a base de soufre sont
dues a la combustion des combustibles fossiles soufrés, tels que le charbon, le coke de
% $E}o U o (]}po o}uE }p o P i}o S o SCE& ve(}E&u 3]}

manufacturiére.

Les composés soufrés ve o[ Su}ePs@iglnent principalement des émissions
de dioxyde de soufre (S® «<u] [} £C V spuo( S < pDeet(detd contribyer au
phénomene de pluies acides. Ces composés peldgaiementavoir desorigines naturdes,
telles que €s émissions marines et volcaniqu@asus forme de 6 et S@). La présence

d'ammoniac % Eu § [ des @eijdEessus de neutralisatiogui se traduisent pata

10
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formation de NHHSQ et (NH;)2SQ (Renard et al., 2004Pe plusune réactionentre HSQ

et le CaCea été montrée durant les transports des poussiéseas delongues distancest

aboutissant a la formation de Caf@H0 (Hwang and Ro, 2006) [ uSE Y%ansEsél
Su}e%Z E u E]J]v S €S] EU S Vv %E v [Zpu]l 1S U o « }

réagir avec les particulete sels marins, riches édaCl aboutissant la formation de NgSQ,

tandis que le chlore perdu de retrouve sous la formeHdd volati(ten Brink, 1998)
2.2.1.2 Les composés a base d'azote

Le trafic routier ainsi que les activités industrielles et les processus de combustion

~ Ju pe8] 0 ¢ (}er]o U J}u ee e e}vE ¢ JUE PIEC YE}S [ u]ee])
(NO,NQOy). Quant aux sourceasaturelles elles regroupent les phénomenes électriques dans
I'atmosphere (les oragesyénérant NO, puis NO of[]eep [uv }AEC S]}vU o} CE
'ammoniac naturel (N} provenant de la croute terrestre (Middleton, 1995). Le nitrate
atmosphérique provientle I'oxydation du dioxyde d'azote (MCen acide nitrique (HN§R

[MV % &SU JVSE] L M %Z Vviu v %oOpu] * ] o S [ USE %
des particules secondaires.eét neutrali®€ % & o[ uu}v] %}uE (}EU E e %o C
NHING: X > 8 ]o]S8 H v]SE 8 [ uu}v]pu % Vv 0 S W% E SuC

ee S U% E SPHE U [ *8 %}uE<p}] » v VvSEE SY}Z]AVEou]® <3
été. De mémeHNQ peut réagir avec le chlorure de sodium en atmosphére cétjgour
donner le nitrate de sodium NaN@Dasgupta et al., 2007Harrison, 1996 ; Lin et Cheng,
2007). Dans une atmosphére contenant des particules riches en calcium, provenant des
érosions des sols calcaires, le Cabl€e forme suié a la réaction entre CaG@t le HNGQ

(Hodzik et al., 2006 ; Kouyoumdjian et Saliba, 2006 ; Kocak et al., 2004).

hv pU3E Ju%l}e 1}5 Ju%o]cp ve 0« E §]}ve JVA E-
NHs provenant des sols et des océans ainsi que de la décotigpode matériaux organiques
végétales (d'Almeida et al., 1991 ; Moéller, 1995 source majoritaire de Nidorrespond a
ol o AP o Vv]autnegkactigitésagrioles v}S uu vS o[ % v P sufle® E ]
solsX >[ uu}v] v uSE o]+ itrates HNGet de\sulfates E5Q pour former les
sels d'ammonium tels que le MRIC;, (NH).SQ et NHHHSQ (Renard et al., 2004 ; Seinfeld et
Pandis, 1998).

11



Partie 1: Les particules atmosphériques

L'oxyde de diazote @NKe 3 pv P I 1}8 % @E}A v vE8 ¢ v3] 00 u v$
notamment ladégradation des engrais. Il est émis aussi suite a la décomposition lente de la

veégeétation.
222. [ USE ¢ J}ve u i pE-

La corrélation entre Naet Ct a longtemps été étudié pour identifier la présence des
sels marins dans les particules collectées. Des aé&rosaftins fraichement émis possedent
un ratio CINa* %0 E} Z op] E SE}I A o[ M u & ~iUbie § v ]s <p
C vS ¢ i}uCEv Ve o[ Su}*%Z E u}v3E vScanatioAerorgis@h d@ope (]
o[]Jvd E 3]}v A  o0zeuse$.SOet NB), conduisant & une perte de"C(En zone

€S] & U [ uSE& -« Ny et KIsont majoritairement associés aux émissions de sels

marins(llacqua et &, 2007)X d}pusS (}]*U 0 % & + v e WA ]}ve ve O] ¢

Hee] ISCE A %O0O]<h % E o+ uU]ee]}ve %ot uee] E - *}oeU [ §]

[ ulee]}ve p o e %Z Viu Vv e Ju pes]tv JJu e¢ ~ o U %}S
Les métaux

Leséléments métalliques présents dales particules sont nombreux et provieent

de sources diversdd }vS 0 ¢ % E]V ]% 0 deatfafi€smilier pterddHtimemais

aussia croute terrestrgTableau.2). UnP & v v}iu & * O U VSe ¢}vS % E * V&

de traces, maigependant, les métaux peuvent acquérir le statut de composants majeurs
dans les zones industrielles. La spéciation chimique, qui conditionne la biodisponibilité des
meétaux et donc leur potentiel a participer a des réactions spécifiggé@send de la source

[ ulee]Ov [ S %o YME ejliPo0 u pCE 0 }v VSE S]}v Su}le%ezZ E]

ne suffit pas toujours pour définir ses effets déléteres potenfjelarrison and Yin, 2000)

Les particules du sol peuvent étre mises en suspension dans l'airayr&ent et aux
activités anthropiques. Les proportions des composants chimigues U U & Ud&sPU d]JUY:
E}e}oe 3u}e%Z EJcu * %o E}A v v§ 0 %o }pec] E o &},% &
E} Z e+« A E] VS —pv ]38 [ Su  deda-diiférénce dans I& chmiposition
chimigue des sols. La mise en suspension de ces particules est maximale par temps sec

accompagné de vents importanfdarrison et al., 1997)
12



Partie 1: Les particules atmosphériques

Pour identifierles éléments traceurs appropriés pour les sources de pollution de l'air,

la recherche des corrélations entre les difféeren&néénts forme une premiere étape.

13



Partie 1: Les particules atmosphériques

Tableaul.2 : Sources des différents métaux présents dans la cotipodies aérosols.

Sources

Métaux

Références

Cro(te terrestre

Al, Ti, Ca, Fe, Mg, Na, K

(lacqua et al., 200(Wu et al.,
2007)(Cyrys et al., 2003¥56tschi et
al., 2005)

Trafic

Emission véhiculaire a
O Z %% u v3§

Cu, K, Mn, Zn, Pb, Ba, Sb, Br
Cd

(llacqua et al., 200{Cyrys et al.,
2003)(Thorpe and Harrison, 20084

Emission véhiculaire hors

Fe, CuCd, Ba, Mn (freins de
véhicules)

(Grigoratos and Matrtini, 2015)
(Tsai et al., 2015a)

échappement Zn, BaMn (abrasion des
pneus) (Moreno et al, 2006)
Combustion
(Tsai et al., 20154)lacqua et al.,
fioul lourd Ni, V 2007)(Cyrys et al., 2003Roche,
2016)
(Salvador, 2012Cyrys et al., 2003)
charbon Ni, Pb, Mn, Hg, Cr, Co, Cu, C (llacqua et al., 200{).ecuyer et al.,
2004)
biomasse K (lacqua et al., 2007)

Activités industrielles

Pb, Cd, Ag, Rb, K, Fe
(agglomération de minerais)

(Kfoury et al., 2016a)

Sidérurgie Zn, Mn (aciérie) (Oravisjarvi et al., 2003)

Fe. Pb, Zn. Ni ~ 00[KeS} § oXU 1iid
Pétrochimie Ni, V, Pb, Zn, Cr, Co (Moreno et al., 2006)
Métallurgie Cu, Pb, Zn, Al, Ag (Moreno et al., 2006)

Industrie des giments

Cr, Mo, Ni, Co, , Cu, Ti

(Moreno et al., 2006)

Industrie du ciment

Al, Ca, K, Mg, Sr

(Santacatalina et al., 2010)

Industrie verriere

Al, Ti, Ca, Mg, Fe, Mn, Sr, Rb
Ba, (matiére premiére)

Li, Zn, Ag, Cd, Sb, Pb, Cu, St
(étapes de coloration)

(Ledoux et al., 2017)

(Rampazzo et al., 2008)

14



Partie 1: Les particules atmosphériques

La fractionbiologique

La biosphere constitue une source importante et diverse de particules biogéniques
naturelles primaires [pv Z S E&}P v ]S }ve] dE swoucturds complese
(surfaces rugueuses, pores internes, formes asymétriques)dait les diametres
aérodynamiques peuvent varier considérablement entre plusieurs nanometres et quelques

centaines de micrometres.

Lafractionbiologiqueregroupe des bactéries présentant uderée de vie longue dans
o[ Su}*%Z & e 0 HLE % S]S S ]Joo X > }u%}e]S]}v S }
subissent des changements quotidiens, hebdomadaires et saiso@awiecda plus importante
concentration en été et automne pour les bactéringales et urbaines. Les bactéries
[JE]P]v u E]Jv }vS u] p£E SE ve( E - o[ Su}*%zZ E v
embranchements les plus fréquemment rencontrés regroupent Resteobacteriaen
bactéries grammégatif, lesFirmicuteset les Actinobacteriaen grampositif (Smets et al.,

2016)

Une deuxiéme classe connue pour sa contribution a la fraction biologique regroupe
les champignons, les spores ainsi que les fragments de spores. La plupart des champignons
dans l'air appartiennent aux divisions d@scanycota et Basidiomycota En fonction de
o[ *% U o[ P § e }v ]8]}ve u ] vs eU o ] u SE o ¢ %o]
champignons peut varier entre 2 et 10 um. Ces spores forment des agrégats de chaines
longues affectant le diametre aérodynamiquet par la suite la durée de vie dans
o[ 3u}e%Z E X W Eu] 0 *% <+ 0 * %ladospofins@igmaia e+ }v |3
PenicilliumAspergilluset Epicoccun{Glikson et al., 1995; RNSA, 2011)

Les pollens sont présents dans la fraction biologique des aérosols non seulement sous
(}Eu [Uv]S }u% o & 100/i¥n@Enaisiaussi sous forme fragmentée de 30 nm a 5
RU % E ¢ Ep%3SuE e %}00 ve Vv ¢ [Zpu]l]ld3 o A X > %ol
o[ Su}e%Z E *pu]S pv. . C o = ]Je}vv] E S - E S EJ]* % E pv |

leur diameétre importan

Les virus forment la classe avec le diamétre le plus petit o[} EdgR0 nm et

adherent plus souvent a la surface desrticules. On trouve également dans cette fraction

15



Partie 1: Les particules atmosphériques

e (E Pu vSse %0 VS *U }vS 0 %@E °* v sbaopraupecomnves o[ Su}e

estimateur de la concentration totale de débris de plantasencoredes fibresanimales.

"l o }lpE [ ulJeel}v o % ES] po ¢ itp pv E€0 Ju%}ES \
leurs caractéristiques physigues sont aussi des élémentsndaterts. Les capacités
[ *}E%S]}V * % ES] poe+ sSvs ]JE S uvsS E o] - 0 *uCE(
particules les plus petites présentent généralement la fraction organique la plus importante.
[MV %o}]VS Au Po} oU oetubafidesdoptaes agrégats carbonés avec des
métaux, des ions sulfates et nitrates et des espéces organiques adsorbés a leur surface tandis
gue les particules grossieres sont constitm@goritairementde minéraux dérivés de la croute

terrestre,deses o u E]Jve S u S E] pA&E [}E]P]v ]}o}P]lcp X
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W &Y WloouB|[ (E o u vS S]}tve S Ju%

O ¢ VS

1. W}loousS]}tv : réglédmedations relatives aux polluants

atmosphériques

La pollution ne constitue en aucun cas un probleme réaantun phénomeéne

%]} J<p X % v vSU V[ 8 <u[ %bERisedes majéuiigde polluton que
le risque attribué a cette derniére a été pris en conscience. Au cours tt§ gécle, de
nombreux épisodes catastrophiques de pollution atmospié ont eu lieu. En 1930, la vallée
de la Meuse, en aval de la ville de Liege fortement industrialisée, a été couverte par un épais
nuage de suie pendant les 5 premiers jodesiécembre. Des milliers de personnes ont connu
des signes et des symptomespeatoires, et plus de 60 personnes saliicédéesiurant les
3 jours suivants. Cet épisode a contribué a la premiére preuve scientifique molesaftets
négatifsde la pollution atmosphériquseur la santé humain@Nemery et al., 2001Quelques
années plus tard, a Donora une ville industsiédi en Pennsylvanie, un nuage de particules et
de gaz a couvert la ville du 26 au 30 Octobre 1948. Parmi les 14000 habitants, entre 5000 et
7000 personne®nt été malades, 400 ont été hospitalisées et 20 sont resrpar asphyxie
(Helfand et al., 2001)>y * % ]|E ¢ %o]e} o %}00US]|}v Su}le%Z E]J<p
Londres en 1952 adst enco®& Wi} u @orrdspus le nom duGreat London Smog ou
un smog épais a couvert la ville du 5 au 9 Décembre causant des milliers de pt#oda
plupart due a des infections des voies respiratoif@sll and Davis, 200K) [ ¢S pu]S$s S
épisodeyre }vvpu }luu S vS 0 %oopue ¢]PV](] S]( 0[Z]*S}]® U <p o
0 MHE % E u] & Vv oC- § ]Joo § 0] vS§ 0o €& o 8]}v VSE o0 \
o[ pPu vs S]}v o ulj& 1 ]]s s o U}ES o]s X

Ces épisodes de pollution ont déclenché la mise en placeglementations par les
gouvernements et Ig autorités publiques telles que leAir Pollution Control Act (Etats Unis)
elaboré en 1955, formant la premiére loi fédérale prévoyant des fowds (& recherche sur

la qualitéde l'air. Elle a été suivie par l[&3kean Air Ach (Etats Unis) en 1968ettant en place
17
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un programme fédéral au sein du service de santé publique des-Bitégset autorisant des
recherches sur les techniques de surveillance et de contréle de la pollution de I'air. En 1970,

la promulgation du €lean Air Act a entrainé un ftangement majeur dans le r6le du
gouvernement fédéral dans la lutte contre la pollution atmosphérique en autorisant

o[l o }& S]}v E Po u vsS S]}ve %}uE o]Jul]S E 0 ¢ uU]ec]}ve % E
u} ]o e« XEnv[rbnnemental Protection AgensyBPA (Etats Unis) a été créée la méme année

(v us33SE Vv "WAE o0+ J(( & v8 « E]P (EPA 201D » Ve

(V514
(7513

Afin de limiter l'impact sanitairedes paticules atmosphériques, [[KEP v]e S]}v
Mondiale de la Santé (OM$commandede respecterun objectif de qualité. Ainsi, les
concentrations maximales recommandées pour lesiPPkt les PMs ont été fixées
respectivement a 20 et 10 ugfhen moyennes annukds et a 50 et 25 pg/fren moyennes
journalieres(WHO, 2006)

Au niveau européen, plusieurs directives ont été élaborées pour établivaesrs
oJu]s « S e V}IEU - <u 0]S o[ ]& S o0 ¢« <pu O ]JE 3]A
Tiiireir « «u] (14£ * %0 (}v e [ ulee]}v %}uyE&E ES Jve %}00U V
Z MV * % Ce uu E - o[ hVv]E). EgBI¢tent \dant cette année, le
programme « |(E WUE %o} p»EABE quéte J&khce par la Commission Europégone
UuSSE M %}]VS UV %}0]S]<p *SE& S Pl«p Jvs PE o}vP § CEu

et la santé humaine contre les effets de la pollution agpleérique(Bartaire, 2001)

Plus tard, la directive européenne (2004/107/CE) du 15 décembre 2004 concernant

ol &+ v] U o ulpuU o u E pE U o esvdrdmatigeespoly&diqgaes E pE
dans les particules a été définie. Elle a pour but de déterminer des méthodes et des criteres

[ A op §]}v e }v VSE S]}ve e }Ju%o}e o Jve] <u [ S 0o]E ¢«
uUu}C vv VvVl 00 % }uE o [P)d cadiniumdSngitiule nickel (20 ng/d) et le
benzo(a)pyrene (1 ng/f Cette directive vise également a garantir la préservation de la

<u 0]8 o[ ]E (]v [ A]8 EU %% E A VIE § oJul]d & o « (( :
e v§ § o p@nodmerf Jet & mettre a disposition du publiques les informations

adéquates concernant ces COmposeés.

18



Partie 22 W} oo usS]}v: réglerheh@tions et impacts sur la santé

Différentes normes ont été fixées pour des polluants gazetamment le dioxyde
[ 1}3 =< EWK o[}y le-didxyde de soufre ($Qle monoxyde dearbone (CO) et les
particules atmosphériques (P¥ PMuy).

valeur limite un niveau a atteindre dans un délai donné et a ne pas dépasser, et fixé
‘UE o . e Jvv Jee v e o ] vE](J<pn e (v [ AlS GU %o (E

effets nocifssurl « v§ Zpu Jv }u *pH@E o[ VAJE}VV u vE ve o}v ve

- valeur cible un niveau a atteindre, dans la mesure du possible, dans un délai donné,
$§ (£ (v [ Als8 ®U %% E A V]E }u E U]E o0 ¢ (( 8 V)

o[ VA]JE}vvVv u sod ensemble ;

- objectif de qualitéun niveau a atteindre a long terme et a maintenir, sauf lorsque cela
V— ¢S % * (E 0] 0 % E * U *UE * %o E}W}ES]}VvV U (]

((] 0 «v3 Zpu]v 8§ o[ VAJE}vV @©;v8 Ve e}V Ve U ¢

- e pulo [Jv(}E&uU S]}v § & ur} niveau agde}arduguel une exposition
de courte durée présente un risque pour la santé humaine de groupes
% ES] uo] €E u vS e ve] 0 ¢ U ]V 0 % }%po S]}v 8 «u] &
[Tv(}Eu Shhvediales et adéquates a destination de ces groupes et des

recommandations pour réduire certaines émissions ;

- ¢ u]Jo [ ,aun@igeau awdela duquel une exposition de courte durée présente un

E]e<t %}uE o0 < VS o[ ve u o 0 Jadplepaes]}iv }u
o[ VAJE}vv u v3U iu3](] v8 o[]vd EA vi]}v usuE « [LEP

En Europe, les réglementations concernant les teneurs journaliéres et annuelles en
particules en suspension Rbbnt été établies en 1999 (directive 1999/30/CE). Cette directive
a été plusieurs fois amendée et depuis 2008 (directive 2008/50/CE), la valeur limite moyenne
annuelle est de 40 pg/f tandis que la valeur limite moyenne journaliere est de 50 [fg/m

A A iJuE- % ** U VSe HS}E]e o *uE o VR01E125%$ixe v3U o

en plus des normes a appliquer pour les particuleBMe 5 », jugées plus préoccupantes pour
la santé que les particulesRMo iU %0 E <U[ 00 ¢ % V SCE VS %oOMe % E}(}\
%otpuulve v E ]Je}v 0 HLE % S]5 PAupom v3S u{ op}HENREDDEY
2010)X >[} i S]( pour B$PMs, est fixé a 10 pg/rhen moyenme annuelle. Par
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ailleurs, la valeur cible est fixée a 20 pg.m partir de 2015, tandis que la valeur limite a
progressivement été abaissée de 30 pgan 2008 pour atteindre 25 pg/fen 2015. Afin de
% E A VIE 0 ¢ %}% po $]}veU pv &b @ yecom@Eanddtion(pUB[ & JBS
est mise en place lorsque des seuils de concentration de 50 puis de 80 sayitrfranchis

pendant 24h glissante pour les kM

v&E v Uo & Po uvs S]}v 0O <u o]S o[ 1&E juu v
o[ ]J&o[hS]o]* S]}v Z 8]}vv 0O o[ v-1E3B)]quirdefititda pothdidh def 6 0
ol] ] }uo hPE&E S§]}v o[ ]& <«<pu oOf[}v E *%]E % E& of[]vsd

]JE SuvsS }p ]Jv]E S uvsu Ve O Su}le%zZ &E equene8sv ¢  C
préjudiciables de nature a mettre en danger la santé humaine, a nuire aux ressources
biologiques et aux écosystemes, a influer sur les changements climatiques, a détériorer les
biens matériels, a provoquer des nuisances olfactives excessi¥esiveau de la France, la
uilE&]s . S]}ve § e }usdloe u]l]e v "HAE % }pE opud3s E }v

%o V VS o[Ju%opoe]}v o[hv]}v pHE}% vv X > & Po u vs §]}
vigueur en 2015 et appliquée de nos jours figure dienslirective 2008/50/CE qui a été

transcrite en droit francais et transposée par le décret n°20280 du 21 octobre 2010.

Le|Tableau 1.3| représente les valeurs réglementaires définis par les directives

européennest mentionnées dans la reglementation frangaise (décret n°2IA%D).

20
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Tableaul.3 : Valeurs cibles, limites et objectifs de qualité concernant les concentrations de différents
polluants Ju%c}e ¢ % E o[hv]}v fiu&Es}par levdécres n°204250 du 21 octobre 2010 relatif a la
<Uu 0]8 (MEDDE, 2010)

POLLUANT VALEUR LIMITE VALEU CIBLE OBJECTIF DE QUALITE
Moyenne journaliere 125
Dioxvde de | Hg/m3 (3 jours max par an) _
0%y - Moyenne horaire 50 pg/m?
soufre (SQ | Moyenne horaire 350 ug/n?
(24 heures max par an)
Dioxyde Moyenne annuelle 40 pg/m?
[ 1}8 | Moyenne horaire 200 pg/m? - -
(NG) (18 heures max par an)
Moyenne sur 8 heures
lissantes 120 pg/m?
g1 . HO Moyenne sur 8 heure:
(25 jours max par an lissantes 120 pg/m?
Ozone (Q) ) moyenne calculée sur g HO
3 ans)
Moyenne annuelle 40 pg/m?
PM1o Moyenne journdiére: Moyenne annuelle 30 pg/m?
50 ug/m?3(35 jours max par an
Moyenne annuelle :
PM.s Moyenne annuelle 25 pg/m? Moyenne annuelle 10 pg/m?
20 pg/m?
Monoxyde
Xy Moyenne sur 8 heure:
de carbone lissantes 10 mg/m?
(CO) g g
Lesréglementationsco Ev vS 0 <«<u 0]S o[ ]& }vS %% }ES S

de nombreuses améliorations. Cependant, une large proportion des populations européennes
sont toujours exposées aux polluants dont les concentrations dépassent les valeurs limites

imposées p&E ofh S 00 * % @& }v]e ¢ % E o[KDA"X W Eu]

21

v

%



Partie 22 W} oo usS]}v: réglerheh@tions et impacts sur la santé

atmosphériques qui ont révélé une tendance décroissante dans la moyenne annuelle entre
20002014 pour les Pk et 20062014 pour les Pl Toutefois les concentrations en
particuo ¢ Su}*%Z E]J<p ¢ }vsS }vsS]vu %o ¢ E 0 ¢ V}EU - (1v]
PE v % ES] o[ H~E}% X Vv TiioU o« }v VvSE S]}ve VE P]°S
valeur limite journaliéere dans 21 pays des 28 pays membres pour las é2Mians 8
agglomérations francaiseet audela de la valeur limite annuelle des PMlans 4 pays de
o[H8. Le suividesPM v & E v u}vS8E «<p[ v T1iTU O ]S ¢ epC& iid }vs
teneurs de PMs supérieures aux seuils nationaux. A cause de ces extedi9o et 50% de
la population européenne urbaine ont été exposés a des valeurs desBperieures a celles

(Jv] = % & o[h § o[KD” QEant%ux PMs, 806vel 85% de la population
urbaine européenne ont été exposés a des valeurs dépassamt A o0 pEe+ o]Ju]s - o[h
A o pEe- Pu] -«(EEA RRIB)

Concernant les autres polluants, la valeur limite anleualété largement dépassée en
T1id ve i0 % Ce u u EI® %l o J}AC [ 1}3 U & wve i0 § 8§
% }UE o[}I}v X > J}EC *}u(E S o UulviAEC & }v }vsS u]

toujours inférieures aux valeurs limites.

MalgE o Ju]vpusS]}v [ u]ee]}v 8§ }v vSE S]}ve Yoo o] UCE
e E&v] E+ vv *U 0 <«u 0]S8 o faliskisahte 81%}des} &S ddo *
o[h v E *% 3 V3 % * 0 E Po u V%0343 PMJeEle PAQE o[<IVED
§ 09 % }UE o[}i}v X > &E v 5 0 e+ <p]vi] u euE 76 A puv
normes de concentrations de 5% avec un dépassement des seuils pour sept des quinze
polluants reglementés en 2014. Comme conséquence, la Commissmpeenneademandé
a la France des avis motivéseeigagédes procédures précontentieuses pour a@spect des

valeurs limites.

2. Impacts de la pollution atmosphérique sur la santé humaine

La prise de conscience des dangers de la pollution atmosphérigaidiéé suite aux
%]*} * PE A U ovzZ o u]e Vv pAE viu E pe o Sp o

court et long terme, des études cliniques et des suivis de données physiopathologiques. Ces
22
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etudes ont révelé que l'exposition a la pollution atmosphge était liee a la morbidité et a
la mortalité. Les deux systemes affectés en premier sont le systéme respiratoire et le systeme
E J}A « po JE A e (( 8+ 00 V3 eV pe o ipe<p[ 0 U}ESEX ¢

plusieurs organes peuvent étrev (Ol v * % E o[ A %o}*]S]}Vv * %o}o0olu vVSeX

Parmile grand nombre deolluants, le systéeme nerveux est principalement affecté par
O*US UAE O}UE « S 0° < 0 % o0}u bBver[deksymgitdomaés comprelant E
les troubles de la mémoire, I&éoubles du sommeil, la colere, la fatigue, les tremblements de
mains, la vision floue et la mauvaise articulati@ndrade et al., 2015; Caito and Aschner,
2015) Lesys u v EA P& +3 P ouvd 08 E % E of £%}*]58]}v %o
notamment chez les enfants causant une diminution de la vitesse de la conduction du nerf et
du développement mentale des enfan(3ai et al., 2016)Cependant la voie principale
[ *}E%S]}v + ]}E]v e Sv3o A}] }E o U =« o¥eaijive U C

lieu induisant le cancer gastintestinal et le cancer du foigMandal, 2005)

Parmi lesnombreux polluants qui peuvent nuire a la santé humaine, nous nous
concentrerons par la suite sur les particules atmosphériques en nous intéressant aux effets
He © % E o[ E%}*]8]pyvP BUuES X >[ A op §]}v o[ (( 8 o[ A
recherchée dans des études prospectives de cohorte qui consistent a suivre au fil des années
0+ u} J(] 8]}ve} s EA ¢ Z 1l puv Z v3loolv []v JA] peX > }ves ¢
SH ¢ UV e ipe<p[ % E + v3 E Ao o O}puE j@adpollution }ve <p v
Su}e%Z EJ<u VA E+ 0 + V3 o[Z}uu X

Exposition a court terme aux particules atmosphériques

2.1.1. Morbidité

Plusieurs études disponibles a ce jour ont fourni des preuves d'association entre les
expositions a court terme aux particules atmospbeges et la santé. Ces études révélent un
lien de causalitt vSE o A% }*]8d} ¥ qi&E}\Wd) S (Bdnokeit} and Schwartz,
2005)avec des effets indésipdes au niveau du systéme respirato{@hen et al., 2011gls
<U O0[Z}*% ]S 0] S]}v (Caietal, 26 oute(}]* o ¢« Spu < ¢[]vS E e+ Vv§
effets sur le systéme cardiovasculaire sont les plus nombre{\Makone et al., 2011)Une
23
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augmentation de 10 pg/fhde la concentration des PM pPu vS o E]e<yu [Z}*% ]S 0]°
de 0,7% a cause de cardiopathieh&mique et de 0,8% pour une insuffisance cardiaque
congestivgMorris, 2001) Egalement une telle él&tion de PMo peut accroitre le risque de

visites d'arythmie ambulatoire de 0,56%hao et al., 2014)

Une exposition chronique alVbs % psS P o u vs pe (Cleehg 8tal,
2014) Les effets sur le systeme cardiovasculaire ont été bigp ] eeXposjtion chronique
aux PMs pPu vS o @EJe<pu  [Z}*%]S 0] S]}Vv %o}lpu@onKiotE}%h, SZ] e -
2005; Mustafic et al., 2012; Pope et al., 2QG)gmente le nombre de visites hospitalieres
% }uE o EEetall, 2013) S E}]S o E]e«p iaquedHERdIa et al(F2013;
Silverman et al., 2010)S []Jv( G Sue+ M (WElEnUEet al., 2006)

2.1.2. Mortalité

AT ES o[ A %o}*]5]} V1o, URquHortalitE pM&rbaturée a été enregistré dans
plusieurs étudegJanssen et al., 2013; Meister et @D12; Stafoggia et al., 2016; Tobias et al.,
2011; Tsai et al., 2015 > « 3 E Ahditisetal }vS u}v3E «p[puv  pPu v §]}v
pug/m® est associée a une augmentation de 0,76% de la mortalité par maladies

cardiovasculaires et 0,56% par causespiratoires(Analitis et al., 2006)

>[ A E%}*]S]}v JMES 28 &u HuE6 VP D [Hv MPu vs §]}v
mortalité. Une étude réatée sur 9 villes en Californie entre 1999 et 2002, a montré que pour
une chaque augmentation de 10 pgfate la concentration de Py, une élévation de 0,6%
du risque de mortalité a été no&Ostro et al., 2006X > & o0 3]}V % }*]3]A VSE o]
aux PM: et la mortalité par causes cardiovasculaires a été prouvée dans de nombreuses
études notamment en provenance des Ethlsis eS o[ ] X D!'u pv A %}*]S]}v
de 24 heures aux PMpeut augmenter le risque de mortalité cardiovasculaire journaliere de
0,4 a 1%Pope and Dockery, 2008hahetal. u}vSE <y o[ A% }*]S]}v HAE % ES

souleve le risque de mort par insuffisance cardiaque congegdivah and Balkhair, 2011)
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Exposition a longerme aux particules atmosphériques

2.2.1. Morbidité

La survenue de certaines pathologies, et notamment certaines formes de maladies
cardiovascudires, a été reliée a wexposition a long terme aux particules atmosphérique
L'étude ESCAPE regroupant plus de 100 000 participants de 11 cohortes en Europe a révélé
un risque accru d'événements coronariens de 12% pour une augmentation de 18 gdgy/m
PMioet un risque accru de 13% par augmentation de 5 fgden PMs. Cette association
persiste méme a des concentrations de 22t PMioen dessous de la limite européenne
annuellefixée (25 et 40 pg/ni respectivement)Cesaroni et al., 2014fEgalement Wolét al.

a établi cette association avec une augnain du risque d'événements coronariens de 6%
et 18% pour une augmentation de 100 ng/at 50 ng/n¥ de PMode PM srespectivement
(Wolf et al., 2015) Plusieurs études ont examiné lessaciations d'athérosclérose seus
clinique, la pathologie sous v $§ 0 %O0pP% ES + A v uvie }JE}V E] ve
along terme aux Pbk(Adar et al., 2014; Kélsch et al., 2014; Krishnan etal., 2012) A %o }*]S]}Vv
chronique aux particules fines a également été liée a une hyperteii€ioan et al., 2015t

VR E}]ee u vs i69 u E]e<pu [ 4rébrd (AVE) ppoui @Ene
augmentation de 5 ug/ih o[ £ % }*]15]}v vV ps(G@mfoggiadet W.[2016)

Quant aux effets sur le systéme respiratoire, des associations positives ont été établies
VSE o A%}*]5]}v Z&eévikpurvepuE d&8 naladies respiratoires tels que
o[ <SS 2tula bronchepneumopathie chronique obstructive (BPCO), une malpdimonaire
. E 3 EJ]* v3 % E pv Jee %0 Ee]e3 v @ju Stjab, 20128 ¢ P |
Lelien estaussi mis en évidengm®ur les PMsouU une exposition a long terme peut augmenter
o[]v] v Uuo ] E *%]E S}E « v %Karsodqued pl.(R0b1)é&Vv pulv]
particules fines, ainsi que la pollution de l'air extérieur général ont été classés par le
Centre International de Recherche sur@ancer (CIRC) comme des cancérigénes certains
(groupe 1) pour 'hommédLoomis et al., 2013 >[ Su ME}% vv "~ W *]PVv
ee} ] 8]1}v ]PV](] 8]A VSE o £A%}*]3JetvPMoBvR[§VE@ UV uA WD

cancer pulmonairéRaaschotNielsen et al., 2013)
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2.2.2. Mortalité

Avec des données provenant d'un suivi de la mortalité de 8111 adultes pendant 14 a
16 ans dans six villes américaines, Dockatryal. ont montré que la pollution de I'air
notamment par les particuleBnes était positivement associée a la mort par le cancer du
poumon et les maladies cardiopulmonair@3ockery et al., 1993Par la suite Popet al. a
publié une étude comprenant un nombre plus important de sujets, 550 000 personnes dans
151 villes auxtats-hv]e § v o[Jvd E e« v3 uAE  p{Pepe etcal., D@ 0]3
>[ S uljvsE <« Z <p HPu vS ]}vo %} FORII& } v o[ ]E %o
particules fines, était associée a une augmentation respectivement de 4%, 6% et 8% du risque
de motalité par le cancer lié a toutes causes, le cancer cardiopulmonaire et le cancer du
% } U}V XX e Z E Z pPE- }vS }u%o S of Spu }IEC v % E
mortalité pendant 8 angLaden et al., 2006t 11 ans(Lepeule et al., 2012n incorporant
des périodes de faible concentration de PAMUnnouveau traitement des données de[ S
de Pope a été mené par Krewski en 2004 pour valider les résultats originau@d@ipour
un suivi prolongé et une analyse approfondkrewski et al., 2004, 20Q9¢esnouveaux
résultats ont confirmé uneassociation statistiquement signifitve et cohérente entre
I'exposition a long terme aux Pldet le risque de mortalité. En outre, le pourcentage de

mortalité par unité d'exposition reste cohérent avec celui de I'étude initiale.

> € o §]}v He 0]3 VSE o[ o Aaridpe particulpdfinpsfet u ]
of] @&}]e* u vs 0 uU}Es o] « E SE}PA Ve uv viu E Ju%e} @
prospectives de cohorgeen provenance d'Asie, du Canada, d'Eurepeles EtatdJnis. La
mortalité peut étre due a toutecauseqBentayeb et al., 2015; Crouse et al., 2015; Liu et al.,
2016; Pinault et al., 2016; Shi et al., 2Q1&%Yes maladies respiratoiréBeelen et al., 2008;
Hart et al., 2011; Ostro et al., 201t@)les que le cancer du poumdharibvand et al., 2017)
ou a des malaiés cardiovasculairgBeelen et al., 2014; Crouse et al., 2012; Puett et al., 2009)
v}S uu vS o[]Jvep((]e v E ] Wipsdteetzal201d; Ostro et 22015)U o[ EE!S
cardiaque(Pope et al., 2003t les évenements vasculaires cérébrgMiller et al., 2007)Ces
études ont fourni des preuves supplémentaires quant aux impacts de I'exposition a long terme
aux PMs sur la mortalité avec, dans certaines études, ddtete observés a des

concentrations de P 00 VS ipe<u[3(Cromdelat al.,, 2012; Lepeule et al., 20823
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pg/m?3 (Pinault et al., 2016t méme 5 pg/m (Beelen et al.2014) des concentrations plus
faibles que celles dans les études antérieures et méme inférieures aux objectifs de qualité de

o[h & o[KD~X

De nombreuses études se sont intéressées aux effets des, Rvbntrant une
el ] S]}v VvVSE o feSperiiculéy et la mort par maladies cardiovasculaires
(Atkinson et al., 2013; Beelen et al., 2014)spiratoire§Chen et al., 2016; Dong et al., 2012;
Hales et al., 2019t autres causes. Une étuder Z]v U}VSE <MV o A 3]}v
ug/m3 de PMoaugmenterait le risque de mortalité cardiovasdrdade 1,8%(Zhou et al.,
2014) Une exposition pendant 12 ans aux f3kIst associée a une élévation de la mortalité

cardiovasculaire et cérébrovasculaire en Clifleang et al., 2011)

>[ ve u O e« Su s uv JMES § 0}vP 8 Eu * }vs % E}PA

VSE o A% }*]S]}v HAE % ES] MO ¢ Sule%Z E]J<p * S 0 EJ]ecp
(par exemple, asthmemaladie pulmonaire obstructive chronique, cancer du poumon) et
cardiovasculaires (par exemple, insuffisance cardiaque, arythmie, accidents vasculaires

E & pAEes V %oOopue [pv Uu}ES 0]S 0] e HUe e E *%]|E S}E
o[ PVv pE}% vV o[ VA]JE}vv u vi3U o &E v VE P]3E 9di
liées a la pollution atmosphérique en 20EA2016)X /o § SJu <pu[pVv  Ju]vuS]}y
concentrations de PM et PMbsserat }u% Pv [uv  pPu vsS S]}v o[ *% &
vie (Boldo et al., 2006; Pope et al., 2009)

Variation 0 E %o}ve of A% }e]S]}vVv u A
Sule%Z EJ<p e A o[ P

[ % E « olgkuinérabilité est le degré auquel une population, un individu ou une
}EP v]e §]}v ¢S Jv % o0 [ V8] % EU [ %S EU E ]S E
catastrophes. Parmi les populations classées vulnérables, on cite principalementaets e
les femmes enceintes et les personnes ag#eslO, 2017a)Suite ao[ A %o }*]S]}v 0 %o}oo0}
Su}e%Z EJ<u U J(( & vie PEIU% * []v JA] pe <}vs S}p Z « ]1((
graves sont observés chez les populations classées vulnérables et chez les personnes déja

malades.
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De nombreuses études épidémiologigueessont intéressees aux effets observés chez

les femmes enceintes apres exposition aux polluants. Parmi ces effets, on cite la survenue de

( pee « }u Z + 8 o[ HPu v8 8]}v pn EJe<p [ A}ES u v8 *%}vs v X
également été suggérée caneun ( § pE E]ecp o[ W Z (Est@rlith@& u Spud
etal, 2016)v}S uu v8 % €& o ]}AEC [ 1}3 § o vi v X ulu  ((
dipuv (] o %o}] - o[ }H Z u vsS &e Pp\S]Y ep]ve %o}u@E& o[ P P 8
lvid } ¢« EA « opuJs o[ £%}*]18]}v 0 (uu j@ereitaetalR,E}es oo
2016)et aux PMs (Li et al., 2017Shah and Balkhair, 201 Bgalement, une augmentation de

E]e<uy [ A}YES u viBeligers2005) pv E p $]}v A 0}% % u v3
(accouchement prématuré, faible poids a la naissance) et des Iésions au niveau du systéeme
nerveux en développemeriGarza et al., 2008pnt survenges %o @& ¢ o[ A %o }*]S]}Vv o (
enceinte au plomb qué <u  <}]13 o A}] [ A %o }ays éffetX obsprves chez les

V( vieU 0 ¢ Spu - }Z}ES - V]eev }vE & Ao of *¢} ] 8]}v
enfantsaux PMs S 0 ¢ Jv( S]}ve E *% ]| E $Dq@weet &l., 2D14&&huing et
al., 2010; Lim et al., 2016; Maclintyre et al., 2014)bronchiolite(Lewin et al., 203; de P
PablecRomero et al., 2015)ainsi que des effets sur le fonctionnement des poumons
(Eenhuizen et al., 2013)

> A] ]Joo]ee u v3 % pv  Al}lops]lv ]Jv A]ls o U E 3§ E]-
processus physiologiques et psychologiques modifiant la structuke feinctionnement de
O[}EP v]eu E V V3 0 * % Ee}vv e % Oe V % Ope Apov E 0 X
o[ P ZE}V}I0o}P]<pu U ]Jo 5 }ve] d& plusudecd artsdfadEpdrirer des
«personne agées». Cependant, Il n'y a pas d'accord §eal sur I'age auquel une personne
vieillit puisque le processus de vieilissement n'est pas uniforme dans I'ensemble de la
population en raison de différences dans la génétique, le mode de vie et la santé globale.
d}pus (}]-U Ve 0 ¢ % C- A a %00 s WS O] e S]}v o[ §
professionnelle est considéré comme le début de la vieill@adeO, 2017h)

Au cours des derniéeres années, il y a eu une forte augmentation du nombre de
personnes agées dans presque tdes pays, plus rapide que n'importe quel autre groupe

d'age en raison de l'espérance de vie devenue plus longue et de la baisse des taux de

V Jee v X [ doKHI& hbmbre de personnes agées de 60 ans ou plus passera de 900

28



Partie 22 W} oo usS]}v: réglerheh@tions et impacts sur la santé

millions, 12% de la populan mondiale totale en 2015 a 2 milliards (22%) en 208610,
2017c) Au niveau européen[I P u}C v *§ i 0 %ope 0A pulv U o[KD
passage de la proportion des personnes agées de 14% en 2010 a 25% éWR@zR011)
Toutefois, la chance des personnes agées de vivre le vieillissement en bonne santé varie d'une
personne a une autre. L'état de santé est le résultat des effets du vieillisgéeimsi que des

(( S 18]1(e Uuo ] % ¢ U Sy o0 U ZE}V]<H ¢ }u JPu#eX
épidémiologiques se sont intéressées récemment a la recherche des conséquences sur la

santé de différents facteurs de risques parmi lesquatsgite les polluants atmosphériques.

> el %S8] ]olS pAE (( S 0 % }oous]}lv Su}le¥%zZ EJcu A
autre et pour un méme individu en fonction du temps. Alors que certains individus ne
présentent aucun symptébme face a la pollutiorette derniére peut déclencher des
% E} 0 u o evd8 Z1 [USE X P oUuUVvVS 0 %E vV uo
provoquer la susceptibilité. Avec le vieillissement, les personnes souffiavdantagede
maladies chroniques respiratoires ou cardiovascy@E& « % }puA v8 [ PPE A E -pu]

exposition a des polluant$&oldberg et al., 2013)

231 (( & O E%1}*]8]}V * %o Ee}vv e P JLES § E

atmosphériques

2.3.1.1 Morbidité

Des relations fortes £]¢8 vS8 VSE o A% }*]S]}v JMES § CEu u A
compris les particules atmosphérigues, et la morbidité chez les personnes Agéedfets de
of £%c}]S]}v HAE % ES] pok pvs | SP B &S APy % % }puE vsS P |
0[Z€%]S 0 % }p@E ](( E vS e« (Joet a]., 20t Carflid@/asqyl@e@Colais
et al., 2012)

hv Sp  ¢[]vS E ¢+ vS pu viu &E [Z}*% ]S 0] S]}ve o % E-
ans) par jour duga la BPCO et aux niveaux moyens quotidiens de trois polluantsQ@Det
PMio % v vS fi veU u}v3SvE Ale[juv 0§ E * %o}o0Md VSe S 0[Z}*%]S
(Yang et al., 2005Jnegrandeétude impliquant les habitants d&6 villes des Etats Unis a
U}vs@E& «<u[pv HPu vs §]}v IMES § Eu @ de}RMoe&IE S]}v u
}u% PV [Mv  pPu vsS §]}v 0[Z}*%0]S 0] S]}v * % Ee}vVv ¢ |
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de la BPC@MVedinaRamén et al., 2006f Z v S ¢ ¢ }o00 Pu ¢ }vS ujvsSE <[ v
PMuyo, les PMssont également associés avec une hospitalisation des personnes agées en
raison de cette maladidChen et al., 2004)Chez lespersonnes agées et suite a une
augmentation de 10 pg/thde la concentration de PM et PMbs, un accroissement du

% IUE VS P [Z}*%]S 0] S]}ve %}pE W K TUd9 S i1UI9 s
entre O et 5 jours de latencgo et al., 2007X v }u% E vS 0 S WA [Z}*% ]S 0]° S
enfants, les adultes et les perssne P U , o}v v U}vsE® <pfpv (( S Juu
} o EA Z1 0 % Ee}vv e P o % E E % % }HEHBalopeffetplSE « &
2008)

hv MAE] U uo ] €& *%]E S}]E He VS 0[Z}*%]S 0] S]]}V
*§ o[ *SZu X ™~ o}v uv  Spuune ékvaliomdeUa concentration des Pkst
ool ] o[ pPu vs S]}v Ale]8 « nu % ES u vs [UEP v e
visites les personnes agees (>65 ans) représentent 8,1% et sont classés deuxieme apres les
enfants (24 ans) 12,5%Villeneuve et al., 2004 hv  Su UIVSE <u[ o E » A %o}
PMuo et PMbs, les personnes agées de plus de 65 ans ont un temps de latence court, comparé

UWE % Ee}vv o u}jve 0fi veU %o} Esthrie(q %&b 8o, ZBOV £ « |

>[ uPu vsS S]}v u S WA E [Z}*% ]Smoriie &édalefbehudie dbseryée.
S[ A% }e]S]}vio HSE WP [VRY; HPu v8 S]}v [Z}*%]S 0] §]}v %o
(MedinaRamon et al., 2006)Une augmentation de 10 pgfhde la concentratn des PMs
Jpuo A TUG9 0 % }pE vVvsS P [Z}*2%0]S 0] S]}v %o}uE &E ]}V
personnes agéegZanobetti and Schwartz, 2005)Une deuxiéme étude a ontré une

augmentation encore plus importante de 4,4Ptalonen et al., 2009)

Bien que plusieursSpu ¢ ] vS U}vSE <«<u O A% }e]S]}v HLAE % ES] M
pouvait augmenter le risque de maladies cardiovasculaires, peu se sont concentrées sur les

personnes agées.

Une relationapparait vVSE& o A% }*]S]}v JMES § BEu quls % ES] |
S o[ pPu vs8 S]}v n E]ecp UJE 1185 % & uo ]« a@ ]J}A « pc
montré une large association entre les concentrations en®Ms o[Jvep( (] Vv E ] <p
congestive. Une augmentation de 10 ug/o pus pPu vS & osufiishnepde 1P8%
(Dominici et al., 2006X [ USE » 3p  }vd8 E A o pv pPu vs §]}v o[Z
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maladies cardiovasculaires surtout la cardiopathie ischémique, chez les personnes agées (>65
ans) par rapport aux adoiS ¢ ~DOA vee epu]sS o[ #HLl&tielEt pl, 200FaW D
PMuo2.5 (Host et al., 20083t aux PMs(Pope et al., 2008)

2.3.1.2 Mortalité

viu E e ¢ Spu ¢ }vsS ulvSE puv (( S «]1PVv](] S]( o[ £ %«

aux particules atmosphériques sur la mortalité des persordgges. Une étude regroupant
i6 AJoo ¢« HME}% Vvv ¢ Uu}vSE <«p of PRBalacdnéitration €h MRP lu
produit une élévation de 0,8% du nombre journalier de mort chez les personnes ageées de plus
de 65 an§Aga et al.,, 2003X S8 %o}%opn0 S]}v 8 }ve] E %oOHUe* *HUe %oS]
une mortalité non accidentelle apres une telle expositideka et al., 2006Plusieurs études
récentes en Chine ont confirmé cetteabn. Une élévation d&0 pg/nm? de la concentration
enPMo v @ HAE iJHE-U 8§ oo} ] o[ uPKan®t&l}20109tide o
de la mortalité liee a toutes causé€hen et al., 2013)Une méta analyse regroupargsl

SU ¢ %ol 0] ¢ % E « i00A *pu@E& o A& %o}e1p&lJavmortdlite@ SertnisE u WA
de conclure que pour une augmentation d® pg/m? des PMo le risque de mortalité est
significativement plus élevé chez les personnes agées 0,64% par rapppldsjeunes 0,34%

(Bell et al., 2013)

Ces mortalités peuvent étre liées a des causes respiratoires ou cardiovasculaires. Une
étude a été réalisésur les causes dmortalité entre 2003 et 2006 a Milaat le lien éventuel
avec uneexposition a court terme aux P Une exposition journaliere a une concentration
de PMo supérieure a 40 pg/métait responsable de la mort de 1102 personnes agées dont
797 par causes cardiovascularet 243 par problémes respiratoires. A travers cette étude,
Bacciniet al., a estimé le nombre de déces en moyenne qui aurpit étre évité si la

concentration journaliére des Piv [ A phsdépassé 40 ug/M(Baccini et al., 2017)

Wopue] pEe+ Sp  }vSA}IVS]EuU [} 0] V %}*]S]( VvVSE o u}
% Ee}vv e P o % E pe o E *%]E PMHACakmikef al 200%;1Qiphv &£
et al., 2010; Romieu et al., 201)PM 5 (Brunekreef et a).2009; Franklin et al., 2007; Lee et
al., 2007) Une méta analysefiectuée sur les études chinoises a montré que pour chaque
augmentation de 10 pg/fhdes PMsla mortalitépour pe o & %] E $}]JE + [ o A

(Shang et al., 2013)
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> e Sy * (]J*vS o o]v VSE o £A%}*]S]}v JMES § Eu
pour raison cardiovasculaire sont moins nombreudé&an et al., 2010)Une étude récente a
montré que les personnes agées de plus de 65 ans appartiennent a la catégorie de population
e %3] Jo]s o A UWE % ES] po « (Jv « A e (( 8+ v P 3](
AVC ischémique et AVC hémorragigkewalska and Kocot, 2016)

23.2. (( S- o[ £%}]S]}v * % Ee}vv e P o o}vP § Eu

atmosphériques
2.3.2.1 Morbidité

>[ A% }*]S]}v o0o}vP S Bu pPAE % ES] HO * SU}*%Z E]cH o
cCeS U E *%]|]E& S}]|CE * % Ee}vv ¢ P X >[ Su vs C u v
sUui S P o %0 0 L * oA veU Jve] @n Peud étrqudégfinic enwd | 3]
o[ o A §]}v 0 u}C vv v iBo UPUMDS §]}v 0 % @E A ov
(Bentayeb et al., 20108 hv Sp & vS§ § 0] uv o] v VSE o £A%}e]
particules des sources industrielles et du trafic routier et la détection de marqueurs
[Jv(o uu S]}v ve o } ] SEAZo0 S Vv o] A %(VoS3aHglE B}V v H]S
al., 2014)X %oopueU O A E%o}]S]}V HAE % ES] HO ¢ %o pS E H]E o0 -
personnes agées de plus de 65 &Bskel et al., 20123vec des dommages non réversibles
uoPE o0+ uo]}E S]}ve @ anagita étal., 2003) | E

Quant aux effets cardiovasculaires, une étude a démontré que résider a proxipite
axe routier a forte densité de trafic et caractérisé par degaw parmi lesplus élevés de
PM 5, entraine une insuffisance de l'artére de conduction et de la fonction microvasculaire
chez les personnes agé@¥ilker et al., 2014)Des travaux ont établivy o] v. VS& o[ A %0}*]S
aigué et chronique aux particules et le risque de thrombose veineuse prof@tideg et al.,
2015) EnparalleleU pv ~ Sp & vS§ E A o of *¢} ] 8]}v VSE o[ £%
des personnes agées aux PMS o[ pPu vsS S]}v o[]Jvd EA oo Yd }EE]P
uv (- § p&E E ] * < | (MPrdiEkgovichuédt al., 2015)

2.3.2.2 Mortalité

Les risques de mortalité par pollution atmosphérique sont généralement plus élevés
suite a une exposition chronique par rapport a une exposition aje&erland et al., 2012)
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hv Sp }Z}ES S 0] puv 0] VvV %0}*]S](10vS @[ pPUYE™WS} S]I3Vv (.
risque de mortalité pour toutes causes, pour causes cardiovasculaire etesfgsatoire avec

pour cette derniére une augmentation de 1,7% du risque pour une élévation de 1¢ dg/m

la concentration des PM(Zhou etal., 2014 P o0 u vS ]S O A£%o}*d84}v o0}VF
PMs, une augmentation du risque de mortalité respiratoire a été identifiee. Une étude

E o] °*HE < % Ee}vv e P o ~EOfA vee Uu}vSE Jdey pPu v
moyenne mobile sur 12 mois des Ph&st associé a une augmentation deque de mortalité

de 24% pour causes respiratoires, de 60% par pneumonie et de 10% par(BRC®al.,

2017)

La majorité des études effectuées révele ainsi des risques plus élevés chez les

personnes agées comparativement au reste de la population. Les séfétaduisenpar une

MPu vsS S]}v 0[Z}*%0]S 0] S]}Vv %o} CE M eseulésgsoet pusdi@@are S E
MV eUEU}ES 0] *HESIUS % E u o ] E *%]E S}JE X Vv ((
mortalité & long terme chez les personnes agées. Toutefois E [}V o[ uPu vs 3§]}v
actuelle et prévue du nombre de personnes agées wdre nécessaire de mendavantage

[ SH ¢ %] u]}o}Plcp e v o (} o]svS «p& of (( S o[ A%}e]S
vulnérable a la pollution atmosphérique surtout a long terme et notamment aux particules
atmosphériques au vu des dépassementgjfrénts des valeurs limitede concentration en

particules en air ambiant
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W & "CeS u Juupv]s ]JE U P v E 0o]S

1. La composition du sang total

> eCeS u ]E po S}HE S puv ]JE& p]s ( Eu }veS]Spy % &E

vaisseaux (artés, artérioles, capillaires, veinules et veines) permettant la circulation du sang

danstouto[} (E P VHigurel.2). Le sang esin liquide biologique vital contenant des cellules

et des fragments cellulaires pséntsdans un liquide aqueux. Il est formé de 60% de plasma

et de 40% de cellules. Le plasma est la composante liquide du sang (pH 7,4) dans laquelle sont
*U*% V e 0 ¢ O U VSe (JPUE X /O 5 }vesS]Sp [ H S 1(( E
des potéines (albuminesy- U- t § -globulines, des fibrinogengdes anticorps, des enzymes

et des hormones), des sucres (glucose), des gaz dissous, des électrolytes et des lipides. Les
éléments figurés sont toutes les cellules sanguines, qui proviennerd deoeklle osseuse.

Aprés maturation, ces cellules peuvent étre regroupées en trois types principaux : les
érythrocytes, les plaquettes et les leucocytesacera ses composants, le sang asswa
seulemento SE ve% }ES o[}£ZCP v U hormades} ay)s cellulés des
O[}EP yimais aussio[ o]Ju]v S]}v e (E ¢] H* u 8 }o]<pg X /o }vsS] vs
cellules immunitaires impliquées darle combat contre les infections et contient les
plaguettes capables de former des caillots pour éideperte de sang lorsque les vaisseaux

sont endommageés. Il participe également a la régulation de la température du Gups,

maintien de la balanceacide ¢ S o <p]Jo] €& }eu}S]<u X
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Figurel.2 : Schéma de I'appareil cirlatoire humain> ¢ vP <pu]$88 o “"UE % €& o ]J& po §]}
en empruntant les artéres puis les artérioles et traverse le réseau capillaire soit au niveau des poumons
~ ]E po 3]1}v %opou}v JE « }Jp p VIA p [ uSE  JAPVE « EEIpES]E AQES 0]<|
via les veinules et les veines. Dans la circulation pulmonaire, les artéres partent du ventricule droit et ramenent
ME O0A }o e+ 0 =« VP E }v ~ 0 U %}pE o E }EIRang Gxygéné rpudedteE o £ o
E uv A E*o0[}JE Joo 33 PUuZ % E o0 A]Jve%puou}lv JE X veo ]JE po §
ventricule gauche transportent le sang oxygéné vers les différents organes et les veines transportent le sang

E }v A E- o (Heoke,2017E

> e OOMO ¢ ¢ VPu]v ¢ VvV[}WE %'lu S}pns]s X > &E o] S]}v |
VSE](uP S]}v [puv Z vS]oo}v e VP §}8 0 % EuU § e % E E ¢

sang. Lavitesse de centrifugation permet de récupérer les différents cellules et composés

sanguingKigurel.3).
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Figurel.3 : Composition du sang total (a) Les densités des différents cellules san@gayam et al.,
1991) (b) Les différents constituants du gpiotal retrouvés apres centrifugatidiviescher, 2009)

Les globules rouges, ou érythrocytes, constituent le type le plus abondant de cellules
sanguines avec-@ millions de cellules par microlitre de sang. Ces cellules ont un diamétre de
7,5 um, une épaisseur de 2 sur le rebord et de 0,75 um au centre avec un cytoplasme
E] Z Vv Z u}Po} ]v %}luE e*pE&E E 0 SE Ve%}ES [}ACP v X >
] }v A * OOMO * % EU S$S vS puv  J((pe]}v afttreGRew %O e

surface. Dans les conditions normales, ces cellules ne quittent jamais le systéme circulatoire.

Les plaquettes ou thrombocytes sont originaires de la fragmentation de grandes
cellules, les réticulocytes, contenues dans la moelle osseuss.j&ilient un réle important
dans la coagulation sanguine en transformant les fibrinogénes en structures fibreuses de
fibrine qui piégent les globules rougesddsplaquettes pour former un caillot de sang, un

thrombus, obturant ainsi le vaisseau sanguin.

Les globules blancs, ou leucocytes, constituent les cellules du systeme immunitaire.
[ S pv PE}IP% Z § E}P v OOHMO ¢ VU 0 e differefes<E vS « S

formes:

X Lespolynucléaire®V.]o [ P]S ¢ o0o0opoO * u v}Crepantpatdrhment S }u %o
les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles.
X Les mononuclééesqui comprennent deux types de cellules, les monocytes et les
lymphocytes.
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Les lymphocytes constituent une famille de leucocytes a noyau sphérique divisée en
trois graupes fonctionnels selon leurs marqueurs de surface. On trouve les lymphocyigs T (L

leslymphocytes BLg) et les Natural Killer (NK).

Le |Tableau 1.4| présente les caractéristiques des différents types de cellules

immunitaires ainsi que leudle, leurproportion et leur nombre.

Tableaul .4 : Morphologie, réle, pourcentage et nombre des constituants du §dA&, 1997; Mescher,
2009) D: diametre de la celluleGB: Globule Blanc.

NOMBRE
TYPE % DANS LE
CELLULAIRE MORPHOLOGIE ROLE SANG 10°/ML DE
SANG
D=75pum
Erythrocytes Transportdes gaz 4 {4505 4000 t5800
Anucléés I‘eSpll‘atOIreS
D=24um Déclench tdel
éclenchement de la
Plaquettes Fragments cellulaires coagulation 150-400
anucleés 1%
Leucocytes Groupe heterog{ape Cel!ules dl_J s_ysteme 40t11
de cellules nucléées immunitaire

Les cellules mononucléées

D =912 pm Réponses immunitaires 20-40% des

Lymphocytes . S GB 1,5-4
Noyau sphérique pecitiques
D =1220 pm Précurseurs des cellule

Monocytes | Noyau allonge du systeme de 2-8%desGB 0,1-1
réniforme ou phagocytose des
serpentiforme cellules mononuclées

Les cellules polynucléaires
D = 1215 pm
] . i 20

Neutrophiles | Noyau segmenté ilr?r?gg?sr]eolnmsrggcr:?]}izllzee 50 7ch/° des 1,7t6,0
(2 &5 lobes)
D = 1215 pm

] N E S)tv [Z]eS
. Noyau polylobe [Z % E]v v G 0,5-1% des
Basophiles | totalement recouvert e allergies ou des GB 0,02-0,11

de volumineuses infections
granulations
D = 1215 pm : infect

Eosinophiles o Allergies et infections 2 t4%des GB 0,04-0,4
Noyausouvent bilobé parasitaires
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2. Le systeme immunitaire

> eCeS U Juupvl]S JE ]*%o}-e MAE SC% ¢ innéex{oues X >[]ul

«non adaptative» constitue une réponse proinflammatoire, rapide et non spécifique

ov Z % E 0 ° OOMO * o[Juupv]s ]Jvv <u] *}vs o0 ¢ v usSE
les monocytes, les cellules dendritiques et les Natural killers, suite €& v }JvS§E A o[ P
% SZ}P v X >[]v(o uu S]}v P v E %0 E . OOHO * *S Ju%e}ES
OuSS }vVSE o[]v( S]}v u ] éation ekid diieremciattoites Jdellules de
o[]uu uv pslaptative». Cette derniére, également nommée immunitéequise», est une
E % }ve <% J(]J<p %oope 3 E JA U E AL 0 E v }JVEE  ve

%% 3]A U 0 * 0oCU%Z} CS «d 8 U § =« o000 « (Refhoekvd 3E]
et al., 2013) Cette réponse adaptative peut étre classée en réponse humorale, dans ce cas
elle est accomplie par les lymphocytes B, ou cellulaire médiée par les lymphocytes T qui
réagissent en éliminant les cellulegectées ou en sécrétant des cytokines qui agissent sur

[ USCE ¢ O0O0OHMO * JUUMV]S JE X

Productionet maturation des lymphocytes

Toutes les cellules sanguines proviennent d'un seul type de cellule souche, la cellule
souche hématopoiétique (CSH), situép « ]v O U} 00 }ee pue X >[ ve u o .
de production des cellules sanguines a partir de cette cellule souche est appelée
0[Z u §}%}b « X

La prolifération et la différenciation des CSH aboutissent a la formation de deux lignées
principales de oopo ¢ ¢ vPu]v U 0o o0]Pv uC ot}b o[}E]P]vV '
monocytes, des granulocytes et des mégacaryocytes (plaquettes) et la lignée lymphoide qui

}lvv E 0 * oCu%Z} CS « § o ede@mdypymphophkigse. o[]s*

Durant la premierghase de la lymphopoiése au niveau de la moelle osseuse, la CSH

se différencie en progéniteurs lymphoides (progéniteurs T et progéniteurs B) qui a leur tour

donnent les précurseurs lgmphoblastes> [Figurel.4). Ges derniers subissent 2 a 3 mitoses
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successives formant degpolymphocytesi v[ € vS§ o0 HE *puE( M uv VvS]IP v
pour les lymphocytes T ou B. La différentiation de ces précurseursatiidse déroule dans

deux organes lymphoides primairéiférents.

Pour la production dessket des NK, la différenciation des prolymphocytes se déroule
au sein de la moelle osseuse. Lestlles NK acquiérent les marqueurs de surface spécifiques
pour leurs lignées. Suite a leur maturation, leet NK quitent la moelle osseuse vers les

organes lymphoides secondaires.

Concernant lesql-les prolymphocytes quittent la moelle osseuse et se dirigent via la
circulation sanguine vers le thymus. Appeléatymocytes», ces cellules ne présentent a
leur surfaceni le récepteurT Cell Receptor (TOR)es marqueurs CD4 et CD8, elles sont alors
classées comme double négatives (COB8). Les thymocytes sont localisés au niveau du
cortex du thymus ou ils subissent une intense prolifératignuis une différenciaton
}u% PV o[ <H]*]S]}v pdZ o <pE( uu Ev]E % E E

codant pour ce récepteur.
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Figurel.4 : Les étapes de la lymphopoiése. La différenciation des précurseurs lymphoiglésanNK
se déoule dans deux organes lymphoides différents. Au niveau de la moelle osseuse, les prolymphocytes se
différencient en d.et NK. Suite a leurs maturations, laset NK quittent la moelle osseuse vers les organes
lymphoides secondaires. Quant auxés polymphocytes résidants au niveau de la moelle osseuse, passent vers
thymus via la circulation sanguine. Au sein du thymus, ces précurseurs proliferent et se différencient avant de
% e+ E O[ § % [ M S]}v 8ZCuJcu ~< 0 3]}veoBidmissdoht desrinaia GDAous X > « >
CD8 capables de passer vers les organes lymphoides secondaassher, 2009)

W Eo *pu]j]S U «3SZCu} CS + VvVSE VS Ve 0 %Z * [ W S]}v
de contréle qualité rigoureux compos [UV S %o e 0 3]}V %}*]8]A & [pv
négative.

hY

La sélection positive consiste a sélectionner les TCR capables de reconnaitre un

antigene présenté par une molécule damplexe majeur d'histocompatibilitdcMH) classe |

ou |l (voirla partie|2.2] o[]v JA] M % E e« v$§ 0 suCE( oopo * § 0

corticales épithéliales thymiques, les macrophages ou les cellules dendritiques. Tous les
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S§ZCu} CS « CVvS e d Z ]Jv % O ¢ & }vv |]SE o vS]P v e}vs
cellules non fonctionnelles et subissent alors une apoptose pour étre éliminées

pHoS E] HE u vS % E 0 * U E}%Z P « 0} pAEX S8 e+ 0 S]]}V %o
thymocytes. Suite a cette étape, les cellules perdent un des deux marqueurs CD8 et CD

sont classées comme simple positives, le CD4 étant sélectionné via le CMH 1l et le CD8 via le

CMH I.

> MAE] U %Z - ol U S8]}v SZCu]J<pu 8 puv ¢ o0 S]}v v P
les TCR ayant une forte affinité pour les antigemhesoi afinque ces thymocytes ne causent

des réponses autanmunes dommageables.

Seulement 2 a 3 % des thymocytes passent les 2 types de sélection et survivent pour
UJPE €& ipge<u[ o u pMescher, 2aDQ)ugs cellules résultantes sont desaifs
capables de passer dans la circulation sanguine via les parois des veines de la médulla pour
ISE ]J*SE] M - ve 0[}EP v]sde puoduird une%eponse pouvant assurer
une protection immunitaire. Une activation de ce®kt nécessae pour garantir une réponse

immunitaire(Pennock et al., 2013)

Activationdes k

Durant le développement dans le thymus, lesekpriment sur leurs membranes

cellukires le récepteur T Cell Receptor (TCR) formé de deux cha@tesunies par un pont

disulfure|fFigurel.5). Associé a la molécule CD3, ce récepteur forme le complexe TCR/CD3 qui

cedl@E o0 SE ve p 3]}V BIA &PV owe 0 ¢ >
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Figurel.5: Structure du récepteur hétérodimérique TCR formé de deux polypeptides transmembranaires
rettX Z <«<yuy  Z]v %o}ee pv & PJ}v C38}%o0 culcp % EuU 35 Vv§ SE ve pu]E
cellule. Chaque chaine dispose de deux domainessylgsoun domaine constant et un domaine variable qui

§ Eul]v o0 *% J(] 15 %}pE of v§]P v X hv €& Pl}v Z Ev] E }vv §
transmembranaire et contient des cystéines permettant la formation du pisuifdre entre les deux chags
(Murphy, 2011)

Suite a la formation du TCR, #dibhéré du thymus est unrbaif capable de migrer dans
les organes lymphoides secondaires et dans la circulation mais incapable de produire une
E %}ve Juupv]sS ]JE X hv § %o naif est hdesshjre aytrement letlnaif
u uWES % E v Po]P v X 88 STA[FIEVE[]F]BY YRIE o d Z 3§ «
%o} ES e O %]8}% }ue (}EuU %o %S] 0] % E puv 0] ]Je}v v
du complexe majeur d'histocompatibilitdCMH). Ces molécules sont des protéines
membranaires nommeées classe | et classe Il. Les CMH de classe | forment des complexes avec
les peptides issus de la dégradation de protéines endogénes tandis que les CMH de classe Il
présentent aux tdes antigenesexogénes internalisés dans la cellule par endocytose,
dégradeés puis exposés au niveau de la membrane cellulaire sous forme de complexe avec le
CMH. Chaque TCR est associé avemuicepteur (CD4 ou CD8 en fonction du type dgs L
qui se fixe également a0MH (CMH de classe | pour les CD8 et de classe Il pour les CD4) pour
*§ Jo]e & o[]vS & qst]llvCPARigErel®). De méme, un signal de-stimulation
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est créeé lors de la liaison entre des molécuestimulatrices CD80 et CD86 sécrétées par la

CPA et le récepteur CD28 du L

Figurel.6 : Stabilisation de l'interactioniiCPA par les corécepteurs CD4 CD8 fixés aux CMH. (&) Les L
CD8 reconnaissent des peptides issua trahsformation des antigénes intracellulaires par I'immunoprotéasome
et transportés dans le réticulum endoplasmique (ER), ou ils sont chargés dans la cavité du complexe MHC de
classe I. (b) Les CD4 reconnaissent des peptides issus de la dégradatipmotienes exogénes par les enzymes
endolysosomales et présentés par les molécules CMH de clgssgalfashi and van den Elsen, 2012)

> % E ¢V HUV]<H u VS [pv e ME ( S PHE*U 0 }u%o A d
signal de cestimpo S]}tvU v He % ¢ [ 3]A 3]}v uX pY A% EPJ]}ve >
protéine tyrosine phosphatas€D45 3 P o0 u v ¢ v3] 00 % }uGEviale $]A §]}v
TCR./o [ Pk ( u]Joo PoC }% E}S Jv ¢« SE veu u E v JK& - Z |
(180 et 220 KDa) exprimée au niveau de la membrane cellulaire de toutes les cellules

hématopoiétiquas en occupant 10% de la surface membrana@hez les CD4t les CD8§ le

domaine extracellulaire du CD45 est exprimé sous différentes isoforirggiré 1.7).
>[]*}(}EuU AE % EJu %0 V 0O *}Hhe %o}%opo S]}v 0Cu%Z} CS
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*3Jupo 3]}v 8 [ 3]A 3]}v3ontadEepgs, cd.e. des haifs, la forme la plus
longue de la protéine & exprimée comportant la totalité des 33 exons. Ces lymphocytes

% E]Ju v§ o0}E&- o[]*}(}CEuU onzZ X ~uls o[ 3]A 3]}vU o -
alternativement et les trois exons conseécutifs 4, 5, 6 sont excisés. La forme de CD45 ainsi
produite estdonc plus courte et ne peut pas jouer son rble d'activateur. Le passage a
o[l*}(}CEu Z v }JUES -p]s o[ 8]A 3]}v & ul8 o[ 3]Al1S %
empéche les+de recevoir un signal d'activation trop longtemps et donc de déclengher

réponse immunitaire disproportionné@ltin and Sloan, 1997)

Figurel7 W > o« J(( & v& » J*}(JEuU » p 08f AE%E]Ju -« or@yucky 2008). [ A :

En réponse aux interactions, la membrane desticelle de la CPA subissent un
réarrang u VS8 u | % @E o[ S]v % Eu 35 vs o éygeudes¢omacpuyv  I}v
entre les deux cellules optimisant alors la signalisation, la synapse immunolcﬁ@igue(.S :

La formation du complexe TCR/pepti@VH cause la phosphorylation des protéines
membranaires CD3 par les kinases Src (Lck et Fyn) ce qui active les protéines kin@fes ZAP
e EV] E » %Z}*%Z}ECo v >d ~>]v( E (}E 3]A 38]}v }( d

protéines importantes dan®o  <]Pv 0] S]}v o[ 3]A 3]}v <u] ]Jv n]s o 9
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e & S]}v o[]vsS @®oleudtimulaieur>de la prolifération des (Mescher, 2009;
Pennock et al., 2013)

Figurel.8 : Synapse immunologique, modele simplifié de l'activation diwuite a la rencontre d'une
CPA (Pennock et al., 2013).

Différenciationdes k

Au] S8 actiedtion, les tentrent en division cellulairet passent alors derbaifs ()
alreffecteurs (Erre X d}pusS (}]°U o[ VP P uly® hu(edvd 8¢ %o ¢ cu((]* VS %o}
détermination du destin dekr effecteurs produitsLes kECD4 auxiliaireseffecteurs «Th» (T
helper) sont tous le résultat de la différentiation des naifs. Toutefoisleur voie de
prolifération est détermige par les cytokines présentes dans le milieu connues comme
« cytokines inductrices qui déclenchent un mécanisme deogrammation génétique,
impliquant des facteurs de transcription et aboutissant a un profil déterminérdedrmi les
profils de k, on cite les dhl», les «Th2», les «Th17» et les «Treg». Chacun de ces profils
est caractérisé par desagytokines scrétées» spécifiques et par une réponse immunitaire

%0 %o (E } %o (E | o[ oJu]lv $Rémnogk sbals Z0IB) es tauxiliaires peuvent alors

étre classés en itférentes sous populations présentant une différence au niveau des
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cytokines sécrétées et une hétérogeneéité fonctionndlieTableaul.5{rappelle les différents

profils de kavec leurs cytokines inductrices €csétées.

Les cytokines sont des glycoprotéines de faible poids moléculaire produites par divers
types cellulaires notammentlesLu A ]Jo] JE » S 0 e u}v} CS ¢« S % o0 ¢ [ P]C
types de cellules permettant la communication entre des ¢edlude différents systémes.
Apres leurs fixations sur leur récepteur spécifique au niveau de la membrane cellulaire, les
cytokines produisent leurs effets spécifiquégs cytokines sont impliquées dans plusieurs
mécanismes biologiques tels que les réponse oopo JE ¢ S Zpuu}®E& o U of]v |
réponses inflammatoires, le contréle de la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi
<p o & Ppo §]}v o [Bivangdl&aht Sumanlatha, 2015 réponse au niveau
de la cellle cible se traduit par la synthése de nouveaux ARN messagers et par la suite de

nouvelles protéines induisant alors une réponse biologique spécifigueng and An, 2007)

La différenciation des cellules Th et la production de cytokines nécessite des facteurs
de transcriptionV. ¢ % E}S ]v * Ju%o]<p ¢ ve 0o SE ve E]%S]}V o[
tu v o] Je}v ol EX « ( JitieHa transpribtions e se liant a la
s <MV % E}u}SE] of] EU (}E&uU vS % E 0o °*u]S 0o }u% o A
lls sont également régulateurs de la transcription quand ils se lient a la séquence amplificatrice
o[ E %o}uE owsrpproerd transcription du géne cib{Nature Education, 2014)
La détermination du destin de chaque lignée nécessite au moins deux types de facteurs de
transcription: les régulateurs majeurs et le transducteur de signal et activateur de la
transcription des protéines (STAT). L\atdi des régulateurs majeurs est contrélée par leur
expression, alors que les protéines STAT sont activées par des cytokines via des modifications
posttranscriptionnelles comme la phosphorylation. Certaines protéines STAT sont
E *%}ve O ¢ odié Vexprégsion des régulateurs majeurs. En outre, les mémes STAT
et les régulateurs majeurs souvent collaborent dans la régulation de la production de

cytokines en agissant directement sur les génes de cytokines.

> Ju% & Z vel}v o[ 4 ]wuss profils def&co4ifferenciés a eu lieu en
analysant des1.CD4 de souris. Les premiers profils de dffecteurs auxiliaires ont été

identifiés et nommés« Thl » et «Th2» par Mosmann et Coffman en 1986. Ledd.ces deux
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groupes se différencient pdeurs cytokines sécrétées ainsi que leurs molécules de surface
(Mosmann et al.1986) Par la suite plusieurs chercheurs ont confirno [ £ ]S Vv s WA
% E}(]Joe Z 1 J(( & vE ¢« *% + C (Zhw%i@.]201@) 1 o[Z}uu

Le profil Tht >[]Jvs o pliieiis~o[/vS-g@(ma@RNve ¢}vS « CS}I]v «
ee v3] 00 * %}ME O[]V M @-%Iﬂﬂﬁl(]é-ﬂZﬁpésentsdanslemilieu
se lient sur leurs récepteurs pour phosphoryler STAT1 et STAT4 respectivement, une étape
Ju%e }ES vS %} E of]v 1 S]tv H ( S p@Ebet qifarve said #g8 $uv u | P E
les@® P]}ve %o E}u}SE] - e Pv e S ]v IR v $ E vE ERSES E 0|
beta 2 (ILiTZtie (}Eu vS o}Ee* pv }u o E SE} }VSE€0 %o}e]s

o[]vS Eo pid)waris te/milieu joue un rdle dans la polarisation verprafil Thl. > [-2>

*S Ju%oo]<p Ve 0 S %o [Jv]S] S]}v %o E}(]JO Vv Jv-p]e vS O]
iTzti <u] pPu vd o E 3]A]S -12. lostabilis® ¢galemeat lesprofil Thl

VvV E Ppuo v3 % }*]3]A u v3 od THx% Gdant]pwyproféire -Bet. Les CD4Thl

§]JA ¢ ¢ E 5 VS u i})E]¥FNEUU MSAdUUd(E E CEapHa(TRIFS} @&

0 F2>des cytokines qui activent les cellules présentes dans le milieu tel que les macrophages
et les lymphocytes Tytotoxiques, les CD8Les lymphocytes Thl sont connus pour leur
activité proinflammatoire et leur capacité a induire les réponses immunitaires cytotoxiques
les plus efficaces contre les pathogénes intracellulaires comme les viesshk&ctériegLi et
al., 2014; Olson et al., 2013; Pennock et al., 2013)

Le profil Th2 Un profil différent de différenciation derlnommé Th2est déterminé

par la présence dans le milieu des cytokines inductricésdt Il-2. Cette derniére induit
Ad dii <p] e}V SIUE (v U]S O A% @EZee WP UUVE VE%o]V 4@ /XE  3]A]
0 ooped %o > &Ext un[rEgulateupositif de STAT6 induisant sa phosphorylation
ce qui active le facteur de transcription majeur de ce prdBATAS. Etant donné que son site

0] ]J*}v ¢+ SEIUA *uE 0 « E P]}ve %o E}u}SE] §-0F/GATAS } vSe
est responsable @l la sécrétion des cytokines4l. I:5 et IiTX d}us (}]eU "d T ¢ po vJ[ e
% ¢ sU((]* VS %o }uE ]Jv u]@@Uoo[ IFA33}v [Fd dii 5 v o JE X >
e (E S * % E o0+ dZ7 ( A}YE]e v8 o[Juupv]d Zpul}@naesly *}ps v \

pour la production des anticorps contre les parasites extracellulaires. Ces cytokines activent
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également les cellules voisines tels que les basophiles, les €osinophiles et les mastocytes
*% ] 0] ¢ ve o[ oJu]v S](Lvetab, 2014R; @lsdral., 2013; Pennock et al.,
2013; Zhu and Paul, 2008)

Wope E uu vS [ USE * % E} D4 ont été Geclty} v >

Le profil Th1l7 La différenciation destlen Thl7 se déroule en trois étapes. Une

« différenciation» est déclenchée paalprésence dans le milieu du facteur de croissance TGF
beta (TGFteU -0O[}R -28[ 4eri causent la phosphorylation de STAT3 et par la suite
of] 3]A8]})v p( S uE ui puE SE ve E]%S]}vU 0o E %S pE
(ROR/) Cetteétape est suivie par une amplificationi u ] %0 €1 erj Arle de sa

% 18 E u%0 @& of[l¥ p $]}v.SLa roksiéme étape est une étape de
« stabilisation» due a la liaison de la cytokine2R sur son récepteut-23R présenau niveau
des Thl#n différenciation ce qui active davantage STAT3, stabilisant le phénotype Th17.
Suite a cette différenciation, les Th17 produisent les cytokindg A, IEL7F et [E22 et sont
impliquées dans le contrdle des infections bactériennesExt oopo JE « § (VR X >
produit est une cytokine prgv(o uu S}]E % 0 []Jv H]E ofUE%R E <]}V
de la protéinechimioattractive monocytaire de type 1 (MOR X -7 /aetive également les

OOMO * o[Juupv]s bvvs oS W USE}% Z]0 ¢ %}pE P]JE Hn o
bactérienne ou fongiquéLi et al., 2014a; Olson et al., 2013; Zhu and PaoBy

Le profil Teg: Les kayant ce profil constituent 10% des CDvifs présents chez

o[Z}uu X regpedvent étre groupés efiregnaturels (Mreg), générés dans le thymus
ME vS o[}vS}P v Tredindgitso(iTreg) différenciés du lymphocyt€D4 naif sous

o[]Jv(op v ( § puE+ VA]JE}VV u-vSSud o Eus3]diR«uSKAd'&
Ay T ocp] ((AYE]e o A% E <¢]}v p (}EIZ } Wi ~&KyWisU o0 (
TregU ]V ]*% ve 0 % }uE& o[ VP P u vSékpansion (et & mairjtién deU o]
o[ 3]A]13 JuupVv}epu%e% E s]A e 0O0pe2 péut’abnttibuer a S]A %o
o[]v 1 S]}v &KYWT v e 0] VS ¢uE °*}v % E}u}sS g@&gfosmeryte vS ¢}v
une lignée régulatrice destlproduite pour m]JvsS V]E o[Z}u }*S ¢] § o S}o
immunitaire par suppression des cellules effectrice grace a un contact cellulaire ou via les

cytokines sécrétées. Ldseg % HA vE e« (105 ufe ayfokine suppressivgi réduit la
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prolifération des ket la production des cytokines en bloquant CD2, CD28 et la signalisation
desceoeS]Jupo S pE- o[]vr. £es teNulesssont capables également de produire le
TGFt <p] E % EJu o[ &£ % E ««]}Wiret al], A012; Dldometal 2013; Zhu and
Paul, 2008)

Tableaul .5 : Les profils lymphocytaires avec leurs kirtes inductrices et sécrétées.

PROFIL LYMPHOCYTAIE CYTOKINES INDUCTRIC  CYTOKINES SECRETEI
Thl IL-12, IFNV IFN VU dif&2 >
Th2 IL-4 IL-4, IL=5, 113
Th17 TGFt, IL-6, I:21, 11-23 IL-17A, IEL7F, 1E22
Treg TGFt IL-10
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Figurel.9: Les différents profils de différentiatiolesCD4 (DuPage and Bluestone, 2016)

La différentiation desih. v o[uVv ¢ %o EP(VdeeS RE]S UV % Z VIu v ] <]u
Au cours de la différenciation du,Lplusieurs rétrocontréles positifs sont exercés par les
cytokines dans le but de dévier cette différentiation vers un profil précis. Cela est accompagné
par des répressions transcriptinelles des facteurs de transcription et des cytokines causant
la suppression des autres profilsf uSE  ( § PE- SE ve E]%S]}v *}vs P o

ve 0 § %ofine-tuhing» de la différenciation.

Une fois différenciés, lestlCD4 auxiiaires effecteurs coordonnent la réponse
Juupv]s JE v o & S vS§ e CS}I]v e ¢<p] & EPS vsS § §1A v§
Jvv § ( A}E]s v§ o[ TEDB(&igtoxiquesyet desgle %o ](]<H * o[ v§]P v >

Les ECD8 sont capablesle sécréter un large panel de cytokines et sont classés en cellules
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di 8§ d iU S}us (}]* o HE (}v S]}v %o E]V ]% 0 }v. vSE epu(
infectées grace a des activités cytotoxiqgues notamment par la libération de granules
cytotoxiques(perforine et granzymes) dans le cytoplasme de la cellule infectée. Suite a la
réponse immunitaire exercée, les cellules effectrices (@DZ€D8) disparaissent. Toutefois,
certains lymphocytes sont mis en réserve par le systeme immunitaire et formanstlakLr
mémoires (1) caractérisés par une longue durée de vie et par la présence a leurs surfaces de
o[]*}(}Eu OAZKX Kv ]8 wiHes «&rniept@ife eentradie (Tom) localisés
dans les organes lymphoides secondaigeses « Lt mémore effecteurs» (Tem) situésau
niveau des tissus récemment infectéSolubovskaya and Wu, 20163uite a un second
con§ 8§ A o[ v3]P v U ¢, ®vsetapsfosmendbimmédiatement ercficapables

[ £ E E o pE $]1A]8 C 5} 3} Bmpraliferéntvef] se «Jéveloppert avant

[ «p E]E o (}v 8]}v (( SE] X, suitesr BAungt stimaltiond les Tem
produisent les cytokines IFN/  §-4/guant auxTcmU 2[dst la cytokine majoritairement

sécrétée(Broere et al., 2011)

En passant du statutnTa Ter un changement de profil génétique est activé,
v}S uu vS % E o[ pPu vs S]}v o (}v s]}v (( SCE] o] 0
surexpression progressive des genes associés aux cellules effectrices tels que les géenes
codants pour les molécules cytoigues, ou pour les régulateurs de la différenciation et de la
sV e V e (( 8§ HPE*X o0 5§ }u% Pv [uv  Ju]vusS]lv o[ £
liés aux T. Egalement un changement au niveau dewqueurs de surface permet de séparer
les différentsstatuts cellulaires (I Ters Tcmet Tem). Les Wsont bien connus comme ayant le
phénotype CD3 CD45RA CD45RQCD62t (L-selectin), CCRT{CC Chemokine receptor 7).
Ces marqueurs changent pour devenir GEED45RACD45R0 CD621, CCR7pour lesTerr
(Broere et al., 2011; @ubovskaya and Wu, 2016)
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W EBW D v]eu ¢ oopo JE - S}AE] ]S
éU}‘%oZ EJ<u e

viu @ W& u  vVv]su e+ [ 8]}v & A}] e *]Pv 0] S]}v e<}vs

substances toxiques. ve 8§85 % ES] [ v 0Ce ,nouspidd€htetans jcantains
mécanismes cellulaires de toxicité pouvant étre induits par les particules atmosphériques et
qui pourraientnotamment participer a leur potentiel cancérogéne. Nalmrderonsen
premier lieu les mécanismes non sifigues au systemenmunitairetels queles processus

[ 3]A 8]}v u 8§ l}ol«p U *SE e }EC VvSU skepwgesdtidie. ]S S |
Ensuite, nous décrirons les mécanismes affectant directement les cellules immunitaires
v}S uu vS of]v(o uu §]}vX \irftpvddtiong potgntielles entre ces différents

mécanismes de toxicité seront évoquées.
1. Meécanismes non spécifiques au systeme immunitaire

Activation métabolique

1.1.1. Descriptiongénérale

La métabolisation fait référence @[ ve u des réactions chimiquegui
produisentau sein d'unecellule vivante. Suite au contact avec un xénobiotique, une série de
réactions chimiques2alisée par les Enzymes de Métabolisation des XénobiotidiM3)j(se
déclenche causant sa transformati@m un ou plusieurs composeés, ditsétabolites Ce
processus de conversion métabolique est appelée la biotransformation. Rtaraobjectif

— UWPu v8 € 0o[ZC E}% Z]0] e Ju%o}e o (]vVv % Eu SSE o pE
biologiques tels que les urines, la bile, la salive suéar.La majorité des réactions chimiques
e[ (( SpvS8 pHV]A P * OOMHO * Z % 3]<p « 8}pus (}]*U o J}SCE ve

plusieurs autres types cellulaireous pouvons distinguer trois phases dans la métabolisation

desxénobiotiques IEigureI.lO’.

52



Partie 4: Mécanismes cellulaireke toxicité des particules atmosphériques

Figurel.10: Les trois phases de la biotransformation des xénobiotiques.

Phase,fonctionnalisationW /vS@&} 4 S]}v [HV }H %oOpue] WE* PE}IU% u

polaires (§uA vE K, epE o /& v} 1}8]<p ]v]8] 0 % E E 38]}ve [}AE
[ZC & }beCays¥eme NADPRtytochrome P450 (CYP) est le systéme le plus important

% Eu] 0o+ VICU * Ju%o]<p * vVve 0 E 3S]}ve [}EC §]}v 0
E] }S]v u] v]v Jvp o }S] WZ}e%Z S ~E W, }luu <}pE
mono-oxygenases cytochromes P450, des enzymes a noyau héme (hémoprotéines) localisées
dans le réticulum endoplasmique lisse et capables de catalyser de nombreuses substances
organiques par des mécanismes variés. Les époxydes hydrolases sont également des enzymes
de cette phase, localisées dans le cytoplasme et catalysant la conversion des groupes
époxydes formés par les cytochromes en dihydrodiols. La fonctionnalisatiomadbig&que
peut également étre assurée par INADPHQuinone Oxydegéductasel (NQO1) qui

transforme les quinones en hydroquinones.

Phase 3 conjugaison Conjugaison des produits de la phase | du métabolisme et
d'autres xénobiotiques possédant des groupmsctionnels avec un groupement polaire grace
a des enzymes de conjugaisoridgsique le glutathion (GSH) par BhitathionS Transférases
(GS7, l'acide glucuronique par leDRGlucuronosylTransférases (UGTou encore un
groupement sulfonate par leSUW fo-Transférases (SULTLa conjugaison du xénobiotique
rend ce dernier plus hydrosoluble, moins toxique et plus facilement éliminé. Toutefois Il faut
noter que la biotransformation des xénobiotiques peut se révéler parfois néfaste en
transformant une sultance non toxique en métabolite(s) plus réactif(s) que la molécule
]Jv]s] o X %oopueU Of[]v 1 S]}v P v]cpu e Dy 0 %Z ¢« 1 8§ P v
celle des EMX de la phase 1.

Phase ,,, transport: Transport, au travers des membranes biologis, des

xénobiotiqgues conjugués via des protéines transporteuses telles que celles des familles des
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transporteurs ATP Binding Cassette (ABC), SolLute Carrier (SLC), ou SolLute Carrier Organic
anion (SLCO). Ces produits sont alors excrétés des celluleétppétiminer par différentes

voies (p. ex. urinaire, biliaire).

Différents composés organiques tels que les HAP, COV, PCDD/F et PCB sont des
substrats inducteurs des enzymes de la phase | et Il. Toutefois, les PCDD/F sont résistants a la
biodégradation et «[ HupO VS ve 0 (}] S 0 ¢ S]eepue ]% HAEX |
transformation des xénobiotiques et surtout suite a la phase I, un phénomeéne de bioactivation
peut avoir lieu. Ce type de phénomeéne a été décrit pour différents types de composés, dont
des HA, des COV ou encore des PCB. Les composés oxydés formés (quinones, époxydes,
aldéhydes) sont réactifs et exercent le plus souvent leur toxicité via I'apparition d'un stress
}EAC vsU o (}E&u S]}v -  Hu]S-e o— EU }up v }E oléculgs](] S]}v

cellulaires, telles que les protéines ou les lipides.

1.1.2. Métabolisation des PMs

Différents composés organiques peuvent entrer dans la composition des particules
atmosphériques, tels que des HAP, COV, PCDD/F ou encore PCB. La libération paules part
de ces composés organiques et leur biodisponibilité cellulaire peuvent induire quelques

enzymes de la phase | et de la phase Il du métabolisme.

1.1.2.1 Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

Parmi les différents composés appartenant a la famille des leAHa]Pest souvent

pris comme modeéle vuosm métabolisme trées bien étudiéDés sa pénétration dans le
cytoplasme, leB[a]P ¢« 0] HV E %S PWE CS}%0 cu]l<py SE ¢ *% ](]«
hydrocarbon Receptor (AhR) et déclenche sa voie de signalisétion o] ]J*}v vSE o[ Z2Z

, WU pv ¢ 0]P v ¢ % E]V % pAEU pHe o0 Jee} ] S]}v o[ ZZ -
forme un complexe au niveau du cytoplasme. Cette dissociation permet son entrée dans le
noyau ou il se lie & son partenaire deudiCE]s S]}v o[ ECo ZC E} €& }v Z  %o!
Translocator (ARNT) formant ainsi le complexe AhR/ARNT et induisant, via le Xenobiotic
Response Element (XRE), la transcription de plusieurs genes y com@N®PIds\11A2 1B1
et 2S1 Ce mécanisme estrégul% @& o[ ECo ZC B} & }v Z %S} E Z % E -

Juu E % E ¢ uE of] ZZU v Vv3E v8 Vv }Ju% 3$]3]})v A opu] "
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avec I'ARNT et la fixation sur les XRE. Il existe 3 principales voies de métabolisation des HAP.

La voie magiuE Ju%eo]<p o ( uJoo o zZW <] S oCe o[}AEC S]}v
instables rapidement hydrolysé en diols. La deuxiéme voie est catalysée par les CYP

% E}LEC ¢ ¢ S E %} *puE&E o (}E&EuU SJ}v [pv E ] o S]}vX >|
transformé en phénol et puis en quinones. La troisieme voie, catalysée par des dihydrodiols
déshydrogénases, implique la formation des quinones a partir des catéchols instables par deux
oxydations successives. Ces voies de métabolisation peuvent donner ddmtitésaréactifs

tels que les quinones et le BPDE connus pour leurs effets génotoxiquesa(paitie 4,

paragraphgl.3). Les quinones peuvent étre reconverties par les NQO1l en métabolites

hydroxylés moins toxiques.

Les étués menées sur la métabolisation des HAP entrant dans la composition des
PWVs}vd E A o pv pPu vs §]}v of £ % E <]}V o[ ZZZ §
enzymes (EMX) de la phase | (CYP1A1, 1A2, 1B1, CYP2E1, CYP2F1 et NQO1) et de la phase II.
Une dude a montré une augmentation du gen@YP1Ale u]$ o[ A %o}eéllléy .
mononucléées du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear BBNAQ) au B[a]Pet
aux HAP des particules die¢Blé et al., 2015X /o P ouvs S Uu}vSE «ug o[ A %
Bla]Pdes kk * ]38 o WE 3]A 3]}vU  pe upuv  pPu v 3]}v «]PVv](] 3]/
génesCYP1AICYP1B&t AhRRPrigent et al., 2014)1 aété reporté réecemment que lesrL
primaires activés par les billes a@D3/CD28 possedent les systémes de métabolisation CYP
1A1 et 1B1 et sont alors considérés comme modele utile pour étudier la capacité de

métabolisation des HARiamin et al.2017)

1.1.2.2 Composés Organiques Volatils

L[ nvescomposé type des COV est le benzéne. Classé cancérogéne de groupe 1
ES ]V % }pE& o[Z}uu % E o vSE /vs CEv S]}v o Z Z €& Z

responsable de la leucémie, une hémopathie maige la moelle osseuse. La métabolisation
des COV et notamment du benzéne fait intervenir des cytochromes tels que les CYP 2E1 et
2F1. Des métabolites toxiques peuvent étre formés, notamment des quinones (1,2
benzoquinone et 1/enzoquinone). Comme poue tas des HAP, le NQO1 peut intervenir
dans la détoxification de ces métabolites en les transformant en catéchol ou hydroquinone.
La toxicité des COV est principalement due aux especes réactives genéerées qui induisent un

55



Partie 4: Mécanismes cellulaireke toxicité des particules atmosphériques

stress oxydant et causent des domiRa- ol] E § pAE u E}u}o poO ¢ V}S uu
(JE&uU vS » H]SeX hv Spu uljv8E pnv  HPu vS SCMP2El1o0[ A& %o @
danslesPBMC 3@E A Joo PEs A %o} « VIA uE }v VvSE §]}v
aussi bas que 0,1 pp(homas et al., 2014)

1.1.2.3 Dioxines et Polychlobiphényles

Cette classe regroupe des composés organiques persistants et stables dans
o[ VAJE}vv u viX viu E pAE }Ju%e}e » ¢}Jvd v E}P v e A E -
o[Z}uu X > e« J}AE]Vv e S <Jd Och = W *}vs % 0 ¢ []JvS E P]E
[ (( 8§ E of] A% E ]}V viu E p&E£ P v eX > usS }o]e S]}v .
époxydes capables de réagir avec les acides nucléiques ou les protéines et former des adduits.
Elle peut également donner des quinones capables de réagir sur les siiésphiles des

% E}S v « }u o[l EX > § uk&E us }o]e 8§]}v e« W Julvp A

P& Zo}E 8]})v W ( A}E]e v8 o[ pupo 3]}v * Ju%o}e
]% pAEX /o S U}vVSE <u[pVv A %o}=|DR v o AlEMWU po[ ZZ
HPu vS8 «]PVv](] 3]A u v3 o[ E£% E +<]}v P v]pu vaciwds i i 3 i

(Prigent et al., 2014)

Ve SCE ¢« viu & pAE U 0o u S }o]e S]}v e &£ v} ]}S]cu
exposé Cependant les enzymes impliqguées dans les phases de métabolisationt mzungen
certaines circonstances permettre la mise en place de processus toxiques non seulement via la
(JE&uU S]}v us }o]S ¢« S}AE]<H * § 0° <u Bla]Praisiégalement vallxp U
Pv & SJ}v ¢ % <« Z S§](- O[KAdP W& ZKy % o }AC VS

Stress oxydant

1.2.1. Description générale

> ¢ }EP v]eu o &} ] « pus]o]e vS o[}AEACP VvV %}IuE P v E &
[ dW v ee JE %}uE O (}v S]}vv u vs 0 oopo X %o0OUeU ¢
molécules est dépen v § o[}EZACP v X [ *S o . o SCE}e]v U o[ ]
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stérols et les acides gras polyinsaturés essentiels pour la structure et les processus cellulaires.

e % ¢ E S]A - O[}ECP v ~ ZKe ¢}v8 % E} pl&m p IpE
cellulaire normal, essentiellement par la chaine respiratoire mitochondriale. Ce sont des
dérivés oxygénés réactifs. Certains sont des radicaux libres, possédant un électron non

% % E] *HE 0 PE }u Z A o v § & etje radical hydroxy®K (E } /£ C

0}E-* <«u [ uSE + }vS -oxydabies nenY%adichlaires, telles que le peroxyde

[ZC &} PG Toutefois, la production de ces especes peut avoir des sources exogenes
comme les microorganismes, les radiations, dertains médicaments et un grand nombre de

xénobiotiques.

Depuis leur découverte dans les années 50, lesgeRt@onnwes pour leurs réactions
néfastes. Elles peuvent susciter des réponses négatives, telles que l'inhibition de la croissance,
des dommags cellulairs ou la mort cellulaire. Toutefois, ces espéces se caractérisent par
deux faces, elles servent également de molécules de signalisation pour réguler les processus
biologiques et physiologiquéBinkel, 2011)Ce rble entraine des réponses positives telles que
0 ]1(( &€ v]S8]}tv oopo JEU o & P v & S]}v oopo JE U o &
prévention du vieillissemen(Schieber and Chandel, 2018elon laconcentrationet les
conditions intracellulaires, le€ROpeuvent provoquerdes dommagesou agir comme

molécules de signalisatiaedox.
> OOHUO J*%o}e [MUV %oE} eepe Z uS u vS }vSE€0 % }UE O
régulé par différents systemes antioxydants enzymatiquigérOxyde Dismutase, SO

catalase et l&lutathion Peroxydase, GRat nonenzymatiques (viao [} £ C  Sdlptathjon

réduit, GSH en glutathion oxydé, GSS$@Figure .11). La surproduction de ces especes

oxydantes et/ou la diminutiondes espécesantioxydantesou le dysfonctionnement du
systéeme de défense causent un déséquilibre au niveau de la balance redox. Le stress oxydant
est la situation de stress cellulaire ou la balance oxydant/antioxydant est décalée vers un état
de prooxydarns. Le stress oxydant est une épée a double tranchant ou sur un plan
physiologique il est nécessaire pour le phénomene de signalisation alors que les ERO produites
en exces peuvent déclencher une chaine de réactions néfastes et causer des dommages au
niveau des constituants essentiels de la cellule. Parmi les dommagasubiter, la Iésion et

~

la dénaturation de la chaine peptidigle 0 %0 E}AC S]}v ¢ 0]%] * S 0 0 ]}V
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ou la modification de la base conduisant potentiellement a une maomaiet une mort

cellulaire.

Figurel.11: Production, élimination, (( S« Jve] <p E¥€o0 e ZKX >[ Vv]}Vv *u% E}AEC

o[}ZEC S]}v o E W, % & o[ viCu E W, }/EC -« ~EKygehdndrisleest Z v E
vepld JVA ES]S V % E}EG % ZO[®JBW u% E}EC 0royedinroledK X ,

signalisation en oxydant les résidus de cystéines sur les protéines. Il peut également étre convebdtis@umsH

o[ §]}venzymes antioxydantes telles que la peroxiredoxine (Prx), la Glutathion Peroxydase (GPx) et la
0+ ~ deX [ UEE % ESU o[ uPu v §]}voQpepv didbive 2ola foumatioh du [,

radical OH par la réaction de Fento@e radical est réactif enteplusieurs cibles biologiqu€Schieber and

Chandel, 2014)

1.2.2. Stress oxydant et Pb%k

>[]v L S]}v H *SE  }EC VvS S }ve] E juu  pv e u
importants déclenchés par les BM De nombreuses études ont montr<pu[puv ~ A% }*]S]}v
aux PMs peut contribuer au stress oxydant et aux dommages cellulaires. Différents
mécanismes de formation de ces ERO ont été évoqués. Le premier fait intervenir les radicaux
libres persistants (Environmentally Persistant Free RadiERBR) sur les P8 Gehling et al.,
2014H)X e« E ] pAE ¢ (}EuU vS ]S o récdrsayrgrgafieség sur upisite %o
& }&A& [pv u S 0o xplW }p&kvs o E p S]}v usoA] pv SE ve

u vVv]eu VRS o (}E&u S]}v E ] pPAE 0] E » % E*]*S VS

radicaux a la surface des PMenforceleur stabilité, permettant ainsi leur psistance dans
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o[ VA]E}vvCas EPKR sont consicgod®mme source de formation des ERO, chaque
radical pouvant généreyl0 K ,(Khachatryan et al., 2011)e deuxieme mécanisme implique
les composés organiques occupant la surface de la particule (tels que les HAP et les COV) et
qui par activation métabolique produisent des ER&ualtieri et al., 2012)Les métaux de
transition tels que Ider, le cuivre, le manganese ou le vanadium, entrant dans la composition
des particulessont aussi capables de produire des radicaux hydroxyles hautement réactifs via
la réaction de Fenton ou en perturbant la fonction de certaines enzymes impliquéesedans
systeme antioxydant de la cellulMaciejczyk et al., 2010; Torramos et al., 2011En cas

[Jv(o uu 3]}vU 0 3@ *¢ }AEC V3 % pUS P o u vd % E}A V]E

inflammatoires capables de produire des HR€&derico et al., 2007)

Les particules fines peuvent altérer le systéme antioxydardimtinuer la capacité
vS]}AC VS * OOMO *X >+ ZK P v (E <« epdantcapableEde}]5]}v
causer la translocation vers le noyau du facteur de transcription Nuclear factor ery&iroid
related factor 2 (Nrf2). Vu son réle primaire ddes mécanismes de défenses intracellulaires,
cette translocation altére la transcription des enzymes antioxydafDeng et al., 2013a)
Ainsio[ A% }e]3]}xs % AESWO S E o] A% E ++]}v +es($0D, CATVS]}AEC
GPx)Deng et al., 2013a; Kouassi et al., 20dt0auser une diminutiode leuractivité et de
cdle des enzymes de métabolisation du glutathigfouassi et al., 2010; Torr&amos et al.,
2011)

Wopue] HEe* Sp e }vS Uu}vSE o0 o] Vv VSE o A%}*]S]}v HA

notamment les particules fines et la géméon des ERO dans les cellules pulmonaires et les

U E}%Z P+ 0A }o ]E X d}pus (}]* %o b [ S e+ ¢ o}vd Jvs E -
*% * Ve 0O* WD 3 0¢°0CU%Z} CS «X "uls o[ £%}*]18]1}v
des nanoparticulesrichesv u § p&£ ~ X X X & U E]JU pU E&+U pv P v E §]
K¢ a été détectée(Dwivedi et al., 2012X >[ §p >lu ES *uE o0+ u $ PAE
carbure de tungsténe, WC, et le cobalt métallique, Co) a révélé une augmentation de
o Xpression deHMOX1 impliqué dans la réponse face au stress oxydant, dans les PBMC
exposés pendant 15 minutes a ces métaux par rapport aux cellules non exposées. Une

. oopo |]E S ov Z *u]s o[ £%}*]S]}v }vsS o0 -

contribuer a une activité carcinogenése causée par-@éGLombaert et al.,, 2013)Les
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couleurs deHoli utilisées durant les festivals surtout en Inde sont formées de plus de 40% de
PMioX ve 0 HS [ SH ] & o ¢« (( S- He ¢ % &E e }uo HE-U pv
exposant a ces colorants les PBMC isolés des échantillons sanguinsgatélsgujets. Une
générationaccruedes ERO dans les granulocytes et les monocytes exposés pendant 4h aux

PMo a été enregistrééBossmann et al., 2016)

>[ A% }e]S]tws pAS WH} ] UWE u E<«p pE+ [}AEC S]}v %o (
0]%] + S o[ E Ut la}férmation de ghydroxy 1 fdésoxyguanosine {@HAG)
E % E » v3 v§ o }uu P of] E o %ope *}JpA vd E 3§ E]* X hv
E Ao pv e} ]3]}v VESE o] A% }*]1313vi % v ygud®2z peég VED
mesurés par le niveade 8 OHdG dans les lymphocytes. Pour une augmentation de 10%ug/m
de PM s, une élévation de 11% du niveau d®8IdG a ainsi été détectdSarensen et al.,
2003) Cette association a également été étahiiens des études toxicologiques ou une
exposition ex vivo aux PMet aux HAP a été corrélée avec le niveau deHIG dans les

lymphocytes humaingévattanasit et al., 2014)

] Vg 0 %E} u 3]}v [ ZK ¢}]8 uyv Avuvd Eupulo veo
espéeces sont capables de causer des dommages aux macromolécules cellulaires telles que les

acides micléigues, les lipides et les protéines.
Génotoxicité
1.3.1. Description générale

> S ]o]S8 P viul«pu RS [Ju%e}ES Vv % EJUI}E ] 0 %o}l
fonctionnement correct de tout organisme. Toutefois des agents génotoxiques aux caracteres
électrophiles sor$ % 0 ¢ []Jv H]E e Juu P ¢« pun P v}iu v « o] v§
VU 0 }%Z]0O of] EX > P v}S}A] ]S 8§ }v o % ]S e P vS§

* }uu P e« o EX E}pe ]eS]vPpu}ve pAE SC% -° P v}S}AE] ]S X
faie v§ & ( E Vv LHAE (( S« JE& S- pe o epn]s o[]JvS E S]}v v
E s & 0 SE}%Z]o S of] E VU 0 }%Z]o X W Eu] * (( 8s-U
%}vsS P «U }tu v }E seuE - ol EX [ uStidhs 6t @ESdl o} E <
niveau de différents systemes intracellulaires tels que les systémes de réparation de I'ADN,
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les télomérases, ou encore le fuseau mitotique, elles sont considérées comme atteintes

Jv ]E& § - of] EX E}ue % Eo}ve Jindifecte. Dandcer §8ilsitdetant

& oS - ES Jve Sp o £ e epE o0[Ju%No] S]}v * % ES] p
o[} » EA 3§]}vgéhotqxi§ues

1.3.2. Génotoxicité liée aux particules atmosphériques

> ¢ % ES] Ho ¢ (]Jv o *}VvS§ % A E+[ YBEHw E o] EX .
dommages sont causés par certains métabolites générés suite a la biotransformation des
composés rentrant dans la composition des particules. Egalement, les especes réactives issues
des composés organiques et des métaux ainsi deg mécanismes de stress oxydant et

[ 3]A 3]}v u & }o]l<pu }v§ % o0+ []vd E P]E A 1(( & v
oopdo JE ¢ }vsS o] EX ¢ JvS (E S]}ve ¢}vS epue %S] 0 ° }v p]C

qualifiées de Iésions génotoxiquéBergham et al., 2012; Gualtieri et al., 2012; Longhir.et a

2013)

"uls o[ £%o}]S]}v MAE % ES] pOo * (]Jv * %oOpe] H&E+* }uu P
notamment les cassures de 'ADN, (}E&u S]}v . H]sSeU o[}AEC S]}v .

formation de sites abasiques et les pontagégy(rel.12). Dans la suitenous allons nous

concentrer sur deux dommages principaux testés au courgrdjet de recherche : la
(JE&uU S]}v - H]Se S o0 ¢ eepE ¢ }po e E]vV ol EX

61



Partie 4: Mécanismes cellulaireke toxicité des particules atmosphériques

Figurel.12: Les daiu P -« o[ E He ¢ % E e sJUE + VvV IP Vv e § AE}P Ve §
voies de réparationd.6pezOtin et al., 2013)

1.321 &}&u S]}v [ w]S E

De nombreux xénobiotiques ou leurs métabolites sont capaiidese fixer de maniére
}A o v$§ e u E}u}o poO = OOUO JE * %}IUE (}EU E .
macromolécule cible la plus étudiée. Lanfation de ces adduits entraine des changements
structurels au niveau de I'ADN (une mauvaise reconnaissance de la base transfoameée
mutagenese) perturbant sa fonction, et pouvant entrainer des pathologies tels que le cancer

et le vieillissement.

LeBalP ¢S }vvu %o }pE - % ]S (JEuU & . ujBae v }lu &E
présence de ceadduitsest unévenement important danso|[ %o %0 @€ Jtaiheus via la
production de mutations dans des geénes tels que le suppresseur de tuhiR&s Suite a la
més }o]e S]}v Hu , WU o %}AC W S pv u § }o]8 S-CEu]v o
aAle of EX >[VV M %}EC <30 ]88 CvVv3 0 %ous PEv E
0}E+ 0 ]38 %E ( E v3] o []Jvd E 3]}v }Audéophilespels\tue A .
O°* ¢ %UE]<H * ol E ~o] v]v $§ o Ppu hdwmétalfdlEatiovs
du B[a]P peut également donner un catéchol qui subit deux oxydations conduisant a la
formation des quinones avec la production concomitantge Z K X o <H]v}iv e e}vsS Jve
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% O e (JEuU E - H]s8e 8 o+ o[ E pvVv]JA p o Pp v]v
ol v]v X

> e S ¢ %] ullo}Plcp e }vs ] v § o] o[ e} ] 81}v VSE o]
o (}E&u S]}v [ ]S -axalyse regrdupant 13 études entre 1988 et 1997 a montré
une association entre le niveau des adduits dans les leucocytes et les lymphocytes et
of £%}]S]}v 0 %}oousllv BGPKILGUE]M] B pud® [ F£%}]5]}VvX
relation établie estihéaire a de faibles doses &a]Pet sublinéaire a fortes dos€Peluso et
al., 2001) /o § u}lvsE Hee] <p 0 (}&uU S]}v [ H]Se S ]S e} ]
PMy, dans le ¢ [pv Su u suE vs o - H]Se Ve 0 * 0CU%Z} CS

travailleurs exposés a la circulation pendane période de 2 semainegPalli et al., 2008)

Les études toxicologiques ont également élucieliéecassociation. En exposaintvitro
des lymphocytes non activés et des monocyte8f]R il a été montré que les adduits sont
HV]<p u v8 (JEuU » Z 1 0+ u}v} C8 X d}us (}]*U enuls o[ 3]A 3]}
phytohaemagglutinine pendant48d ¢ oopo ¢ }vS u}vsS®E puv uls]( [ H]S ]
e u}jv} CS X %oOoUeU O AE%o}*]S]}V e WA o]PV ¢« oopo |E

B[a]R, conduit a des adduits d'ADN similaires dans les deux types de c@folest al., 1991)
hv Su & vVvS§ UjvsE <«u olacivés o PV} dB[a]Ppendart 48h
conduit a une induction significative du ge@¥P1Almpliqué dans la métabolisation &[a]P

v W s o (}Eu $]}v-N3BPRHKamin et al., 2017)Aprés exposition des
lymphocytes et des monocytes en-colture auB[a]R, les adduits formées étaient semblables

MAE o u}v}) C8 eX 885 Sgu V[ %o * ¢ po u vs u]e v A] v

of A% }]BEIP Spo (}Eu S]}v [ u]Saussinhentré que les lymphocytes
non stimulés qui sont incapables d'aeivdes promutagenes métaboliques commeBla]R
recoivent le matériel génotoxique d'autres cellules sanguines (telles que les monocytes) pour

former des adduit¢Holz et al., 1991)
1.3.2.2 eepn®E ¢« }lp o E]v ol E

> eeuyE }po E]Jv~E }lpo A"SEV E IleU N e o5 0o[uVv
0 ¢ %O0pe PE A « <u] Jnuéeriie péndmiqudAw fours de cette Iésion, les deux
E]Jve o] }w o Z o] *}vs v }luu P U <u] Uu%! Z oOf[pS
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complémentaire comme matrice pour la réparation. Ces cassures sont suffisantes pour induire

des mutations géniques et daaberrations chromosomiques.

W Eu] o« E %}ve ° oopo JE « pAE }luu P - of] EU o %oz
H2A.X est la modification la plus caractérisée. H2A.X est un variant de remplacement de
o[Z]*S}v ,1T X ~u]s WA eeu(E + DNjure phosghorylationa lieu sur la
e E]Jv iid ~™ EiiDe o[ Atér@inaléJCGerntibal) AeCH2A.X pour former la
gammaH2A.X (H2A.X ou fH2A.X). H2A.X semble jouer un réle important dans le processus

E % E S]}v ¢ N X > %Z}*%Z}ECO0 S]}v 0[Z]*S}v ¢S pv S
S o[]v]S] S]}v 0 E % & S]J}vX W E 0 °*u]S U %fojEe]jME* %o E}
recrutées telles que la recombinase Rad51 et-fayXrepair crossomplementing protein 4
(XRCC4). Cette étape génére de nouveau une phosphorylation de H2A.X formant des foyers
de H2A.X. Le nombre de foyers formés chez les cellules de mamsyigaespond au

nombre des DSB. A la fin de la réparatigh2A.X est déphosphorylée.

De nombreuses étudem vitro se sont intéressées a la détection dd2A.X pour
étudier le stress génotoxique et la réponse de plusieurs types cellulaires aux domanages
I'ADN apres une exposition a des agents environnementaux tels que la fumée de cigarette
(Albino et al., 2004)les métaux lourd¢PetersonRoth et al., 2005)les HARToyooka and
Ibuki, 2006kt les nitroHAP(Kawanishi et al., 2009; Oya et al., 20X1¢s études ont monté
des augmentations du niveau dei Xy *pu]$s o[ £%}*]8]}vX

Concernant les études réalisées sur les PBMC et les lymphocytes, leh&kng une
augmentation du nombre de foyers dei2A.Xin vivochez les PBMC des jeunes fumeurs en
comparant aux notiumeurs. De plus, l'arrét du tabaepdant 1 mois a réduit les DSB et le
viu & (} € @E3A.X awun niveau comparable a celui observé chez lefunweurs
(Ishida et al., 2014)Une étude a montré que les femmes exposées a la fumée issue de
o[us]o]es S]}v . E P& vSe . isjnese mal ventilée ont un
pourcentage de PBMN présentant des foyers #2A.X multiplié par 6 par rapport aux

cellules des femmes utilisant le gaz de pétrole liquéfié comme carb(lvaoridal etal., 2010)

Des étudeex vivoU }vd P o u v8 u}v3E pv pPu v3-BIAXIliép v]A p

MAE N Ve 0 ¢« 0CU%Z} CS » epu]s o[ A& %o}]S(RedonpefEal(E | S]}v
2009) aux particules alph@Horn et al., 2015¢t aux rayons XHorn et al., 2011)Une étude
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récente a montré une distinction significative des foy@i@A.X cardéristiques des DSB chez
les lractivés exposés pendant 48h a 2uMBla]Pillustrant la capacité d8[a]Pa causer des

}uu P « of(Li&nin et al., 2017)

}v. E&v vS o[ A% }e]S]}v UAE % E Pplusjears-étutias igerént@hsu o
la littérature. Une étude réalisée sur les A549 a montré une phosphorylation de H2A.X suite &
la formation des DSB aprés exposition auxdABancheférez et al., 2009 neautre étude
effectuée sur des BEAB a également montré une phosphorylation de H2A.¥ &é
o[ A& %o}*]S]}aa puBkengidLepers et al., 20147 notre connaissance, aucune étude
V e[ 8 JvS E - E Z EZ E 335 %Z}*%Z}ECO 5]}v u Vv]A
o[ £%}]S]}v HAE % ES] HO * Su}e*% Zp&hJent étke intéresedantiso 2} C S
comme mo 0 % }uE o[ A ok2AX}en raison de la grande spécificité et de la
sensibilité des analyses effectuées avec ces cellules, des quantités considérables de cellules
pouvant étre facilement obtenues dans un court laps de temps avant et aprés exposition et la
guantité limitéede sang nécessairke recours aukfymphocytes comme modéle minimige
risqued'hétérogénéité intraindividuelle, cail est connu qudes différences dans le niveau
d'expression des foyersH2A.X entre les soymopulations de lymphocytes[ A E v§ 3 E

minimes
1.33. Z % & S]}v * 0 *]}ve ol E

> e OQO0OMHO ¢ P EC}S ¢ ¢}vS <pu]%o * [UV U V]eu *}%Z]*S]<}
E % E 3]}v ¢ luu P e o[ EX e u Vv]eu e E PE}u% vS « A}

gue des cascades de signalisation, deskpeints, qui causent dggmusesians la progression

du cycle cellulaire et coordonnent la réparation dedsion|fFigurel.12). Si elles ne sont pas

E % E °* }u *] 0o E % E S]}v 5 (EGBDHNM peuventecormlgir€éE S]}ve

I'apparition de mutations au niveau des genes, des chromosomes ou du génome et augmenter

le riggque de cancer.

1.3.3.1 Réparation des adduits

Les modifications covalentes liées a la formation des adduits ne sont pas réversibles
mais il exist pyv u  v]eu E % E S]}v of] EX > & % & S]}v % &
(Nucleotide Excision Repalt, Z* % & v v Z EP o[ o]Ju]v S]}v 0 *]}ve A}o
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gue les adduits encombrants qui cause une distorsion de la double hélicstdl @sux voies,

O[uV  }H%0 o S&E vNERE(MarsskfiptibGoupkkd NER) qui répare les lésions

au niveau des brins transcrits des genes actifs. La deuxiéme estNERGlobal Genome

E Ze <p] €& % E 0 * 0 ¢]}ve ve o[yweoempri®les prifd nohuranscrits et

o & P]}ve viv } v3 Unefos]eddmkage identifié, les 2 voies se rejoignent et

font intervenir le facteur de transcription TFIIH dont les soogés ont une activité hélicase

et vont séparer les deuxE ] v« o[ EX > @&]v v juu P A wvepld ISE ]v
€8 0 0 °¢]}vX ] }v uls8 of £ ]J*]}v [pv (E Boph/(pairks E *]u %o cC

e ¢ lvS VvV VS 0 O °]}vX > E CvSZ « pu E]Jv A ]Jo 5 eeopuc

wou xX > o]P 8]}v p }po E&]Jv [ E <8 v(]v & o0]* % E o o]
[ u]Se o[ E o] o[ AHMiiyéd alBM@]PUe v pPu vS §]}v o[ A& % E

des génes associés a la réparation par excision de nucléttideue ERCC3, ERCC4, ERCCS,

RAD23B et SLK a été montféeamin et al., 2017)

1.3.3.2 Reéparation des cassures doublén

Deux mécanismes de réparation des DSB sont activés selon pldaersstels que
le type cellulaire, les phases du cycldudalre et la complexité de la cassure. La recombinaison
homologue (Homologous Recombination, HR) est une voie de réparation efficace et sans
EE PpE v psS]o]e vS 0 e <p V Zlu}o}Pu % E ¢« vS <uE o0 Z
intervenir plusieurs protéing Cette recombinaison a lieu uniquement apreés la réplication de
of] E X X X 0}Ee*s ¢ %Z e« }up'l o Co oopo JE X > U AE |
o €& o]P SUE [ AdnBlogyes (NasiHiomologous End JoiningHEJ)une voie de
réparati} v E]e<p [ EE HWEX o0 }ve]es o] & o+« ASE u]s -
upsS S]tveX hv sSpu & vS§ u}vsSE ractivef aiBjadPpésdant 48 >
déclenche les mécanismes de réparation des DSB par recombinaison homologueoieette
E % E 3]}v § A E](] % & o[ pPu v3 3]}v o[ A% E <]}V
,Z ~Dz ii U zZ iU Z/IWi v Z 1is ¢ ve A OuE o0 (]S <p[pV %o
*}1S & % E + % E E o]P Shoflologiedl udn at]d., 200LF)V
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Modifications épigénétiquescas des microARN

O[}%%}e]ST}v « u} 1(] S]}ve P v S]<p o ~uus S]ives <u]  pe
dans la séquence des genes aboutissant au changement de leur expression, les modifications
épigénétiques ent des changements moléculaires conduisant a une modification de
O A% E <]}V Pveeve v u}J(]E 0 ¢ <cpv X « u} J(] S].
plusieurs ordres, la méthylation de I'ADN, les modifications frastuctionnelles des
histones, les coplexes de remodelage de la chromatine et les ARNscodants. Dans cette

partie nous détaillerons uniquement le dernier mécanisme.

Les micreARN, ou miARN ou miR, sont des ABRNts(19-25 nucléotides) non codants

ayant un réle important dans la régulati post SE ve E]%S]}v 00 O A% E ]}V
e 0] vS§ of] ZEu ] o X Wouu- iiii u]l] ZE AE]*S vSs ve 0 P v}
o[ E% E ]}V [l 0i9 « P v ¢« } viFriddmatEetal.s 2209ESS v o

MIARN sont impliqués dansdentrble des processus biologiques tels que le dévelopest,
0 % E&}o]( & S]}v S o 1(C & v ] S]}v oopo |]E Jve] <u o[ %o}
[ USE % ESU v E Pupo vs e PV e su%% E *» HE-" SHuu HE-

peuvent étre impliqués dans le développement du car{sdoosterman and Plasterk, 2006)
141. 1}P v o S u} [ S]}v <« u] ZE

La biogenese des miARN a lieu en quatre étapes aboutissalitdtau S]}v [uv u] ZE

u SucE % o [ £ E €& ¢ (}vpddttranscrifiiotade (Figlfel.13).

1.4.1.1 Transcription du miARN primaire

> % E& u] E S %o (}J&u S]}v [Mv u] ZE u SpE US %o |
géne codant pour le miARN. La majorité de ces géenes sont localisés dans desnégions
} vS e o[ E S %o}ee VS 0 HE % E}%E&E <Ce*S u SE ve E]%o¢
dumiARN (pru] ZEes ¢}vS SE ve E]Se ¢}ue o[ S8]}v o[ ZE % }oCu &
uto po [ ZE [uv vs v VL 0 }S] < Weyédk ayanfube tuiffeo
7-u SZCoPp vie]v Vv A] § UMV <H U %}0C Vv i[X
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1.4.1.2 Formation du préniARN

Les prAmiARN sont pris en charge par le complexe npbieique appelé «

U] €}% &} e WE i }u%o}e o[ viCu (€}*Z U pv &lajlap o -

% E}S v 0] ]*}v o[ ZE }p o E]v o ‘'-ndARN dd nvan@e a o]A o
formerunpréu] ZE [ VA]JE}v 61 v 0 }8] » (}EU vS SIUIIUEs pv +35CE
ZAuE A pv MEEEIWZ [ $ uv [ o] @s. 1 vu o }3]

1.4.1.3 Export du prémiARN vers le cytoplasme

Le préu] ZE P v & Ve 0 V}IC pu S A %}ES Ve 0-5 CS} %0
(XPO5) quireconnaitlepré] ZE P &E e}tv. ESE u]S i[ ¢ }ES vs X

1.4.1.4 Clivage du préniARN et libération du miARN

Dans le cytoplase le prémiARN subit sa derniere étape de maturation qui consiste
en un clivage du pr&u] ZE % E o[ viCu [/ ZU pv &E] }vyh 0 $ C %o
E *p0S VS ¢S uv up% o0 A i vum o }S] « v ulC vv (}CEu [uv C
[V S Ede taé wimilaire issu du bras opposé du-pméARN.

1.4.1.5 Mécanisme de régulation pestanscriptionelle

>glctivité régulatrice des miARN est exercée au sein du complexe RISGdiabesl
Ao v JvP }lu%eo AEeX > u%o £ (}CEuU Ve @ieravéc Pe comiplede VS e
formé des protéines DICER Argonaute (AGO-4), Transactivation response RNBinding
Protein (TRBP) et Protein Activator of PKR (PACT).5]A]8 Z o] * pun }u%o £ U A
[ '"KU A JUS]E 0 ]e*} 1 S$]}du mPARNp B nedghrdant que le brin
}u%o u vs JE o[ ZEu ] o  RpflsSp i@ E]whusSE EJ]

gualifié de brin ¢passagep et sera dégradé.

Le complexeZ/~ & vep]sd Pu] A Ee o[ ZEu % E o uudg ZE <pu] -«

o E PJWR(@Untranslated Regions) o[ ZEu ] o H<h 0 Jo 8 }u%0 u vSs ]
tus]s LAE u  v]eu s [ 8]}v J(( & v8e v (}v 8]}v u Vv]A p

VSE O * ¢ <p Vv ¢ pgu] ZE § o[ ZEuX hv (}@EiBaudivdgeo u vsS E

o— ZEu pup v]A o[ %% @E&] u vd A o0 e+ vp o }8] «ii & ii |

endoribonucléasique de RISC. Agaddieer» est le seul membre de la famille des protéines
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Argonautes a posséder une fonction ribonucléase. Dans le [uv }u% o u vs E]S
Ju%e E( ]S U o E % E <*]}v SE u S]}vv 00 o[ ZEu o] 4 % &E
(1 v3 u v]A u o & P]}v i[hdZz o[ ZE o}<p vs o SCE p S]}tv

Figurel.13: Biogenése et mode dton des miARVrijens et al., 2015)
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1.4.2. Effets des particules atmosphériques

> ¢ % E}(]Joe [ A% E *]}v Gk 2H [%23]<l0]® 4 VA E+ o A
environnementale est un domaine de recherche en expansion avec un petit nombre de
%ol 0] S]}ve Jvs EE}IP vVvSs u Vv]eu %P v §]<p X ~uls of .
atmosphériques ou a leurs composants (COV,, irfAaux) <« u} J(] S]1}ve Of E%oE oo
de nombreux miARN ont été enregistrées. Pour la suite, nous nous appuierons sur les études
E o] ¢ *pyE&E o0 O MY} CS e Vv}SUUVS 0° 0CU%Z} CS « (]v
o[ £%}]8]}v HAE %pP@ES] HoO%e}eSVSOUE O[] A% E **]}v =+ u] ZEX

hv Spu usu®E& o u} J(] S]tv o[ £% E e<*]}v H U] ZE Vv
femmes enceintes exposées aux COV (benzene, toluéne et xylene) présents dans la fumée de
cigarette. L'exposition maternelle & fumée de tabac durant la grossesse est en corrélation
avec le niveau d'expression de r2R3 dans le sang. Les concentrations élevées de benzéne
et de toluene dans les maisons ont été associées adesentrationsplus élevées de miR
223 dans le sang rernel. Une expression élevée de ce miR a été associée a un nombre faible
de Tregdans le sandHerberth et al., 2014X Ve UV Su SE veA E+ 0 <[]vs C
o[ A% (E «<]}4221 dans] s lymphocytes des agents de stasiervce exposés au

vi v U ]Jo § UulvSE ««u o e+ V]A u&E vi v -1, uno[ /&£ % E
oncogene potentiel, étaient plus élevés chez ces agents par rapport aux contrdles non
exposes, établissant alors une association significative entre le&eberet le miRR21 Cecia
% Eu]e % E}%}e & pv & o 3]}v VSE o[ £A%}*]8]}v u vl v
du miR221 au niveau des lymphocytes humafhisi et al., 2016)

hv Su o[ S Jvs E e O A£ % E e«+]P22 MBIEEIMR] ZE ~u].
id0 » 0] ¢ HUAE %N E} ecpue oSE ¢« }AEC vS § J[]Jv(o uu §]}v
professionnelle aux PMriches en métaux (arsenic, fer, nickel, plomb, cadmium, chrome et
UVP v eeX >e¢evVv]A UE [ E£%E *+]}v « u] ZHegleficogytesde Eu]v e
0i SE A Joo pE+ v ] E] A vVvd § %E « /[E2ZelFiRIXa >[ /£ %o E
significativement augmenté aprés exposition suggérant que les changements dans
I'expression des miARN peuvent représenter un nouveau mécanisivintgrvient dans les

réponses aux PM et a ses composants métalli§Be#iati et al., 2010)
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Compte tenu de leur abondance dansiestéme cardiovasculaire, les miARN sanguins
sont étudiés en tant que biomarqueurs potentiels des maladies cardiovasculaires soutenant
la possibilité que la plupart des &vements physiologiques et pathologiques dans le systeme
cardiovasculaire soient contrélés, au moins en partie, par les miARN. Une étude a ainsi prouvé
que les miARMterviennent dansin mécanisme moléculaire qui setend les effets liés a la
tension arérielle suite a I'exposition aux RMMotta et al., 2016)

En raison a la fois de leur accessibilité, les miARN circulants dans le sang ont été
suggérés comme étant une composante active et un biomarqueur relativement psiif @iva

*S O 0 E %o}ve oopo |CE of A%o}*]S]}syr PUAE % ES] po « S

2. Meécanismesspécifiques au systeme immunitaire

>[]v(o uu §]}v }p & S]}v ]Jv(o uu S}]CE S 0 & %o}ve

vascularisés, a une agression ayant pour origmesique, chimique ou biologique dans le but

ulvs v]E& o[]vs PE]S O[}EP v]eu X > & %}ve ]Jv(o uu S}](
immunitaire. Le déclenchement et le maintien de la répossetdids o[ 3$]A 3]}v S}US MV
ensemble de médiateurs delaires et moléculaires. La composante cellulaire regroupe les
granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et basophiles) ainsi que les monocytes et les
lymphocytes. Quant aux médiateurs moléculaires, on cite les médiateurs lipidiques et les
cytokines. Les m] § HE* 0]%] J<Hu o[]v(o uu S]}v *}vsS 0 ¢ % E} |
us }o]eu o[ ] E Z] }v]<p U 8§ 0 <pgy 0 ¢ %E}*S Po v Jv ¢ -
(LT) qui contribuent au recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire. Les
cytokines constituentune famille de médiateurs primflammatoires (It1, Il-:6, TNFre §
immunorégulateurs (HLO, TGFtU -I¥ra) sécrétés par les cellules effectrices apti
interviennentdans la régulation du processus inflammatoire. La balance entre les cytokines

pro-etanti-]v(o uu S}]JE ¢« S 0 o© o & Ppo §]}v o[]v(o uu S]}v.

71



Partie 4: Mécanismes cellulaireke toxicité des particules atmosphériques

Le déroulement de la réponse inflammatoire

> E}po u vs [uv E %o}ve ]Jv(o uu S}]E % E ¢ vS S}}

u Vv]eu X d}pusS (}]* o[]vsS ve]S U o uE Jve] la gépomges% S o0
]Jv(o uu $}]CE % VvV VS o v SucE o[ P vS % S$Z}P v U o[}&E
E}po S U S EE ]V %ZCe]}o}P]cp 0[Z€S X > & S§]}v Jv(o |

trois étapes

211. Z }vv Jee v o[ P v§ ]v]Sdeachef@ent e la réaction

inflammatoire

> e P vSe JVv]S] § pE- o[]Jv(o uu 8]}v % HA v I1EE %o Z(
]}o}Plcp o Jv( S] p&EU Vv }P v e }lp AEIP Vv eX > E }vVv Jee v
o[]JvSs E S]}v vSE o °* °]Pngipedexogeney les @otiff moléculaires associés
aux pathogenes (pathogesssociated molecular patterns, PAMP) ou endogéne, les motifs
moléculaires associés aux dégats cellulaires (daaggociated molecular patternBAMPS)

Ces signaux de dangeont stfjupo G o0 ¢« E %S PE-" o[Juupv]s Jvv U o
reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition RecdpRiR$ et activer la

%oZ o ]P° o[]Jv(o uu §]}vX >[]v]S] S]}V %o *¢ % E]V ]% 0 u vsS 9
transcripton NFf U }v p]e vS§ o[ pPu vs S]}v -infldtar@icsreb TNFRJICE }

Z]*S u]v U %}*S Po v ]Jv U 0o u }SCE] v U ¢« E}S}Vv]v e S 0 ( S q
(Platelet Activation Factor, PAF).

2.1.2. Recrutement des cellules immunocompétentes, le passaglais entre

réponse innée et adaptative

Les signaux fortement prdv(o uu S}]E ¢ o] &E ¢ pu]s o[]v]S] S]}v

]Jv(o uu 8}]J]E U ( A}E]* v3§ o A +} ]Jo § §]}v & of ASSIEtlese]}vU o -
meédiateurs lipidiques conduisér la migration des leucocytes. Les premiers a arriver au
niveau du site inflammatoire sont les neutrophiles qui sécréetent des protéases et également

e ZK %0 &S] ]% VS 0 VSUE S]}v ¢ % E}S Jv ¢« § o[ EX
phagocytent lepathogénes. Les macrophages arrivent aprés les neutrophiles et mettent en
"MAE o s ul'u s u vVv]eu s [ 3]}V Jve] <up 0 %Z P} C8}e X
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N o}v o SC %o o[]Jv( 3]}vU o & %}ve ]Jv(o uu $}JE ]Jvv A
le pathogene. Une réponse spligue est parfois nécessaire faisant intervenir la réponse
Juupv]s 1&E %3S $]A PE HE EpS uvs 8 o[ S]A 8]}v < ol
est une phase tardive pouvant étre humorale permettant grace aux anticorps produits par les
lymphocytes B vV uSCE o] & o[ P vs ]Jv( S] pAEU 1}pu oopo J|E (
lymphocytes T. Pour la suite, nous allons seulement détailler la contribution des lymphocytes

T a la réponse inflammatoire adaptative.

Cette réponse est déclenchée par les macrophageles cellules dendritiques, qui
C v3 %S3SuUE o[ v8]P v +}vs A vue ¢ 00HO * % E * VS SE]
migrent vers les organes lymphoides pour présenter les fragments antigéniquesr aux L
entrainant leur activation. Les CO#ercentune fonction cytotoxique et éliminent les cellules
Jv( 8§ X > pE Ju%o] S]}v ve 0 uo0 ] < ]v(o uu S}JE  v[ *S 9
Ly CD4 jouent un rble régulateur majeur dans la réponse immunitaire par la sécrétion de
cytokines spécifiques® 1] 3 o[l 3]A 8]}vU ¢ oo0opo * VvV bA ¢« %E}o]( E v
Lreffecteurs auxiliaires Thl, Th2 ou Th1l7. Les Thl induisent une réponsgl@namatoire
pour contrdler les pathogénes intracellulaires. Les Th2 se différencient et favotesent
% E} 4 S]}v [JuupviPo} polv e }VSE o0 ¢ % SZ}P v e AESE oc
P ouvs 3§ oo} ] o o[ *SZu 00 EPJcu X > o OOMHO ¢ dZi
C38}I]v » <p] JvZ] vS8 updpu oo u v3 o[ 3]A]S Sofil déianiESant] ( & S]}
une balance Thl/Th2. Un troisieme profil regroupe les Thl7. Leur profil de sécrétion
C3S}l]vl<p o ¢ %0 ¢ pu VSE o[]v(o uu-ilhimitd.]lksjpuentE&E 3

également un rdle contre les infections bactérienne$oeigiques.

2.1.3. Z *}ousS]}tv o[]Jv(o uu §]}vU & S}uCE o[Z}u }+8 ] }

chronicité

> & S}uCcE O[Z}u }*S «] e eeouE % E viu E p&E u Vv]
[ EE!'S E 0 E %}ve Jv(o uu S}]J]E Vv o]Ju]v vSammatianet vSe ]Jv M
les produits résultants de la dégradation du tissu altéré. Des médiateurs lipidiques anti
inflammatoires sont produits tels que les lipoxines sécrétées par les macrophages pour arréter
o[]v(ouAE V USE}% Z]o = § % Eu SBosydesoafindde ghagscyienl8s u}
cellules apoptotiques et les débris cellulaires. Des inhibiteurs de protéases peuvent également
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étre sécrétés par les macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales inhibant les
protéases sécrétées par les neuttoles. Ledregjouent également un réle dans le contrble
o[]Jv(o uu S]}v v « &E S vS -inflamhsfoires ¢IL10,STIGFte }u v vSE VS

en contact direct avec les &ffecteurs ou les CPA.

Toutefois, dans certains cas comme par exemplédaE& ]S v o[ P vS ]Jv]sS] ¢
une réponse immunitaire non adaptée, pour des raisons génétiques ou/et
environnementales, le phénotype inflammatoire peut évoluer vers une chronicité
pathologique. Dans cette situation, une dérégulation du systeme imrainaita lieu.
>[]v(o uu S]}v ZE}v]<p i}p E ]S pv E€0 Ju%}ES vs ve 0Of]v
ol PPE A §]}v %OUe] HWE®* % $Z}0}P] « & ]J}A » po ]JE + 8§ 00
A+ po |E E & o S o[]v( & Su-, lps mé€chnisimes ¥xpligsant cevien
entre inflammation et maladies cardiovasculaires restent trés complexes et difficiles a

expliquer.

>[ ZZ & Ppo s p&E 0 E %}ve Juupv]s JE

L'AhR joue un r6le important dans le contrble de la réponse immunitairetatiag. 1l
est impliqué dans la prolifération et différenciation cellulaire ainsi que dans la production des
cytokines. Plusieurs genes liés a la réponse inflammatoire contiennent des domaines XRE en
amont de leur séquence ce qui peut contribuer a la ratiah transcriptionelle de plusieurs

§]A]8 ¢ Juupv]d JE « *u]s o[ 3]A 3]}v o[ ZZX

>[ ZZ 8 ]ve] % 0O & Ppuo E o ] (( Tegv Darss] } v *
o[ § 0]*s uVv8 H % E}(]Jo dZidU « (}v 8]}v A E] -« ostadeo 3
% E } U o[ ZZ /A % E]ub etiGEt %oljw]ss of>(( § ]v2ler blagg@nt [/ >
o[ 3]A 8]}v A] 0 %Z}*%Z}ECo $Puant au stadki targlif,Nldsel fieXau
% E}u}sS piB §/>}vSE] p o[ A% E «JlJiyIl-22 et Q-82 [Higurel.143).
>[ Z2Z ]vs EA] v8 P o uvs veo Ared(Po¥p3 Treyet Trrgde (] o
1). Sous les conditions de polarisation desrLFoxp3Treg AhR interagit directenrg sur le
% E}u}lsS pE &} E %1 v U]e vS ¢}v A% E ¢°]}vX >[ ZZ pPu vS§
AD i }uS]ee vS8 o0 3 Jo]e S]}v o[ A% E ]}V &}E %X /o 0]

18
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}VVUL % }uE <}v E€O0 ve 0[]VvZ] ]5]Ireg ba différenGation]erggv
de type 1 fait également intervenir le facteur de transcription AhR en plu$adteur de

transcription, la ecmaf. Ces deux forment le complexe AtRaf qui se lie aux régions

% E}u}SE]iie S[/-RAxnduisant lagénération de ces cytokingBigurel.14p).

Figurel.14: AhR au cours de la différenciation desi. Th17a) et enTreg(b) (Nguyen et al., 2013)

Effet des particules atmosphériques

Le systeme immunitaire est une cible toxicologique sensible pour les xénobiotiques.
Les particules atmosphériques peuvetitectement agir sur plusieurs cellules effectrices
étroitement associées a la réponse immunitaire et inflammatoire telles que les lymphocytes,

les monocytes et les macrophages.

La réponse inflammatoire est un mécanisme biologique important illustrardffets
o[ A% }]S]}v 0O % }o0ouS]}v Su}e%Z EJ<u °*PE 0 *CeS u
respiratoire. Une exposition a long terme aux particules atmosphériques peut causer une
inflammation et activer la réponse immunitaire humorale et cellulavec les effets les plus
importants causés par les BM Une étude épidémiologique a montré une augmentation du
nombre de k, de kCD4, de kCD8 § E< eu]s o[ Z& %ojoel FPMpvavecAHnaV D
augmentation plus importante et plus significatigpres exposition aux PN (Leonardi et al.,

2000)
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La balane entre les profils lymphocytaires Thl et Th2 est importante pour réguler la
(}v §]}v Juupv}io}P]<cpu § 0 & %}ve ]Jv(o uu S}]E Xo tpgds o[ £
réponse inflammatoire avec un profil mixte Th1/Th2 peut étre établie. Une induction du profi
dzi S ulvsE % E o[ HPu vsS S]}v Sef&ES}V PVvEIEEE U pv
E %}ve ]Jv(o uu S}J]E o0 EP]<«p S S § o] o[ pPu vs §]}
Th2, IL5 et 1:13 (Huang et al., 2017)Ces effets contradictoires tiennent au fait que les
particules forment un mélange hétérogéne de composés pouvant favoriser la différenciation
vers un des deux profils. La différenciation des lymphocytes en Thl, connu pour la défense
COVSE o0 * % SZ}P v ¢« JVSE oopo JE « S o >WAU 5 pv E %

}u%e}e vS u] E} ] vv e % ES] Mo ¢ }vsS v vS pv(Patk@ pto } ES ]}V

2011)X [ USE %o ESU o[]v p S]}v M %o E}(]JOo dZT 8 eepCE SE A
oxydant. Le glutathion contribue a tifférenciation des +en Thl en interférant dans la
% E} U S]}v-4. Leodtfess oxydant généré peut convertir le glutathion, en sa forme
}VEC X vV %oopeU o £ - oSE e }EC VS He MV (11 v v
balance la réponse ildmmatoire vers un profil Th2. Il a été montré que les particules fines

induisent le déséquilibre entre les deux profils au niveau transcriptionel.

hv Sy o[ S Jvs E e S CGul]v E ] puv. A% }*]1S]}v VK

fines par voie pulmoaire est capable de produire une réponse fmlammatoire détectable

HV]IA p e 8]eepe E J < s UESX > E%E *¢]}v P v]cp .

UE % E}(]Jos ]Jve] <p 0« VIA pAE ¢ C3}]v » }vs Sneu suE >
surexpression de STAT1, STAT6 et @BATakteurs de transcription relatifs au profil Th2 a été

VE P]SCE }u% Pv [uv  Ju]vus]}wbet spécifigde @ profi} ¥thl. d
Cette variation a montré que la déviation vers un certain prdféd@aau niveau transcriptionel

§ <u[pv A% }*]8]1}v HE % ES] po ¢ (JV * % USTEMTMEENE o ]
%0 peU O § S]}v o[ pPu vs §]}v « GCA&A]JLByetla dinflawdon(]o dZ7 -
deslFNv. ve 0 epE&vVv P vS8 } S vp puC}l & M E S ]Jve] <u o MF
0] O[ %0}%S}e euPP E <p o0 » 2pkat]cartribuesddesdiefaillahcdZ
cardiaques. Le profil Th2 établi par les dousS v o[ <} ] S]}v ulvsE Ve
viu E pe » SHu o VSE o A%}*]S]}v pEaUdeE étlaly @010; Zhad S Zu
et al., 2012hb)
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L'AhR fournit une voie moléculaire atvers laquelle les facteurs environnementaux

peuvent moduler la réponse immunitaire et, par conséquent, le développement de
Ce(}v S]}vv u vs u ] S]}v Juupv]s JE X hv Su u pu&E vs o

[ ZzZz ve ](( & vSe % E}(]Oo*ZdQutkzd} §€SdZESGe ~du}vSE <«pu Of
A %o E ] u ve Slue o % E}(]Joe ule A o] £% E ]}V 0 %oops ]
(Prigent et al., 2014X "~p]S o[ /B %itto 34 }funée de cigarette connue pour la
% E o V e, WU pv % E}(]Jo dZidé A -22iomt étqudbservés dides [/ >
primaires(Torii et al., 2011X >[ pPu vs§ S]}v of A% E <°]}v [ Z4& 0] o[
Jve]l] <u o[ 0 A 8]}v M V]IA pu [ E%E s¢J}v e+ P v e « Dy }VvScC
<p o[ S]A §]}v o[ ZZ +u]s 1pewt 8jgneates ¢ Jpouvotr de ces cellules

usS }o]e &E o O]P v o[ ZZ ve orTernudours dé& (EOjifer&tiolE o « >
(Prigent et al., 2014)

3. Interactions entre les différents mécanismes cellulaires

Epigénétique- inflammation

e 0] ve }v8 § § o] VSE o A E] 3]}v O EMoE <]}V
régulation de la différenciation des cellules immunitaires telles que tesuxiliaires CD4
(Monticelli, 2013) Il a été montré que le miR4 et miR181 sont souexprimés suite a
o[ 3]A §]}v *par anECD3/CD28 qui aboutit & la supeession de la cytokine IFM
(FayyaeKazan et al., 2014)

Il est de plus en plus évident que les expositions environnementales, en particulier la

tN¢

fumée du t U]Jv ule v8 ¢ Z vP u vSe %]P v S]<pu U 8§ 0 <p 0 U
o< u} J(] S8]}ve [Z]+S}vVv S o 085 E §]}ve O £% E <]}V o |
affectent la différentiation des cellules épithéliales et immunitaires. Les miARMepeu

moduler de nombreux aspects de la réponse immunitaire, tels que la différenciation, la
prolifération, la détermination du sort cellulaire et les voies de signalisation intracellulaire

~K[ }vv oo § XU Jpuiie , E ESZ uE& o[ A% }*]S]}v = (uu -
%o E * VS ve 0 (pu 1P & 8§ ul}vsE& puv JEE o S]}v
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o[ A £% (E <+]}v-238 et]lazdininution du nombre d@&reg dans le sang maternel et
%0 VS JE °*u]Ss o[ A %o}*]S]}Herbe(thuet ak., 2014)

Stress oxydantt inflammation

Les ERO jouent un réle dans chacune des deux réponses imiresiitSuite a la
liaison des PAMP et DAMP sur les récepteurs spécifiques (par exeotigike Receptor,
d>Z+U pv  pPu v3 8]}v ¢ ZK 3 eep®E A] o[ 3]A]S o)
mitochondrie. Ces ERO sont nécessaipour la seécrétion des cykines pro
inflammatoires (ILitU f&B diE&u%oo]<pn ¢ ve 0 E %}ve ]Jv(o uu S}]E
leurs réles dans la réponse adaptative, une étude in vitro a montré que le traitement de
Lrprimaires stimulépar des antioxydants, inhibe leur prolifératiamsi que la production
[ /2 (Chaudhri et al., 1986) a signalisation du TCR nécessite la génération des ERO. Ces
espéeces interviennent également dans la balance Thl/Th2uwe élévation de la
concentration des ERO, obseevé ve 0 * [HV *SE ¢ }AEAC VvSU Ju]vp o
Lt Thl et augmente le nombre de Th2. Ce phénoméne élucide le rble du stress oxydant
ve 0 E Ppo 3]}v %}*]3]A o[]v(o ui ™R} aggravant a3asi® o %o &

séverité des maladies allergiqu@sesarnvani et al., 2013)

La réponse inflammatoire dépend du niveau des ERO. Une quantité tres faible
[ ZK %o p§ He E PV  JUUMPV}I*H% % E *+]}v Vv JvZ] vs o[ §]/
inflammatoire. Un niveau faible de ces espg&eceaintient et améliore la réponseu
*Ce3 U Juupv]d3 ]JE S v ]e <p[pv 0 A 3]}V Ju%}ES v§ He MV
sécrétion des cytokines proinflammatogreet peut contribuer au développement de

maladies auteammunes.

Stress oxydant activation métabolique t génotoxicité

Le streee }/EC v3 Jve] <p o] 3]A 8]}v u 8 }ol<pu % MA Vv3 v
P v}S}AE]«u X SIS CE [ £ u%o U of] ((S M %}0oCU}E%Z]*u P
enzyme antioxydante et du CYP1B1l impliqués dans la métabolisation des HAP, sur la
formatiov [ H]Se ol E S SH] *UE O ¢ 0CUoB%f ViVGay « VP U]V

B[aPX hv. }EE o 3]}v § } o EA VEE 0 ¢« V]BATRLEYPLBE %0 E <]
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Il a été montré que le polymorphisme génétique dans la région promotrice de AT p
déterminer la quantité et l'activité de la catalase, qui peut ensuite réguler I'expression du
CYP1BInodulant ainsi les niveaux d'adduits des métabolitesRla]P o[ E Ve 0O

lymphocytegSchults et al., 2013)

Vieillissement et modifications des mécanismes cdirgs

Il est concevable que le vieillissement soit un processus dégénératif causé par une
combinaison de souproduits toxiques issus du métabolisme normal, tels que les especes
réactives d'oxygene, les imperfections dans les systémes qui sont normaleayatiles de

réparer les dommages cellulaires mais également un changement de statut inflammatoire.

Bien que le vieillissement ne soit pas considéré comme une maladie paétoe, il
VSE v e % ES - (}v 8]}v § & v oflab&ucoupde MalagiesApov E
comme le cancer, les maladies cardiaques, neurodégénératives et le diabéte. Le taux de
v & pPuvd A o[ P A pv-3¢vois plus élevégichez les individus
agés de plus que 65 ans par rapport aux individus déf&s et de 23 fois plus que celle
des individus de 464 ans. 70% des cas de mortalité par cancer sont retrouvés chez les

personnes agées de plus de 65 ans.

1. Meécanismes non spécifigues au systeme immunitaire

Métabolisation

Wpu [ SH ¢ o <}vs JvsS @gf]vfopm v of P *puE&E o0 % E}
métabolisation. Il a été montré que la phase | de métabolisation est conservée intacte chez
les personnes agées en bonne santé. Les enzymes de cette phase, notamment les
CS} ZE}u « WoniU v[¥e dinfliautlone ge ]leur activité dans les microsomes
Z % S]<p o Vv (}v S](Huntetal., P990; Schmucker et al., 19%alement la phase
Il usd }o]e 8]}v 8 ] Vv %@E « EA u3d[ Pu,pdpi®eul nes

cause pasle e o[ 3]A]S « VvIiCu e« (Herd&8al.%I1)Toutefois, il
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est important de noter qude métabolisme pourrait étre réduit chez les personnes agées

fragiles ou malades.

Anotre }vv Jee v U Jo v[ A]eS[P¥3 & 3pvsS of]Jv(op v o[ P

métabolisation des composés entrant dans la composition des particules atmospé®riq

Stress oxydant

La théorie du vieillissement par les radicaux libi@®posé par Harman,pose la
qguestionde la contribution des ERO au vieillissement a travers leur réactivité envers les
macromolécules en particulier au niveau de la mitochondfigarman, 1956) Une
ul]s} Zz}v &] v }juu P S % O % E} U] E * <U VS]S - E |

ainsi les fonctions cellulaires.

> ¢ e% o E S]A e o[} ECP v v }uu P vs & JBE ]E u v!
dans la zone ou elles sont produites, menant, dans de nombreux cas, a la mort de la cellule
par apoptoseLe mécanismee protection contre le stress oxydant semble bexturbé par
o A] Joo]es u v3X /o Jvel] & &E %o} E 3minue cher les Jpkisbnnes o ~K
agées. En revancheg [ $]de| B catalase et de la glutathion peroxydase augmente avec
o[ P U <U] %o}uEE ]S E (0 S & pv E %o}ve Ju% ve S}HE HA
0 Ae [ZK ve 0o+ oo0po ¢ (Kedaziofkdrnptowdka et al., 2007)

hv Su U *uE vS 0 *SE ¢ }AEC VvS *u]s o[ £%}*]8]}v
personnes agées aux BMa montré que les personnes agées sont les plus susceptibles au
stress oxydatif ce qui pourrait expliquer le mécanisras dffets néfastes sur la santé tels que
les maladies cardiovasculaires ou respiratoires observé p] s o[ E%o}b3]év pAE WI

particulier chez les personnes ag¢iam et al., 2009)

Toutefois, de®bservations& vS ¢ }vS u}vSE& <«pu[pv  HPu vsS S]}v o
pas forcement néfaste pour le cycle de vie. Une Iégére augmentation de ces espéces peut
activer les réponses talaires augmentant ainsi les voies de signalisation. Cependant, un
niveau élevé des ER@ourrait hyperactiver les voies de signalisation favorisant le

A 0}% % u v3 []Jv(o uu §]}vU v E }u utEs oopo JE }v

du vieillisement(Schieber and Chandel, 2014)
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Geénotoxicité

>[ uPu vs S]}v e }Juu P e puAE u E}lu}o po *U Vv}S uu VvSs

O uUvVvS3Uu E<HvVE Ve 0o %E} eeps g Al Joo]se u v3X v E ]e}v
a longtemps été considéré comme une cible majeure des dommages cellutgjres o[ P §

« Juu P e o] EU pe %}3 v3] oo pn A] ]Joo]Jes u v3X > u i}E]S
réparés rapidement lls ne seraient donc pagapablesde déclencher le processus de
vieillissement. Cependant, certaines lésions tres néfasteseesigiantes en tres faibles
guantités telles que les DSB, peuvent représenter une menace considérable pour la cellule et

I'organisme.

Les études ont montré que les foyemsi2A.X caractéristiques des DSB, sont trés
persistants et augmentent en nombre aved P X 0 S ulvsE HVIA g opo
de foyes dans les lymphocytetSedelnikova et al., 2008)nsi queo|[ A% E **]}v P v]cu
protéique de la\H2A.X dans les PBMC des personnes gd&een Hooten et al., 201@g qui

sUPP E 0 % @E °* v §S u} ](] S]}v [Z]eS}v Ve 0 % E}
>[ UPu vS SV Xy V[ ¢S %opue 0 [HV %o E} 0 U %o Z (WH&ZtE Co S|}V
al., 2015) ellemontre que la réparation deBSBpar la cellule est pludifficile A o[ P

qui explique leur accumulation au cours du temps. Cela a été prouvé par la diminution de la

% 13 e OOHO * § 8§ E § @E % E B cagd Lpadelx« o]
u Vv]eu o & }u]v ]Je}v Z}u}lo}Pp ~,Z« § E o]P SuE [
Zlu}o}Pu ¢ ~E, ¢ JU%O]<pu ¢ vVve 0o E % & S]}v ¢ N }vS S v v
WHJe<p 0 E % E S]}v % E& ,Z %0 Vv o E % &}, 8rigv o[

diminution de la réparation peut indiquer une diminution de la prolifération cellulaire dans

les tissus en cours de vieillissement en raison de la senescence ce(MMairg et al., 2009)
‘He<U] % E ¢ VSU Y pv iBigressee ppESS juu P e ol E .

OCU%Z} CSE ¢ Z 1 0 ¢ % E+}vv « P auxppii&ules atnaBphetiqisd.} v

Epigénétique
Les connaissances sur fda des miARN au cours du vieillissement sont limitées. Une

S ule v A] v e« Z VP uvde pVv]A o[ A% E e]}v o
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MIARN ont été testés chez les PBMC des jeunes (30 ans) et des pe@pée®es64 ans). Une
Sous expresen a eténotée chez les personnes agees pour 9 de ces MARNIOIRMIR
107, miR128, miR130a, miRL55, miR24, miR221, miR496, miR1538). Parmi ces miARN, 5

sont impliqués dans la pathogenése du carétooten et al., 2010)

Peu d'études ontconcerné ¢ Z vP u vSe ve O[ A% E **]}v =+ u] ZE

a des facteurs de stress environnementaux, y compris les particules atmosphériques. A notre

Jvv Jee v U pv s po  3pu o[ 8 JvS E - o A E] §]}v o[ A

o[ 4 %o He]pel$onnes agées aux particules. Au cours de cette étude épidémiologique, le

VIA 4 [ £A%E ++]}v + u] ZE § u uE Ve 0+ 0O} C3 VP
Zluu » P X /o § UuU}vSE ««pn e*pu]s o[ £%o}*]8]}v HUEE %o ES]
liées au trafic routier, une régulation négative des microARN-IB8x-146a,-155,-21, and-
222) a été détectée. Ces miARN sont impliqués dans des processus potentiellement liés a
I'exposition aux particules atmosphériques (comme l'inflammationgysfonctionnement

endothéliale et la coagulation) chez les hommes §géssati et al., 2014)

2. Meécarismes spécifigues au systeme immunitaire

>[Juupv}ie v o v (18 & ( E v U A] Joo]es u v3 %ZC-+]}o
immunitaire lors duquel &S Jv ¢ (}v §]}ve Juupv]s JE ¢ ¢}vs E u]S « o0}
}Jvd }ve EA + § ulu MPu v§ «Xcenddeoutnivder non seulement a
o[ pPu vs§ 8]}v O °*Hde %S] ]Jo]s * % Ee}vv e P ¢ uAE u o ]
Jul]vus]tv 0O <u 0]S8 0 & %}ve A JvoU ul]e Pouvs
o[Jv ] v A o[ P o uinomupesU pd¢ v E-U 0[}*8 }%}E}s U

maladies neurodégénératives et du diabéte.

> [Inflammagingi ¢S pv § 8§ ZE}v]<cu [Jv(o uu S]}v o P & }
processus de vieillissement et caractérisé par une augmentation des niveaux de cyfokine
inflammatoires (TN U -6,31-1) et des biomarqueurs de la phaagué []Jv(o uu S]}v ~o
protéine C réactive, CRP). Ce phénomene a été associé a une élévation de la morbidité et

mortalité au cours du vieillissement. Une situation ditmflammation stérile» a également
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eté décrite chez les personnes agées ou les mécanismes innés sont déclenchés méme en

LAY [Jv( 3]}V %}uA vE % E} p]E o}vP § BEu pv ]Jv(o uu S]}

> %Z viu v [Juupv}le v o v S pv &E u} o P esfu%o A
altérations au niveau des cellules souches hématopoiétiques ainsi que des cellules de

o[Juupv]s Jvv 3 % S S]A X

Changement au niveau des cellules hématopoiétiques et

involution thymique causeés par le vieillissement

Le compartiment des cellulesouches hématopoiétiques (CSH) est modulé
v PSAuvd A o[P vVvepleevd ¢ Z VP uvse pvVv]A p o o (
de la moelle osseuse subit des changements au niveau de la structure notamment une
diminution des cellules stromales aveo|[ P X > Ju%}e]S]}v U }u%o (¢
hématopoiétique de la moelle osseuse change aussi et devient de plus en plus riche en tissus
adipeux. Une altération du programme de différenciation des CSH a lieu avec une réduction
o u&E % 18 [ }E jgvée Enphoidesalors que le potentiel myéloide est

augmenté.

>[]JvA}lopus]}v 8ZCulcpu (18 & ( E v VRY; E}]ee v % E}F
thymus de 3% par an a compter de la puberté. Morphologiquement, cela correspond au
remplacement des chkiles épithéliales thymiques par des cellules adipeuses. Une réduction
de la thymopoiese, accompagnée de la diminution de production de thymocytes, est associée

o[]JvA}ops]}v p S8ZCupeX % E} eepe o3 A Z] uOo % E o E P
thymo-suppressives ({los § o Julvus]tv 0  %JdEmpertant } pour [ Ie>
§ZCu}%}] » X >[]JvA}opus]lv §ZCul<p *3 o He Toaifsaveqt S]1}v %o
o[ P X Z 1 o+ i uv sséntAdes knaifs, ce pourcentage baisse a%8%hez les
% Ee}vv ¢ P X §S§ & M S]ywaifdest bhyeivée au miveau des L
cytotoxiques CD&lus que pour les auxiliaires CDA 70 ans lesrbaifs CD8forment ainsi
seulement 10% de la population totale de CD8+ contrairement adx(@Dbo)Fagnoni et al.,

2000) Cette atrophie de thmus est une cause majeure de déclin des compétences
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Juupv]d3 JE « A o A] ]Joo]ee u v3X (]v ulvs vl]E o[lws PE]S

périphériques, des mécanismes homéostasiques préservent hesft et les ta mémoire.

Immunité innéeet vieillissement

> % }HA}E (}v §]}vv o . OOMO * o[Juupv] gFiglirey Julv|

[.15).

Les neutrophiles subissent des déficiences fonctionnelles traduites par la réduction de
leurs capacités%Z P} CS JE& « § o ME Z]Ju]}s S]eu Jve] <u o[ |
% E} U S]}v o[ V]I}V U dH}PE D[ ¥E% E **]J}v S o (}v S]}v .
o U ( ~d}oo o]l E %S}EU d>ZeU ]Jve] <p o[ A% Eses]}v <« u

I) et la production de cytokines sont réduites au cours du vieillissement.

> viu E U E}%Z P o o vVPU]ve V[ ¢S % « u} ](] M THE
% Vv VS 0 UE- $]A]8 ¢« %Z P} CS ]JE « 38 0 HEe+s % E} pn 3]}v
diminution du niveau de cytokines générées par ces cellules, (I6, TNFre 3 } « EA X

S[ E% E e+]}v e+ u}d/ peoB,E A o[ P X

Les cellules dendritiques semblent étre affectées par le vieillissement au niveau de leur
distribution et leur capcité a migrer. Des changements dans les signaux €iroalation
vsSE . OOMO ¢ S 0 * 0CU%Z} CS o d e}vS P o u vS o] - of |

deéficit cellulaireent p }uE- o[Juupv}le v e« v X

>[ 8]A]18 CS3}8}A&E]«u Pulvaop A« B P Vv}S uu v§ He [}
défaillance dans la sécrétion de perfariet une polarisation défective des granules vers la

*CV %°* JUUMPV}IO}IP]<pu X > %2@PANMS]GE &-Id{/Pulvp A o P X
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Figurel15 W ~"CvSZ -« e Z VP u vSe 0] o[ P i v]@auer andorupatapuv]s Jvv
2016)

Immunité adaptative et vieillissemat

> e Z VP u vSe 0] - o[ P (( S vsS o e MAE o] fFigure| 0 Cu %o Z]

1.16).

2.3.1. Changement au niveau des L

Accompagnant la baisse du nombredevLb (¢ pe % & o[]JvA}ous]}v u §Z
chargements phénotypiques et fonctionnels au niveau des*@D&@D8 sont également liés

au vieillissement.

Durant une réponse immunitaire, ou méme en cas de besoin de réapprovisionnement
en Iy lié au vieillissement, lesrlsubissent des proliférations. Suite plusieurs cycles de
division, lestsontatteints de «sénescence réplicative un arrét essentiellement irréversible
0 % E}o]( & S]}v oopo |CE S E S vS O0}Ee* O}<hu s Ve pv
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appelé «plateau de senescence réplios» ou «plateau de Hayflick. Les cellules sont

V EPJ<u sU E ¢]*5 vS o O[ %}%S}e S }vs ¢ S o}u (E * %oOues ]
graduelle de la télomérase au fur et & mesure des divisions. Avec cette senescence cellulaire,

o[ /£ % E «¥CR/ estumaintenue. Toutefdés CDAdet CD8 % (E VvS o[ A% E <]}V
molécules de catimulation CD28 et CD27 aboutissant a un changement phénotypique. Une
accumulation de tfortement différenciés CD2/LD28 présentant des caractéristiques de
celluleseffectrices a lieu. Ces cellules sécretent des cytokines inflammatoiresv(UFNd It &
et expriment le marqueur de surface des NK, le CD56, associé a une augmentation de la
présence de molécules cytotoxiques (perforine). Ce profil permet aux L o[ 3]A
indépendamment du TCR. Ces changements ont tendance a affecter lggd@flie les CD4

ce qui suggere la soumission des Cibdes mécanismes homéostatiques plus séveére.

Z1l o+ pod8eso0o E 3]} 08l 06 1.8nrjsqua HERDIE immits a
éte attribué aux personnes ayant le ratio CD4/CD8 inversé (<1). Ce profil immunitaire observé
Z1 0o % Es}vv e P o o3 oo} ] o[ uPu vs 3]}v UlYEs o]s
o[ P X

Concernant les profils lymphocytaires, lepht une fable expression des facteurs de
transcription des profils Thl{et), Th2 (GATAs § dZi6 ~ZKZvSeX d}us (}]*U pv
de Treg(Foxp3) a lieu.

2.3.2. Changement au niveau desg L
Des détériorations majeures affectent lesau cours du vieillissement.

Enraison de la capacité affaiblie des CSH a produire de nouveal@xrombre de &
naifs diminue, réduisant la capacité de réagir face a un nouvel antigene. Cela est accompagné

[Mv  MPu vS S]}v H vgu UEU}]@®& E ¢]*S vSe O %0} %S} X

DescharP u vie p Vv]A 0 % @&} p 8]}v [ v8] }E%oe *}vs P
"uls o & v }vsSE [uv VvS]P v U 0o & %}ve S 0 VS Z1l o
Julvusdllv p % }uAYE [ £ % wei corrélatorn avec sun>faible nombre
[ VSJE %o J]E& poO vSe ou]s o E v }I}VSE [puv VvS]P v }vvu 8}
vi§ E pv (] o JA E-]S8 * E %o}ve o VS] }E% e S 0 %o °c P [M
}vSE of vS]P v uv E %o}ve (] o (@EedEbiration satreBSUE S}
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etlre}v3 } ¢« EA ¢ Z 1 0 ¢ % Ee}vv e P oX > JulviuSAlvo[ @ % E}

peut favoriser la baisse de coopération deddns la production des anticorps des L

Figurel.16 : Synth o e Z VP uvse 0] o[P puVv]JA u o(Bjuen pnd 3 %0 3
Fuente, 2016)

3. Interactions entre les différents mécanismes cellulaires

H UV U  V]eu * pHO V[ *S % 0 [ A% o0]<hu E S}ueDase *% S
processus multiples contribuent a ce phénoméne. Les mécanismes a contriogjenre

*}vS 0 ¢SE& ¢ }AEAC VvS S o[]v(o uu S]}v o -inlammagph@Ho}SZ o

>[]v(o uu S]}v S o[}&EC S]}v <}vs MAE % E&} eepe Jvs E ]
immunitaires produisent des ERO qui en activant RFsurexpriment lesgenes pre

]Jv(o uu S}]E ¢ % Eu $S vS pAE oopo s [ £ E E o PE- (}v S]]}V
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o ¢% ¢ ¢S % o0 []v M]E v E %o}ve ]Jv(o uu S}JE X hv

0] ol P X oo S SE M]S % CElipe entieules ERD} &t les defensels
antioxydantes aboutissant & un stress oxydant chronique. Ce stress est également
}u% PV o[ oS G S]}v o[ <|el aphti@aflammatidn, Gaudaht une

inflammation chronique. Ces deux stress observésaus du vieillissement affectent toutes
O°* OOMO ° O[}EP v]eu S Vv % ES] po] & o * 00 ¢ = «CeS u

systeme nerveux, endocrinien et immunitaire causant des altérations de leurs fonctions.
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W ESW Alu EEr tu]BEA % }]S]}v 0O %o}O
éU}‘%oZ EJ<«<u

Le terme« biomarqueur» ou «marqueur biologique> est de plus en plugtilisé dans
différents }u Jv ¢ [ %% 0] S]}v Hdee] ]V U }uEe ¢ Sy e S}AE] }o}

développement pharmaceuwgue et la médecine clinique.

Selon le National Institute of Health (NIH), un biomarqueur aste<caractéristique
qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus biologiques
normaux, de processus pathogénes ou de réponses phasibgiques a une intervention
thérapeutique » (Biomarkers Definitions Working Group., 2001) % E < o[}E&P v]e §]}
Mondiale de la Santé (OMS)ur biomarqueur fait référence a toute substance, structure ou
procédé qui peut étre mesuré dans le corps ou ses produits et influenceédugt'incidence
du résultat ou de la maladie (WHO, 2001) Une définition plus large fait allusion non
seul u v§ of]v] v § U4 & epos § O Uo ] ulJe uee] HAE (( S
interventions et méme de I'exposition environnementale non intentionnelle, par exemple aux
produits chimiques ou nutriments. Le biomarqueoarrespond a toute mesure reflétant une
interaction entre un systeme biologique et un risque potentiel, qui peut étre chimique,
physique ou biologique. La réponse mesurée peut étre fonctionnelle et physiologique,
biochimique au niveau cellulaire, aorrespondre aune interacton moléculaire> (WHO,
1993)

En toxicologie, lesbiomarqueurs sont utilespour la détection préoce des
Z vP uvse o]« pAE uo ] }p of A%}e]SIM SwAE A wl [}S]cu
[ S]}v }u e U V]eu o . lIsS§oft]également utilisés dars[ A op $]}v 0
relation deseréponse etdans o[ S e }EE o0 S]}ves étapes desdarocdssus
liés a la toxicitéLes biomarqueurs conviennent aussi poaf A op 3$]}v o A E] ]c

individuelle humaine dans la sensibilité ou la susceptibilité aux xénobiotifpeese fait, la

u ~pcE [uv J}u E<«u gn@iordtion op[] vsS](] S]}v .o VvP E-
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Les biomarqueurs peuvent étre classen fonction des approches utilisées pour les
identifiés (approche génomique, protéomique et métabolomiqui$ peuvent aussiétre
répartis sous trois types selon leurs utilités (biom@&E <y P&+ [ A% }]S1}vU [ (( 8

susceptibilité).

1. Classification des biomarqueumoléculaires

Les biomarqueurs moléculaires ont été découverts en utilisant les technologies
«omique» (génomiques, protéomiques, métabolomiques). Ces biomarqueursvietaiine
grande attention grace aux connaissances qu'ils peuvent app®@ter les processus

fondamentaux de Iésions et de mort cellulaire.

% % E} Z P viu]l«p [] vSibOjargupus e

Lagénomiqueo|[ ysedugénou U % Eu S [esS@pdnsk albérées des genes
suite aux stimuli chimiques ou physiqueGette approcheest bien développée et les
techniques utilisées peuvent détecter les réponses biologiques des cellules au niveau du
génome. Les biomarqueuigentifiés par cette approchsont des mesures des modifications
[UV P v}®BE Yhv A% E *¢]}v [UV P Vv % ]J(]J<pt X ¢ U suE ¢ *}v
[MV %o @E} eepe ]J}O}P]<p U % SZ}P v]<p I [pv E %o}ve [VRVARR VA

Les puces a ADN permettent de suivre le profil £ % & <*]}v VS Jv e P v e
paralléle. % ES]E o[ ZEudls Euve EH % &EJv % Eu S [} § V]I&E
Ju%o u v JE <«p] » &E u]e v }vd § A  «Joonnues[enBes ] u %o 0
endroits précis de la puce. Une hybridation entoe <} v [ E 8§ of] E }u%o u vs ]
peut avoir lieu et étre quantifier par la suite. Pour valider un biomarquauRTPCR reste a

ce jour la technigue la plus sensible pour détecter et doser de &jjpiantités [ ZEuX /o0 <8

(V513

important de noter que % }uE o[ v 0C- e }Jvv ¢« PV E - % E .

bioinformatique etlesbiostatistiques sont indispensables.
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Approcheprotéomiques [] vS](] $S]}wemarqueurs

> % E}S$ jul<p Sp] o< A E] §]}ve < S5 puE [ EsE ]}V

v (}v 8]}V 1 3 u%-U o[ VA]E}vv u v§ 0 oouo U *lv § 8§
état physiologique et pathologique et de I'espéce d'origine. Les biomarquiétesminé par
cette approcheexaminent les changements dans les protéines isdesgproduits génétiques

traduits et qui sont réellement synthétisés ou produits en réponse a des agents chimiques.

]J(( & v8 « § Zv]cu ¢ *}vS Je%}v] 0 ¢ %}u@E& ] vS](] EGU }-
[UV % E}S Jv § oo <«<u o P o [ cioméig % Bjetirometre fle masse
Jve] <p 0 ¢ 8§ Zv]<pu ¢ [Juupv} }e P ~%opd ¢ %oE}S J< e X

Approchemétabolomiques [] vS](] $§]}wmarqueurs

> u S }olu]<pu }ve]es S 0]J]& 0o % E}(]Jo [ A% E <]}V

issus des procesis biologiques dans les liquides biologiques ou les tissus.

Les techniques de chromatographigzeuse, liquide couplées a spectrométrie de
masse ainsi que la spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) sont les plus
utilisées. Ces techniquesisant les perturbations des voies métaboliques induites par les
xénobiotiques ou cherchent a identifier des métaboliggnérés par ces voies proposant ainsi

des biomarqueurs

2. Différents types de biomarqueurs

Les biomarqueurs sont utilisés pour évalugr /£ %o }*]18]1}v  pv &£ v} ]}8]<p U o
dus a cette exposition et la susceptibilité des individus. On distingue alors trois types de

biomarqueurs
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J}u E<p pE- [ A%o}e]S]}v

Ces marqueurs indiquerdi [uv~ A %o}*]S]1}v UV Ju%o}e adany B % E ¢
O[}EP v]eu }u%o}e U *}v usS }0o]S M MU %oE} H]S o}
A v} ]}Sl<p § o ujo po }jpo ooupo ]Jo ~(}EuU S]}v [ H]Se
> % E ° Vv S C %o J}u E<p PE-=- v ]cpsitionpcewlievdnaig[pv A
v A}]o % * 0 % ES]v v ]}0}Pl<pu 83 00 <g O % E °* v [

maladie.

Ces biomarqueurs peuvent étre dedbiemarqueurs de dose interne permettant
[ *SJu E 0 <u VS]S s %o }0UpRVEU as[métabolites ve O[}EP v]eu
o[]v ]A] u £ %o} viohprqueurk de dose biologique activeceux sont les produits
[Jlvs E S]}v vSE o e« A v} ]}S]J<p ¢ §0°u E}u}o pO ¢« o0O0OMO
O <U VS]S U %o}OoOU WSe~} S [Jov]S o %o E * VS ]S [ S]}vX

W Eu] o J(( E vSe SC% *U 0 ¢ J}u By pE+ [ £l®}]S]}V }

mesure des composeés dans les matrices biologiques comme le plomb et la dioxine dans le

sang, le mercure dans les cheveu& eo ujpu Ve O[HME]V Uu}vSE vS <gu 0O =
Zlul<cp ¢ *}vd % @E ¢ v3 e pu V]A p O[}EP v]eu wu ]Je Vv[]Vv J<p
S}AE] }o}P]«u * }Ju%o}e X "l HAPpdegthiamarpiighns tels que la

u sucE . H]Se SOUAE %o E}S Jv ¢« v}S uu vS o[Z u}Po} Jv ]Jve] <@
e uS }o]S e ve O[uHE]V }VS S % E}%o}e ¢ Ve %Opue] HE+* SH
E 3 %}UE o § Zv]<p v}iv JVA ¢]A sX}oo F]}E]}v ZwsSddpiw]v
1-hydroxypyrene (40HP), un métabolite du pyréne, est un biomarqueur validé indicateur
[Mv A% }e]5]}\Klgslava,etdl., 20169 % E ¢ o[ A% }*]S]}v o0 (pu ]
V] }S]v v— 8 %o ¢ |V < Juu  ]}u eEstjarpgmet piotrangfarmée en
plusieurs métabolites et présente une dewié courte (32h). Toutefois, la cotinine, un
us }o]s uipuE o v] }8]v U 38 E SE}nA Ve 0 * VP & o[pu(
vie biologique de 16 & 18 heur@®enowitz et al., 200X % v v3U Jo [ A E ]vs E -
doser la cotinine du fait qu'il est le métabolite de nicotine le plus abondant, la cotinine
apparait ainsi commég biomarqueuindéal pour évaluer I'exposition au tabac. Ce marqueur a
été utilisé pour évaluer une exposition récente au tabagisme passif chez les adultes, les

enfants et les nouveaunés(AvilaTang et al., 2013)
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IJu E<p pE&- [ (( S

/o (}Jv8 E ( E v « pPE 05 E 8]}ve u spE o0+ pu V]A p
soient biochimiques, physiologiques ou comportementales. Ces biomarqueurs peuvent
parfois étre associés a deséfitiences de sda et a des maladies établies pouvant @&fre.

Ces biomarqueurs sont également nommés biomarqueurs de répétessd donné <puf[]o-e
]Jv J<p v8 0 & %o}Vve o[]v ]JA] p O £%o}]S]}v suiteeaup ¢S v o
traitement. Cetteréponse estu}v3E % E o0 + vV]A 0 gdneE % @nctioh)des

genes, les altérations des miARN, etc.

"uls o[ £%o}*]S]}v HAE % ES] MO * Su}*%Z E]J<u U e 1]
aux maladies respiratoires ont été proposeés tels quedenesCYP1AEt OGGlimpliqués
Ve 0 ¢ %o E} eeopue oSE - }EC S]( S o[]Jv(o uu S]}v S 0] ¢ %
% }pulve 5 o[ *3Zu X E}pe %}uA}ve P o u vd ]38 E pv Jlu E«p |
o[ EUONd@ causé par le stresgydant pouvant étre induit par les métaux entrant

dans la composition des particul@sim et al., 2017a)

Lesmutaf}ve ¢ P v e % ]J(]J<Hh * *¢}vS 0 ¢ ¢ poe J}u E<pu HE- |
E S EJ*S]<u * [Huv A% }e+]5]}vdebgene suppressawr Sledfilneur IR

est spécifique aux mutations directement associées a la cancérogééde, 2017)

Biomarqueurs de susceptibilité

Les biomarqueurs de susceptibilité sont des indicateurs de la capacité inhérente ou
acquise d'un organismerapondre a l'exposition a une substandanobiotique spécifique. Ce

type de biomarqueurs est le moins bien compris.

La détermination de cdsiomarqueurs prend en considération les facteurs influencant
la cinétigue du xénobiotiqgue (son absorption, sa distribution, sa métabolisation et son
excréfon) ainsi que sa dynamique (ses effets biologiques). Les différences génétiques dans
o[ E% E *¢]}v e« P v e } v3e 0 VICuU » us }o]e 3]}V % pA

majeure de la variation de susceptibilité observée entre les individus. Plusieymmesnzle

93



Partie 5W J}u E<nu HE* *u]S8 o[ A% }*]8]}v 0 %o}loousS]iv Su}le%Z

U3 }o]e 8]}V *}v3 %}OoCU}E%Z « Z 1 o[Z}uu & 0o <p 0+ C8} ZC
CYP2A6, CYP2D6, CYP2E1 et également la glutathitramsf&rase GST, la GSTML1 et la
GSTT1.

Les biomarqueurs sont prometteurs pour la détection précoce efieds des
xénobiotiques. Pourec faire, des études de validation sont nécessaires pour que les

biomarqueurs atteignent leur potentiel prédictif complet.

3. Lavalidation des biomarqueursune étape critique

La validité est une caractéristique complexe qui dédans quelle mesure un
biomarqueur refléete un éveénement spécifique (exposition, effet, susceptibilité) dans un
systeme biologique. Il est admis que les marqueurs biologiques validés peuvent apporter une
contribution importante a la recherche toxicologiqet épidémiologique et également a

o[ A op 8]}v p EJecp X

La recherche de biomarqueurfait inclure presque toute mesure reflétant une
Jvd & 3§]}v VEE pv *C+3 u ]}o}Pl<p 8 pv P v3 VA]JE}VV u v$s
Toutefois pour étre validéles biomarqueurs devraient respecter certains critéres. Un

biomarqueur doit étre

~

Roluste et persistat U % O ['SCE S 8§ 0 %ope O}VPS uU%oe %
u sSE] ]}o}Plcp pS]o]e ~ oopo U ¢« VPU pE]V YeX

Non invasif / accessibldacile a cdécter en utilisant ds procédures non ou peu

invasives telles que les prélévements sanguins, les échantillons urinaires, les

}v ve S [ |E AZpwda }Ju O °

~ SpécifigueJ o] ol ((§ Z & Z X "Mu]ls o[ A% }*]S]}vV 0O %o}o0
biomarqueur doit indiquer une exposition ou un effet en lien avec la pollution.

Sensible

Représentatiie mécanismes biochimiques et des expositions a des doses réalistes.
SRR 0 JMA ES  [pv J}u E<p pEU o 8§ Zv]<u puslo]e
doit étre validée. Cette étape de validation analytique consiste a déterminer avec quelle
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précision et fiabilité le test utilisé est capable de mesurer le biomarqueur d'intéén.
[ %3 E pv u 3Z} }o}P] A o] U %ope] p@eifits; Eméthode « }]A v

doit étre sensible, sélective, précise, exacte, reproductible et siga#ipara et al., 2011)

Les biomarqueurs sont des outils indispensables pour prévenir les maladies induites
par I'environnement. L'incidence croissante de I'exmosithumaine aux polluants
environnementaux nécessite I'utilisation de biomarqueurs pour la détection et la prévention
précoce des maladies. Toutefois, la pollution atmosphérique est un mélange de différents
composés auxquels nous pouvons étre exposés. ke 3]}ve } » EA o ou]s o[ £%
peuvent étre liés a la présencesadmmposégprésents au sein de la pollution atmosphérique
mais ausspar 0 HWE % v SE 3]}v  v% oF} HPuS{Eus A}] tabagisme. b
convient également de noteug méme les biomarqueurs couramment utilisés sont loin d'étre
idéaux et ne vérifient pas la totalité des critéres de sélection et de validation. Une combinaison

de plusieurs biomarqueurs pour le méme composé peut fournir des informations plus précises.
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WE)} o u 83<ui &](e

La pollution atmosphérique est un probléme majeur de santé publique. Ce constat
confirmé par les nombreuses études menées révele la lourdeur des conséquences de la
%otoouS]}v Su}e%Z EJ<p *pE O = VS WiYluwX]|® g E}P WE
particules forment un mélange hétérogene avec des caractéristiques physiques, chimiques et
biologiques variables. La toxicité des particules atmosphériques dépend majoritairement de
ces caractéristiques. Ces particules pénéetqgrfondément dans le systeme respiratoire ou
0 ¢ %oO0pe (Jve [VEE 00 ¢ *}vE % o0 e E SE}pA E p V]A
niveau de la circulation sanguine. Les systémes les plus affectés suite a une exposition aigué
ou chronique sont ainde systeme respiratoire et le systeme cardiovasculaire. Différentes

SU * %] u]}o}PJ<pu e }vsS S 0] pv o] v He 0]S vSE o &£
v}S uu vS 0 ¢ % ES] po ¢ (]Jv U S o[ puPu vs SJ}v u E]e<p u}

causes respiratoires et cardiovasculaires.

La question du potentiel toxique des particules fines devient un enjeu majeur de santé
publique. Cet enjeu est particulierement important notamment au niveau des sites identifiés
comme étant des @oints noirs environamentaux». Etant influencée par des activités
urbaines, le trafic routier, le transport maritime et une zone industrielle importante

Ju% @E v v upv  cp]vi v [ § 0]es u v3e A~ s "KU o[ PPo}u E :
représente un site de référence.

Bienquel % }oousS]}v Su}e%zZ EJ<p (( S o[ ve u o 0 %o} %o |

[ uS vS %oope % E&E PV VS %o}UE O ¢ %o}%opn0O S]}ve o ve] 0 U S O
](( & v3« Z VP u v3e 0]+ o[ P Vv}3 uuvs p VvV]JA p p <Ce3 u

sousletermed[Juupv}e v« v U pPu v3 vi o Apov G ]o]$ §§ %o
%}oousS]}vX (13U o A] Joo]es u v$ 0 % }% o S]}v vipe M
o[]v] v e % S$Z}o}P] ¢ ZE}V]<nu e [}E E ]Jv(0o uu S}JE }pu Sui

L[ pPu vsS S]}v o[]v] v o[ £%}*]S]}v 0 %o}oopusS]}v Su

(v 0 %}% Ho 3]}V Zpu Jv U C Ju% E]e 0 » %o}%po $]}ve Apov |
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§ EGu]v E e J}u E<p PE-=- o] - SRS /E %o} »] 94 Jdétection o (VRS
% & } e Z VP uvSeX W}uES v o[Z uE Su oo U Jo v[ A]*S
validé.

Face a ces constats, deux questions importantes nous semblent émerger
Les particules fines sontles susceptibles de causer des effexsques au niveau des

lymphocytesM >[ P %eot}d sune influence sur la réponse des lymphocytes face aux

particules fine®

Ainsi, deux objectifs ont été définis. Dans un premier temps, nous avons cherché a
§ Bul]v E o ¢« Z vP u vSeoades lynmpho&ytes}ayss particules fines dans le
Hs [1 vSI(] & « J}u Ecp uE- [ (( S Sl}p [ A%}e]S]}vX  ve
A}ve 3Su ] of[]v(op v O[ P su®E o &E %o}ve * OCU%Z} CS =«

Une stratégie scientifique a été mise elage dans le cadre de ce travail de Doctorat

Figure 117). Nous avons prélevé des particules fines a Dunkerque pendant un an. Cet
échantillon a bénéficié [puv E S E]e SJghmbgue Getdillce. Par la ga, et afin

[ U] & o« (( 8¢ S}AE]<H » © % ES] po *U vipe A}ve /[E%}e
]*}o « % @E 0 A u vse « VPU]Ve i 8¢ %% ES v vsd SE}]e o
E Z € Z e (( 8« o] - o[ 4 %o0}+]38]3%wnivealdW u~y+ o{ulE oE&)}v
o[ 3]A]8 u § }o]cp * 0CU%Z} CS «U % &E § Bu]v §]}v 0-—

métabolisme des xénobiotiques ainsi que la réponse au stress oxydant, (ii) le profilage
immunologique des lymphocytes via la sécrétam cytokines et (iii) I'étude de variations

%P v S]<p » S 00 ¢ <p 0— A% E **]}v S 0 u} po S]}v [HV % V O
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Figure 117 : Méthodologie générale de I'étude.
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES
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1. Prélevements des particules

Site de prélevement

>[ Z vS§]oo}vv P e % (ES] HO * S (( S ) (pgurefE < ~ni

11.18). Cetteville située sur la cote sud de la mer du Nord regroupe environ 90 &2itaints

répartis sur 43,89 ki{données de 2014(Iinsee, 2016X d}pus (}]* o ]S [ Z vS]oo}
V[ *3 %o * ¢ po u v3 JV(OUSMA]|%o+E@ *]v *X 33 I}v 8 E 3§ C
% ES % E ¢« o0} o] S]}v - Reldiqde Boyaumd@J@ avec deux autoroutes
fortement fréquentées, A16 (65 000 véhicules/jour) et A25 (153 000 véhicules/jour) (données
[E~ U 1110 «dutredparf{ par sa proximité avec la mer de Nord. Classé comme troisieme
port en France, le trafic maritime au large de Dunkerque et au niveau du détroit du Pas de

0 ] 3 O[HV * %oOpe JU%}ES vSe p ul}wnavitesipehjous ceSquilv E 06

correspond a prés de 20% du trafic mondial de marine marchande et passagers.

Figure 1118 : Localisation du site de prélevement des particatesosphériqueswww.geoportail.gouv.ff.
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§§ AJoo ]*%}e P o uvVvs [upv e % OpHe Ju%}ES vS « I}
&E v X o0o0 pvl Ecyg o[ S 0 eupE O 1i1 Z S & ¢« S % @&  v§
domaine énergétique (pétrole et pétrochimie, gaz, charbon, énergie nucléaielienne),
la métallurgie et la sidérurgie. Les activités industrielles offrent prés de 20 000 emplois directs
et indirects. La zone d'étude comprend une centrale nucléaire et 15 sites classés SEVESO de
haut seuil (MEDDE, 2011) % @& « vS VvS§ e EJe<pu e [ ] vSe ui puE- Ju
substances dangereuses. Ces industries se situent sur les communes de Dunkerque, Grande
Synthe, Loo#Plage, ForMardyck, SainPolsur-Mer et Gravelines @. Elles

forment le secteur qui représente prés des deux tiers (65%) des émissions de particules PM

sur le territoire de la Communauté Urbaine de Dunkerque (CUD), ce qui représente 1219

tonnes émises date o[ Su}e% Z E|Figurd IBO0RATMO, 2012X d v ] <p[ pu V]A n

régional, le secteur des industries manufacturieres, du traitement des déchets et de la

construction forment a eux trois 24 des émissions en deuxieme place aprés la contribution

de 41% du secteur résidentiel, tertiaire, commercial et institutionfieigyre 1R20p).

>[ ve u o e }vv o (]8 HVI B« pVv <i& en matereEdeS %o E S|
*UEA Joo v 0 %}oou3]}v 3Su}e%Z EJu 3 [ 3pu o[ A op
santé.

Figure I19 : Les sites industriels classés SEVESO dgn® Po}u & S]}v (Rréreé @nep

Zwarterook, 2016)
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Figure IR0 : Emissions de PMen 2010 sur (a) le territoire de la CUD et (b) comparées avec la région
Nord-Pasde-Calais par secteur et en t/dATMO, 2012).

Les prélevements de particules atmosphériques

La tetinique de prélevement des particules atmosphériques utilisée est basée sur
o[Ju%e 3S]}v v e X 00 % CEu $ pv }oo & e« o 3JA * % (E:
] u SE E} Cv ulJ<pg X >[Ju%e S HPE }Iu%}E&S A S P e [Juke §°
fev§ ¢« 0] E ¢ }vS 0o 0 EP puE Ju]l]vep V % ** vS [pv S P o[ |
up) en fibre de quartz est placé apres le cinquieme étage et la plague support afin de collecter
les particules inférieures & 0,33 pm. Ces particules, fixéesp p p (JoSE U Vv[}vE %op
]Jvs PE <« ve o Spu  S}A] }o}P]l<u X Z <pu Ju%e S HE S 0] M\
débit (68m3/ h) modele TFIA (Staplex, New York, USA) asservie aux conditions de
pluviométrie (arrét de la pompe en cas de pluig un systéme électronique de contréle. En
paralléle, les données météorologiques (direction et vitesse de vent, pluviométrie,

température, humidité) ont été enregistrées.

>[Ju%e S]}v Vv . *3 . *UE 0 % E]V ]%o o[]v ES]

meéthode repose sur le fait que les particules ayant une inertie supérieure a une certaine
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Ao HE oJul]8 v E 3 VS % ¢ Ve 0 « 0]Pv « }ME VS ol |E& -
o ] uSsSE&E 0 (v3 Ju%}e pv A]S e vy (puA&E[}V }® & v3 }V3
constant. Les particules ayant un grand diamétre aérodynamique équivalepéfll et une

PE v ]Jv ES] A}vE ¢[Ju%e S E *UE 0 %0 <g V 0+ USE U ]
O UE SE i S}]E ipecpu[ pX¥E [AVP & PU]JAOSUSE U + % ES] po -

fines sont donc recueillig&igure 1R1). Le filtre final est destiné a collecter la fraction la plus

fine des particules.

Figure 121 : Schéma du principe dimpaction en cascgueur le prélévement de particules
Sule%Z EJ<H X > % E& u] E %0 <u E % E S]}v 8 esuCEu}vVS [Lv (]o:
aérodynamique (Dae) supérieur a 5|08 et évite leur rebond sues plaques suivantes. La cinquieme plaque
*§ (E <gh uu v8 }lu o (Jv. [ uHPuvs E o E& v u vs }oo § e % ES] po -
%o (JvX hv (JoSE&E [ EE!S % uS P o u vs ISE i}us (]Mesempéahe § E 0 « W
*[Ju%e S E *HE O * %0 <HU * E H% E S]}vX

>— Z vS]oo}vv P * % ES] po - § E o] *uE upuv upE
18D E- TiifieX 33 uE % @E 0 A uvE eeppE 0 E %E » v§ !
intégrant des épisodede pollution importante et des périodes de plus faibles concentrations
en particules atmosphériques. Deux impacteurs de type Sierra 235 (Sierra Anderson, Smyna,
USA), fonctionnant a haut débit (Pompe Staplex 8 )ont été utilisés en alternance (avec

une récupération des échantillons tous les 15 jours).

AVvS Z <y %@E o A uviU 0 ¢ %0 <d e [Ju%e 35]}v «}vd o A

bain a ultrasonNettoyant MicrosonThermofisher Scientifique, France), rincées plusieurs fois
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o[ MU HOSE % ge@héess Chague systeme d'impaction est scellé dans un sachet

hermétique avant d'étre transporté sur le site de prélevement.

Z <p E u%o0 uvS Ht eCeS u %0 <gd  [Ju%e 3S]}vU pv A

de chaque pompe est effectuée. Un débit supéria 68m3h doit toujours étre maintenu
%o UE os*uE E 0 E *% S e JuSE - } U %o uCE * %0 <u
o[Ju% S HE S E u v Mo }ESIE }Y 0o ¢ %0 <p e S 0+ (]JOS
hotte a flux laminaire pendant48h%.E * « Z P U 0 * % ES] HO ¢ *}vE E pP%o C(
pinceau, placées dans des tubes puis conservédd 8 ipe<u[ pnS]o]e S]}vX hv Z Vv
annuel moyen a été préparé a partir des échantillons recueillis en vue de la caractérisation
physicechJu]<p 8§ o[ Su S}AE] }o}Plcu X

ME vS pv v [ Z vS]oo}vv P U pv u e+ S}S o oui P %0
prélevée. Sur la méme période, la concentration moyenne de PF était de 16,6, jsgion
les données recueillies dans une station tgpologie urbaine a Dunkerque du réseau de
mesures Atmo NordPasde-Calais. Cette concentration moyenne est inférieure a la limite
annuelle de 2%g/m?® en vigueur en France depuis I& Janvier 2015, méme si des épisodes

de pollution plus intenses ont érainé des pics de concentration.

Caractéristiques physicohimiques

La caractérisation physieoZ Ju]<u o[ Z vS]oo}v u}C v Vvvu O %0 E
W & § & o] % E o VSE }juupv D epyE ~ De- o[h> K
et Toxicto}P] . Ujee]}ve Su}le%Z E]J<ph o ~d o o[h /sX >

caractéristiques physieohimiques des échantillons de PF sont décrites par la suite ainsi que

les techniques utilisées.
1.3.1. Caractéristiques physiques

1311 Granulométrie des particules

AfindeA E](] € o + o §]A]S o u 872} [ Z v8]loo}vv P U
du diametre des patrticules ciblées, la distribution en taille des particules a été mesurée par

granulométrie laser, une technique basée sur la diffraction de la lumiéreaille de la
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particule peut étre déterminée en mesurant l'intensité du rayonnement diffracté et lI'angle

J((E S]}v o}Eecpu[pv E C}v o« E o0 ]J]E 0 % ES] po X

La distribution en taille des particules prélevées représentée gtiglare IR2|montre

<p B66UI9 ¢ % ES] MO ¢ %o E » vS v8 pv J] uSE D i Ru 8 60UOBC
D fUA RuX =« (E spos 8« A E](] v8§ o « o 35]A]S VISE § Zv]«

a permis de récupérer les pariles au diameétre désiré (Dae < 2,5 um).

Figure IR22: Distribution en taille de I'échantillon de PF collecté a Dunkerque de Mars 2014 a Mars 2015.

1.3.1.2 Surface spécifique

La surface spécifique constitue un indicateur de la capacifé ¢} E % S]}v .
particules. Elle a été déterminée par la méthode de Brunauer, Emmett et Teller (BET) basée
‘ME 0 u uE 0 <u VS3]S [ 1}8 «<u] % HS !ISE %ZCe]}E
*HE( [uv «}o] X

> Ao PE [ ]E <% atidiht @ m2/ge OAti& valeur peut apparaitre faible,
toutefois, cette mesure est réalisée sur des particules de la gamme de taille allant de 0,3 a 2,5

um. Les particules ultrafines, qui contribuent le plus a la surface spécifique des particules, ne
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sont pa conséquent pas prises en compte dans cette mesure. Par ailleurs, comme sera

présenté ¢i ee}ueU o[ Z vS]oo}v }vsS]vsS P o u vs§ * % &S] po -

ul]v & o U }vVvH ¢ %o}lUE %o E ¢« VS E pv (] o JE& <%de](]<pn o0}
E }Vv % E « vE Ve 0 * % ES3] po+e AE |5 }JVEE] UL E Ve o0 -

surface spécifiqgue. Néanmoins, il a été montré que les composés organiques fortement liés a

0 *uCE( * % ES] MO ¢} H% ] VS o < h§ de c¢ fatt}ESHHREEV U ]e

spécifique(Billet et al., 2007)

1.3.2. Caractéristiques chimiques

(1v [fdtifier les teneurs en especes ioniques hydrosolubles, une lixiviation de
o[ Z vS8]oo}v § & o] *UE PV %o E]e [ e ] i uP %0
HOSE % uUE X >[ £SE ]S } § v § (]JosSCE S voGCe % E ZE}
5000, ThermoElectron).

Concernant la détermination de la teneur en éléments majeurs et éléments traces
us oojJ<g *U pv u]lv & o]e S]}tv ] o[ Z vsS]oo}v S & o]-
30 mg de particules afin de déterminer la teneur totale éléments. La solution obtenue a
été analysée par IGRES (modele 6300 DUO, ThermoElectron). La fraction hydrosoluble a
P ouvs § 3Su|] Vv uS]Jo]e vS o[ £ASE ]S <<y pAE E 0] % }uCE

Les concentrations des espéces ioniques hyduides, des éléments majeurs et

O uvsSe SE <] VvS8](] * ve o[ Z vS]Joo}v |(TaWetaudbvsS }vv =« ve

ve o[ Z v§]oo}v W&U B K jyNates {HE S 2o} E&WE o ]Jpuu
~ T2 & o} JUU™~TE » VE VS 0« SV HE* 0 * %oopsélémeAts «U +p]A
métalliqgues Fe et Al. On note une assez forte solubilité des éléments suivan{Mo et Sr.
La solubilité des autres éléments majeurs que sont Al, Fe, P, Zn, @ibksef ne dépasse
pas 2%. Ces composés pourraient alors demeurer sous forme particulaire dans les fluides

biologiques.

Les especes NOSQ* et NH* représentent essentiellement des ions inorganiques
secondaires qui proviennent respectivement de lavamsion des espéces gazeuses\\ED
et NH reliées principalement aux activités humaines (processus de combustion utilisant des
v EP] ¢ (}*c]o ¢ ve o[ pS}u} Jo }u O[]V peSE] U PE] HOSUE UY
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Les espéces NaMg* et Ci sont connues pour étre assées aux aérosols marins,
}Jv3 0 }VSE] psllv % us 'SE <]Pv](] 3]A euE o *]$3 [ Su Vv
o[ * %o D -Meizdu Nord. La valeur du ratiofSla* observé ici de 1,41 (contre 1,8 dans
o[ M u E-U <u] § v  daslaesd®olsEnarpns fraichement émis ont été
uil}E&]s ]J&E uvs }oo S e suE Vv}SE °]S§ [ u U v o] v A 0
maritime (Seinfeld and Pandi2D06)

Les ions Kdentifiés ont également en partie une origine marine, mais peuvent aussi
ISE % E} H]Se % E ES Jv - §]A]8 ¢ ]Jv u*3E] oo *U }uu o P
o[]v H*SE] <] (HEip & &.POWL3)

En ce qui concerne les éléments métalliques mesurés, Al et Fe peuvent provenir
[ ulee]}ve Jv HeSE] 00 * Jeopu . §]A]18 ¢« ¢] EUEP]<H *U u &
Toutefois ces éléments, avec le?Cpeuvent avoir des origines crustalesaduisant en
% ES] po] € o[ A% }e]S]}v Hn 1S [ Su - « E vAlo- % ES]
Cr, Cu, MnNi, Pb, V et Zn sont tres majoritairement associés a des origines anthropiques. Les
éléments Ni, Co et V peuvent étre considérés conaee traceurs de la combustion de fioul
lourd (Mazzei et al., 2008)andis que les éléments Zn, Pb, Cr et Cu sont davantage associés a
o fure de pieces des véhicules comme les freins et les pi@&et et al., 2010; Thorpe and
Harrison, 2008b)La présence de Ba peubtiver son origine dans les émissions des véhicules,
uso 3vs E SE}uA Ve 0 ¢ Zu]Jo « u}sS pEX Ve 0O E [
MVl E<ul]e *HE o[} &E]P] etalliguesoretromm®s dans les particulds présence
des especes Pb, ZnE $§ Dv %pu P ouvs ISE E o] o[ 3]A]8 -
% ES] po] E %}puE o -vU 0 % E <«Kboury ¢al., 2016HEtjpourde S E ]«

Mn, a la métallugie du manganese (Hleis, 2010).
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Tableau 16 : Teneurs en éléments majeurs, traces métalliques et espéces ioniques dans la fraction totale de
I'échantillon de PF collecté a Dunkerque de Mars 2014 a Mars 2015 et dans la tgdtiosoluble.

}v vSE S]}v ~RPIF
&E SJ}v s &E S]}v <}«
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EK 100 400
Nl 75 200
é 60 900
i= 44 600
E = 43 300
E . 16 400
D p-= 6 500
< 4 500
& 200

108



Matériels et méthodes

1.3.2.1 Identification des phases cristallines

* O U VSe el ] e O[HV o[ uSE uvent se[refraiivel ddns Uibo
état cristallisé. La diffraction des rayons X est alors une technique non destructive et
%0 % E} %o E] %o} E& o] VvS](] S]}v * %Z ¢« E]*S o0]v X > &
( }v [} S V]E pv ]Jv(}Eu 34chimiguE des é[@Ents détectés et selon la
v SucE * %Z « ¢ ] vS](] -U M]E o[}E]P]V S o u} (
particules. LiFigure IR3JE % E * vS o0 ]J((E S}PE uu rticolgs fihes.S]oo}v
>[ voCe % & J((E S]}v. & C}vey s & o]+ <uE pv J((E

usl]olJe v o & ] S]}v M <r ~, AiUABIO ¢ Vve pv P uu T: o0 vV
%o E %o TUITE 8§ pv S u%e []JvS PE S]}v in X
Figure IRZW J((E& S}PE uu E C}lve y o[ Z vsS]oo}v W& }oo § [VRY;

et mars 2015.

En premier lieu pour les phases contenant du calcium, le carbonate de calcium CaCO
est un composé ayant unerigine essentiellement crustale et se retrouverait dans les
particules atmosphériques suite a une remise en suspension des particules de sol. Il peut étre
précisé que la zone littorale de notre région est caractérisée par la présence de sols riches en
car }v § 0 JHUX Z %% Oo}ve P o0 u vVvsS «<u V}SE °]§ [ Su
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industrielle dans laquelle ce méme carbonate de calcium est une matiére premiére utilisée
Ve O[]V HeSE] ] EPEP]«p X =[2] Pdut étreumBliihiée Celesiput
% E}A VIE [UV % ES %o }uee] E » ]eep e (Stwges &RJ Hadlison, }ve3 E
1989) il est également une matiere premiere dano[]Jv peSE] Ju vs] & S [ usE
% HS !SE (}EU % E of[]vs EGu ] ]E E S]}ve vesa@[ Su}e%Z
o[ ] epO(pPE]<H }H o ]}ANorietal, }19088elohKa réaction suivante :
HzSQ (ag gt CaCOsy+ HO (aqq) 0 CaS@ 2HO + CO
La détection de chlorure de sodium (NaCl), derthadite (NaSQ) et de nitratine (NaN§¢)
o[ £%O]cp % E 0 %E& Vv e 0° U E]ve % EJyUNPEQpdarts o0 S
les particules atmosphériqueselon la réaction suivante :
HNQ (ag)+ NaClagsy 0 NaNQ (agsyt HClg)
Selonunm v]eu e+ | eJu]o ]JE U 0[}EC &3V o0orKVS [}E]P]v ]v pe
et la condensation de vapeurs deS3® sur des sels marins conduisent & la formation
de NaSQ selon la réaction suivante :
HoSQ (aq)+ 2 NaChyg,s) 0 NaSQ (ag,sy+ 2HCl(g)
Deux oxydes de feriFeOs et FeOs) ont été détectés dans les particules. Le premier
JEE %o}V o[FFaelS kU] 5 0 %oZ E]+S oo]v [}AEC
fréquemment rencontrée dans des échantillons de particules atmosphéri@esrol et al.,
1996)X /o [ P]S [puVv }u%o}e <«<pu] *SU [puv % ES E v }vSE o[
ferrugineux U [ USE %o ES % E * vE ve o %EIRW vESZ E[e G
pieces métalliques comme les freins des véhic@metl et al.,, 201Q)dans les cendres
(Winburnetal., 2000} p v }&E Ve ¢ % ES] po o [} Eldslatals RPOIBUEP <
La magneétite k€, }EE * %o}V MV (}EU % E&S] oo u vS (E pu]s8 o[} A
de Fe(ll) et Fe(lll)) et soorigine est essentiellement anthropique. En particulier, il a été
montré dans une étude antérieure menée au laboratoire sur les caractéristiques des
émissions sidérurgiques, la présence de cette phase dans des émissions reliées a des procédés
a tres haue température, comme les émissions issues de hqtg Ev  p A& S (Hleid &]
et al., 2013) Cette question sera décrite de maniere plus approfondie dans la partie
présentant les résultats de microscopie électronique a balayage.
Enfin, trois phases cridtanes contenant du silicium ont été mises en éviden&Q,

AbSpOs(OH) et (FeAl)(AIS)Owo(OH}. La silice et les aluminosilicates sont des composés
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ui}E&]s8 ]JE e+« p <}o 3 o § 3]}v © %Z o E A0 0 %E vV
crustal u]e ¢ Vv epe% Ve]}v Vve o[ ]E S e+ E SE}HA VS Vve 0 c W&
(FEAN(AIS)Oo(OHp V[ *S %0 « E Vve Vv S VS < %Z ¢ % E]V ]% 0 | }

&E vV X VEAVZUIIWV % ps £ opE <pmanipaddorer <[ £ %

tant que matiere premiéere utilisée en sidérurgie.
1.3.2.2 d Joo U u}E%Z}o}P] § P& [ PPo}lu & S]}v ¢ %o

>[ Z vS]oo}v W& S £ ulv v u] &} }%o] o SE}v]«u
retirer des informations sur la taille des difents types de particules, leur morphologie, ou
vVE o uyE PE [ PPo}u E 3]}vX > ¢ % E]V ]% o0 tFipurelEA 3]}V

11.24

Deux types de particules contenant le sodium ont été mis eneéwae, avec dans le

% E u] EU pv <} ] S]}v Kigure [Rdp)etvans ¢e second une association

A o[ o u |FViure IR4p). Les particules corresponaas présentent une forme

anguleuse de type parallélépipédique ou hexagonale avec une taille comprise entre 1 et 2 um.
Dans les deux cas, la forme géométrique des particules est cohérente avec un état cristallisé
de ces particules comme cela a été mis eénce par DRX. Ces particules correspondent

aux sels marins primaires (NaCl) et marins anthropisésS@)a comme précédemment

décrit. Les clichés c et d de|fggure IR4imontrent la présence de particules saforme

particuliere, de composition riche en EiQ(ure IR4f) ou associant les €léments Si et Al, de

méme que les éléments Ca et Fe dans de moindres proportions. Ces observations sont
compatibles avec la présemale particules crustales riches en S&Den aluminesilicates,
également en accord avec les données de DRX. Les clichés e et f correspondent tous deux a
des particules riches en Fe, de type oxyde de fer, mais présentent une morphologie trés
différente. Les particules riches en Fe de forme anguleuse peuvent étre attribuées a des
% ES] po ¢ EWU+*S 0 U uljv & J- (€ }p v 3IE E o] O[He|
présence de particules de forme sphérique est reliée a un mode de formation spécifiqu
faisant appel a un procédé a haute températydachemer, 2004)Des microsphéres et
nanosphéres se fament lors du refroidissement et de la condensation des émissions dans
o[ JEX > % E v * % (ES] po * *uE Vv}SE ]S [ Sp ] £
% E}}AL]U]S *}HE <« [ u]ee]}ve ejour@epkE Rt qeiérier majls Sune
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contribution de cendres domestiques ne peut cependant étre exclue. Le cliché g présente des
particules de forme anguleuse, compactes et riches en Ca et S, de taille comprise entre 2 a 5

pm et pouvant étre attribuées au gypse CaSthO |Q:igure [R4g). Enfin, le cliché h montre

des patrticules riches en carbone de taille proche de2@Mnm liées entre elles pour former
des chaines de particules. Ces particules anthropiques sont caractéristiques des suies. Elles
peuvent avoir une origine industrielle mais il est bien connu que le trafic routier utilisant le

diesel est un émetteur principal de ce type de particesnbrogio et al., 2002)
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Figure 124 : Images de microscopie électronique a balayage des PF collectées a Dunkerque entre mars
2014 et mars 2015 (cliché: éAssociation Na avec (b : Association Na avec; $: particules riches en Sd:
associatbn Si avec Ale et f: particules riches en Eeay: particules riches en Ca et B: particules riches en
carbone).

113



Matériels et méthodes

1.3.2.3 Dioxines, furanes et polychlorobiphényles

Les analyses de dioxines, furanes et polychlorobiphényles ont été réalisées par GC/MS

haute ©solution par Micropolluants Technologies SA (Saint Julien lés Metz, France).

Les 209 congénéres de PCB sont répartis selon 2 catégories établies en prenant en
compte uniquement leurs effets tératogeneses PCB de type dioxine (PCB Dickike ou
encoreDL-PCB), et les autres PCB (PCB Non DBidgkénou encore NDRCB). Les ERCB ont
une configuration plane, tres comparable aux dioxines. Parmi-ceu? congéneres sont
considérés comme étant les plus toxiques (4 composés ortho : 77, 81, 126 et 1@ ; e

composeés novortho : 105, 114, 118, 123, 156, 157, 167 et 189).

En 1982, 7 PCB, appelés PCB indicateurs (PCBi) ont été sélectionnés parmi les 209
congéneres par le Bureau Communautaire de Référence de la Commission Européenne
(Bruxelles) comme étané$ composés a rechercher en priorité dans les analyses de matrices
organiques (sédiment, sang, chair et graisse) en raison de leur persistance et de leur

v v ve o[ VA]JE}VV u v3 Jve] <d % }UE 0 HE* %o E}% E] § -
indicateurs »représentent pres de 80 % des PCB totaux : le plus souvent les 118, 138, 153 et

180 mais aussi les 28, 52 et 101. Parmi les PCBI, seul le PCB 118 esbun PCB

> e }v VvSE S]}ve v ]}A&E]v U (MWE V *« § W u ecgdiectésonts o[ Z v

présentées dans |e
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Tableaul.7| Les oncentrations en PCB, dioxines et furanes dans les divers compartiments de

o[ VAJE}vv u v «}vd v P v E 0 /& % E]u-TEQ vinterpatfonal Tokics } £ ]«
Equiv o vSe (]Jv] % E o[KEP v]e S]}v D}v ] o 0 " vVvS ~KD"eX W
calcul en équivalent toxique (TEQ) consiste a multiplier la concentration de chaque molécule

% E *}v ( 8§ HE [ <u]A o v8 8} &E]<n ~d &+ %oplioutionsuu E o ve u
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Tableau IZ : Teneurs en dioxines, furanes et polychlorobiphénylééatantillon de PF collecté a Dunkerque de

Mars 2014 & Mars 2015LD: concentration inférieure a la limite de détection).

. Concentrdion TEQ
Composé (pg/g) TEF fg/m3
PCBS81 <LD 0,0003 <LD
PCB77 451 0,0001 0,00082
PCB123 52 0,00003 0,00003
PCB118 5752 0,00003 0,00314
PCB114 <LD 0,00003 <LD
PCB105 3044 0,00003 0,00166
PCB126 154 0,1 0,28028
PCEDL PCB167 615 0,00003 0,00034
PCRB56 1651 0,00003 0,00090
PCB157 408 0,00003 0,00022
PCB169 <LD 0,03 <LD
PCB189 <LD 0,00003 <LD
Total 12 127
I-TEQ /g PM 15,8 pg 0,2874
PCB28 1297
PCB52 2 827
PCB101 4014
PCBi PCB138 9419
PCB153 11 570
PCB180 8 390
Total 37 517
2,3,7,8 TCDD <LD 1 <LD
1,2,3,7,8PeCDD 84 1 1,5288
1,2,3,4,7,8HxCDD <LD 0,1 <LD
Dioxines 1,2,3,6,7,8HxCDD 81 0,1 0,14742
1,2,3,7,8,9HxCDD 1864 0,1 3,39248
1,2,3,4,6,7,8HpCDD 3 587 0,01 0,65283
OCDD 8521 0,0003 0,04653
Total 14 137
2,3,7,8 TCDF 116 0,1 0,21112
1,2,3,7,8PeCDF 225 0,03 0,12285
2,3,4,7,8PeCDF 456 0,3 2,48976
1,2,3,4,7,8HxCDF <LD 0,1 <LD
1,2,3,6,7,8HXCDF <LD 0,1 <LD
Furanes 2,3,4,6,7,8HXCDF 312 0,1 0,56784
1,2,3,7,8,9HXCDF 166 0,1 0,30212
1,2,3,46,7,8HpCDF 678 0,01 0,12340
1,2,3,4,7,8,9HpCDF 850 0,01 0,15470
OCDF 1051 0,0003 0,00574
Total 3855
Dioxines et Furaneg I-TEQ /g PM 534,9 9,7456
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1.3.24 Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

Apres extraction Soxhlet des PF au dichlorométhane, ptis VSE S]}v ol £ASE
elpe (opZE [ 1}8 & vMSEmMode1ZHO TQ, Varian, USA), nous avons recherché
les teneurs en HAP de cet échantillon. Les concentrations déterminées pour les 16 HAP
% E]}E]S ]E » 0]*3 » % E o[hvPsotectién Agency AJSERAsonEdannées

dans l¢Tableau IB

Les composés majoritairement détectés sontdi@enz[a,h]anthracene (8,9 ug/g),
A vs o[]v w3@joyrdbd, le chryséne et le benzo[blfluoranthénavec des
concentrations trés proches et comprises entre 5,3 et 6,0 ug/g. Les autres composés montrent
des concentrations inférieures a 5 pg/g, et les 6 HAP les plus légers sous 1 pg/g. La principale
source de dibenz[a,h]anthracéne tout comme cellebéezo[b]fluoranthéneest constituée
* (LU * [ Z %% u vSs * U }®undEand Friedtander, 19810n retrouve
également ce composé dans la fumée de cigarette ou encore les émissions de (bDHERES,
2006)X >[]v v }€d]pyrerie est lui aussi princilganent présent dans les combustibles
(}ee]Oo X /0 %0 pus » E SE}IpA E \conbiusionncbnpldde deoljdisge o]
charbon,de carburantessenceou diesel(INERIS, 2005).e chryséne, quant a lui, est formé
A [ USE « , W 0}E- o ]+3]oo 8]}v p Z E }v 3§ o}E- o)
PE Jee * 8§ [Zpu]o X > ZECe VvV ¢35 %E& + VS ela pupatSE S]}ve
e USE ¢, W ve o< }u H*S] 0 ¢ (}*e]Jo *» § 0 <u o0[Zp]Jo EPS X
% E }u]v vie Ve 0 ¢ uU]**]}ve % ES] po JE * % E}A v v$§ .
ménageres, des appareils ménagers a gaz naturel et des lifspds chauffage domestique,

en particulier ceux utilisant la combustion du bGSERIS, 2011)

Rappelons que parmi les activités industrielles présenteg puE o[ PPo}lu & S]}\
dunkerquoise, figurent la sidérurgie intégrée (comprenant une cokerie), le raffinage de
pétrole (en particulier spécialisé dans la production de combustibles marins assimilables a des
huiles lourdes), un incinérateur de déchets. temposés majoritairement détectés sont donc

v }Z & v A o[]Ju%co v3 3]}v ]Jv pe3@E] oo *pE o 3§ EE]S}E >

Le calcul du ratio CPAH/TPAH (HAP liés a la combustion / HAP Totaux) donne une valeur
de 0,76. La littérature donne les valeurs de référence sés: 0,7 pour une zone urbaine et

0,96 pour une zone hautement industrialis@ogou et al., 1996; Yue and Fraser, 20043}
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Ao pEs 0 HO = %}UE v}e Z v3]oo}ve ¢}vd }v %ou3€s E & |

urbain.

Le @lcul de ratios de HAP plus spécifiques ne contredit pas les hypotheses avancées
%o} U E A% 0]<u & O[}E]P]V e . W [gA]P) 10,56, cdirjpdtibWy g/ke lesW C =
émissions diesel (0,33,70)(Ravindra et al., 2008inais aussi avec les émissions associées a
la combustion du charbon (>0,5@hen et al., 2014al.e ratio Ba]P/ B[ghi]P= 0,87 est, quant
alui,danslagamme3,6U6 & § E]*S]«u o[ ¥ WajdetetalF198pteP
ratio Fla/(Fla+Pyr) = 0,55 est lui aussi compatible avec la combustion de cliaebba Torre
Roche et al., 2009En covr ope]}v o[ Su * fRet&E} évidevte la contribidn
uilE&l]s 1E e uU]ee]}ve ¢ uU}S HEes ] * 0U Jve] <pu 00 o[ S8

a la sidérurgie (cokerie) et au raffinage de pétrole.

Les niveaux de concentration mesurés apparaissent en accord avec une précédente
étude réalisée a dukerque au printemps 201(L.andkocz et al., 2017 éanmoins, les ratios
E S E]eS]<u O[ %o}<u S ] VS <h och % U J(( & vSe » ve S}
les sources identifiées. Les particules caractériséese o[ S| 18 }vs v (( §
prélevées durant une plus courte durée et ne représentent pas une année compléete

contrairement aux PF étudiées dans le présent travail.
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Tableau IB: Teneurs en Hydrocarbures AromagguPolycycliques (ug/g) de I'échantillon de PF collecté
a Dunkerque de Mars 2014 a Mars 2015 (<LD : inférieur a la limite de détection).

}v vSE S]}v ~RP

Naphtaléne (Nap) 0,20
Acénaphtylene (Acy) 0,11
Acénaphténe (Ace) <LD
Fluoréne (Flu) 0,18
Phéanthréne (Phe) 0,99
Anthracéne (Ant) 0,28
Fluoranthene (Fld) 2,12
Pyréne (Pyd 1,76
Benz[a]anthracene (B]A)! 1,91
Chryséne (Cht) 5,45
Benzolb]fluoranthéne (B]F)! 5,30
Benzo[K]fluoranthéne (R]F)* 1,66
Benzo[a]pyréne (B]P)! 3,85
Indeno[1,2,3c,d]pyrene (InPy) 6,06
Dibenz[a,h]anthracéne (Bh|A) 8,88
Benzo[g,h,i]pérylene (BhiP)*! 4,43

IHAP associé a la combustion
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2. Prélevements sanguins

Recrutement des sujets

SE A Jo <[]ve E]S ve O E Y % @&}R, 3une élitle Z E Z
prospective pilote des effetsx vivade la pollution atmosphériquparticulaire.>[JvA «3]P § uE
%o E]V % 0 S 0 E W] EE '}ee § ~h /s § ~ EA] [ v S}tu]
Vincent de Paul, E} u% u VS e €% ]S puECatholapevds JLille, GHICLLe
Responsable scientifique est le Dr Sylvain Billet (UCEIV). Swteord du Comité pour la
Protection des Personnddord-Ouest(CPP) (ECH 15/39 du 10/09/2015), le recrutement de
105 volontaires a été déclenché parQentre Nutrition Clinique Naturalpha, installé au sein

O[,€%]S o » ]JvS s]v Vv§ W po ~",/ >eU % EU] 0 * spui S % E -
elpue of] v CE uvd e+« E Yy Al E %0 vig U WZ]0o]% % > d § v
des raisons orgasationnelles directement dans les services du GHICL, notamment le Service

u Jlv ]Jvs§ EGv § P E] SE] 0[,€%]8 o » Jvs WZ]o] ESU <}p
Delecluse et Fabien Visade.

> E EusS uvd + Alo}vs JE ¢ o[ B (}V[]veqE]}ve IE]SAE op-
précis, que rappelle @x >[}i 8]( M % E}i § E ZE Z § v$

§ EGul]v E o< Z VP u vsSe 0] ¢ LralxAati¢ules fines dans le but
[1vsI( €& « Jlu @«p pEs [ ((S Sltu [ A%}e]S]}vU %ou]e

o[]v(op v o[ P epy@E&E o0 & %}ve e 0CU%Z} CS o /E%}e oL
%0 % ES] vv vS§ S (E }]:»2080, 4555 ¢t PG85 ans (35 sujets / classe).uce

]Jv opge]}v § & o] uv] & Z}u}P v e o0}v 0o - A e o
S PlJeu v[ S VS % * Su | Ve 0 % E ¢ vS % E}i Stumeuss % S| vSe

(Iv. [ A]S @ %}8 v8] o ]]- pv(ue]}vX

hv (}]* o & -%semnsble deg criteres vérifié par le médecin investigateur lors
o[ VE3E 3] v % E v3§ 0 %@E o A uv3U o+ Z v3]oo}ve }vE v
[!SE SE veX%o}ES - o[lh /s % E o0 ¢} ] 8 *% ] o] & d]u >
donc codé efourni avec les seuls renseignements suivaritge et sexe des volontaires, ceci

(1v % }UA}]E *¢]PV E Z <p % E o A uvd puv o ee [P X
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Les différents tests réalisés sur les échantillons sanguins, ainsi que le plan d'analyse
statistique définipar le biostatisticien Yann Landkocz (UCEIV) ont été déposés dans la
demande auprés du CPP. Concernant I'analyse statistique des données, le choix des tests
utilisés (paramétriques ou neparamétriques) a éte réalisé apres vérification de la normalité
et de 'homoscédasticité des distributions. En cas d'absence de normalité ou d"égalité des
variances d'au moins un échantillde,test de Kruskalvallis et le test U de Mann Whitney,
au risque r=5%, en bilatérabnt été utilisés commeests de référenceTous les traitements
statistiques ont été réalisés avec le logiciel SPSS pour Windows (SPSS 20.0, IBM, France) et le

logiciel Graphpad Prism 7.00 pour Windows (Graphpad Software, La Jolla, USA).

Tableau IB: Critéres d'inclusion et d'exclusion des sujets.

E]S & ¢ []v oure] E]S E « [ £ ope
X Age du volontaire compris dans un X Age du volontaire non compris dan
des trois classes une des trois classes attendues
20-30, 4555 ou 7085 ans X Absence de signature du
X Signature du consentement éclairé consentement éclairé
X Nonfumeur ou ancien fumeur x Patient traité par corticoides,
depuis plus de 1@ns immunosuppresseurs,

radiothérapie, chimiothérapie

X Fumeur ou anciefumeur depuis
moins de 1G&ns

X }veluu S]}v [ o }}o u}t
supérieure a 3 unités par jour

X Exposition professionnelle
(métallurgie, pétrochimie, peintre)

Le recrutement des sujets a permis d'initier le processus de prélévements sanguins. Un
volume de ® mL de sang a été prélevé sur tubes EDTA. Une Numération Formule Sanguine
(NFS) et un dosage de la protéingé@ctive (CRP) ont été réalisés pour chaque sujet,

% Eu 33 v8 [ oJulv E 0+ %E 0 A uvie E 5 E]* * % E pv

perturbations de NFS. Les échantillons sanguins ont été traités dans un délai de 4 a 6 heures
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apres le préeléevementzn raison du nombre élevé de prélévements sanguins a réaliser dans

cette étude, nous avons testé la cryopréservation des lymphocytes suite adéament du

« VP §}S o Ve O MS ojJu]s & o viu &E [ £A%}e]S]}Vve E o
congeler des celluletans une solution composée de 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO), 40%
RPM{iodi 8§ Ai9 "s& § 0+ }ve EA E endant ®iadi$.d e cdmpthge %o
cellulaire suite a la décongélation a montré une viabilité de 51%. Cette perte importante de
cellules élimine le choix de congélation des cellules en vue de mettre en place notre protocole

[ E%1}+]8]}vX

Caractérisation de la poylation

2.2.1. Numération Formule Sanguine et dosage de la CRP

22.1.1 Principe

La Numérisation Formule Sanguine (NFe{ Z u}P & uu }veS]Su o[ A %0}

hématologique de base. Elle comprend

x Un examen quantitatif avec
- La numération des éléments figurés du samgnfaties, leucocytes et plaquettes),
- > § Eu]v S]}v o[Z u 8§} CE]S U
- > }e P o[Z u}Po} Jv ~, U
- >[ 8§ 0] u vSs 0 (}JE&upo oM} CSJE ~0CUuU%Z} ¢
neutrophiles, éosinophiles et basophiles).
X Les calculs des indices érythrocytairds Volume Globulaire Moyen (V.G.M), la Teneur
Corpusculaire Moyenne en Hb (T.C.M.H) et la Concentration Corpusculaire Moyenne en
Hb (C.C.M.H).
Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéresseés a la formule leucocytaire

et plus précisément au pecentage de lymphocytes dans le sang. Les valeurs de référence

pour les différentes cellules samges sont représentées dargTableau.4

La Protéine €Réactive (CRR)st une glycoprotéine synthétisée par légpinitialement

E]S Ve 0 %V HU}lV] %oV HU} }<p S %}ES VS e}v viu pu (]S
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Gpolysaccharide de la paroi du pneumocoque. Elle a pour réle de mobiliser les défenses
Juupv]s JE - O[}EP v]eu % E 3]A Bident et stimufadipn detla } u %o
%Z P} CS}e X [ *S 0 %e@Pp3 Ov o0 0pPpw(os uu S]tv JPp#U E s E]
cinétique rapide. Au cours de léponsea la phase aigé des états inflammatoires, le taux

%0 *u S]<p §8 % (E}3 rapidement AdesSIE®* heure) et peut étre

UMOS] %0 0] % E ATl }u (i1l o} E eaighg \Wnd ngronalisat®h}rapide a lieu

%o E 0 ]*% E]S]}v o °*}pE [Jv(o uu S]}v ~06 i0 iIJpuE-+X
examen sensible, rapide et so0o] & juu pv U E<p HE % E } [HV

inflammatoireaigué La valeur normale de la CRP est inférieure a 8 mg/L de sang.

2.2.1.2 Protocole

Afin de réaliser la Numération Formule Sanguine (NFS) et le dosage de la CRP, un tube
de 8 mL a été prélevé. Cesadyses ont été effectuées par le laboratoire de biologie médicale
O[,€%]S o » JvS WZ]Jo] &S ~',/] >X

W}pE o }e P * O U VSe (]JPUE U o[ v 0oC> s Po} po -

CS}tu SE] Vv (OpAEX % E * o[ v oC- «PSF ) O[}uPPo} Jv o %
convertie pour sa détection au moyen du Sodium Lauryl Sulfate (SLS), un réactif qui lyse les
globules rouges et les globules blancs de I'échantillon. Les groupes hydrophiles SLS peuvent

*}EuU ]+ 0] E o[Z u Uonjevde feryvet farmer §in complexe coloré stable
(SL€HDb) qui est analysé a l'aide d'une méthode photométrique. L'absorbance est mesurée par
un capteur photosensible et est inversement proportionnelle a la concentration en
hémoglobine de I'échantillon. Fileanent, le VGM, la TCMH et la CCMH sont calculés a partir
o <u vS8](] S]}v < 'o} po ¢ Z}uP U o[Z u}Po} Jv 8§ o[Z u

Le dosage de la CRP a été réalisé par néphélémétrie, une technique utilisée en
immunologie pour déterminer laconcent8 ]}v ¢« EJ<p [V % E}S Jv X hv ¢}opus§]
o[ Z v8]oo}v <3 u o vP A e % ES] po e+ vosAE E }pA ES
souris anti ZW X > ZW % E °* VvS§ ve o[ Z vS]oo}v (Jamigorpgv }u%oo0
avec la particule ematex. La diffusion de la lumiere suite a la rencontre de la particule est
mesurée aprés 6 minutes par néphélémétrie. Cette diffusion est proportionnelle a la

}v vSE S§]}v ZW % E ¢ VS ve o[ Z vS]Joo}vX hv }uCE [ §

déterminer les concentrations de CRP.
123



Matériels et méthodes

2.2.1.3 Analyse

> SE ]S uvsS S o[ VvoCe e }vv E&™ § ZW }vs § &
d'analyse statistique déposé aupres du CPP. Dans un premier temps, les variables mesurées
ont été décrites par leur moyenne accomp v o[]Jvd EA oo ]v8 E«p ES]
détermination des conditions de normalité (test de Shajwok) et d'homoscédasticité (test
>AveUo-eA E] S$]}ve ¢ % E uSE « v (}v 8]}v o[ P }vs§
au test de Kruskalvallis ¢ au test U de MamiWhity CU p EJe<p rAA9X

2.2.2. Marquage anttCD45

2.2.2.1 Principe

>[ Su e MAE ]} (}JEU + Py u E«y pE cUE( Taébtdn %o E -
E o]- % E CS}lu SE] Vv (OMAEX > % }uE vsS P o[]*}(}Eu
donne une idée sur le stade de stimdla}v § [ 3]A & }Les tau repos, tnaifs,
A% E]Ju vS o]} (}EuU onz X "~ujs o unE §]A §]}vU . 0 (
CD45RO0 et forment alors lesALlmémoire.

2.2.2.2 Protocole

>[] vsS](] S]}v < MUAE ]°}(}EU « angtot@ dechacun-ge&sujetse

prélevés. Un volume de sang a été transféré dans 10 volumes de solution de lyse pour les
érythrocytes (15,5mM de Nig€l, ImM de KHGO § iUiiuD [ d ¢ % v VvS @i u]v eu]

[Hv vSE] (P g 10 min,i4°C permettada récupération des cellules. Le reste du
sang a été centrifugé a 130§ 10 min, 4°C pour récupérer le sérum sanguin. Le culot cellulaire
a été remis en suspension dans du PBS a 3% de sérum du donneur pour limiter les réactions
non spécifiques. Chaque taka été divisé en deux, dans un premier tube, un marquage avec
o[ v§] }EHBDASRA [CD4A5R%EICP, clone HI100, Milipore) et a@ib45RO (CD45RO
FITC, clone UCHL1, Milipore) a été réalisé. Pour le second tube, 5uL de chaque contréle
isotypique (Mouse IBLFITC 1/100 et Mouse IgerCP 1/100) a été ajouté. Aprés
o[]Jv o S]}v o[} ¢ WE]S % v VvS 01 u]JvpusS U o[ Z vS]oo}v 8 v
(cytométre Attune®, Life Technologies, Saint Aubin, France). La mesure des parametres de
granulomérie (SSC et FSC) a permis de différencier trois populations cellulaires faisant
référence a trois lignées leucocytaires (lymphocytes, monocytes et granulocytes). Les
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populations ont été vérifiees par un marquage speécifique des monocytesGaXi4FITC,

clone MEM15, Abcam) et des lymphocytes (a@ib3PerCP, clone MEM7, Abcam).

>[] vS](] S]}v ¢ UAE ]*}(}EuU + ~ O0AZ § OAZK- § & o]
(CD3).

2.2.2.3 Analyse

Le pourcentage de cellules COB45RAet CD3CD45R0a été relevé pouchaque
échantillon. Afin d'identifier les différences significatives dans les proportions de
CD3CD45RAet CD3CD45RQ un test de Kruskalallis a été réalisé (p<0.05) puis les
différences entre les différentes catégories ont été évaluées par le test MahnWhitney
(p<0.05).

Isolement, purification et activation des lymphocytes T

Afin d'optimiser les étapes d'isolement des lymphocytes, une poche de sang de.500
provenant deo[ § o0]e¢* u vS &E v J* u N VP ~Lé& autres gtappsSfia]e X
protocole (isolement, activation et exposition) ont été réalisées et optimisées en paralléle sur
cing prélévements sanguins de 50 mL inclus dans la base AEROTOX 2 et fournis par

Naturalpha.

2.3.1. Isolement des lymphocytes

> § Zv]<p []*}o u vsS s uisaded pelledécrite par Bgyum en 1968
et qui consiste a séparer les constituants du sang en se basant sur le gradient de densité. La
méthode consiste a déposer le sang dilué dans une solution saline (1:1, v/v) sur un milieu de
densité 1,077 et a éaliser une centrifugation. Les érythrocytes et les granulocytes
(densité>1,077) traversent le milieu de séparation et sédimentent au fond du tube tandis
gue les cellules mononuclées (monocytes et lymphocytes) forment un annedessus de

la solution @& séparationBgyum, 1968)

Deux solutions de densité 1,077 ont été testéds > C u %o Z } %(REOt8@GENIX,
France), qui est un mélange de diatrizoate de soditireepolysaccharide et &€ C } %0 & %o |

(ProteoGenix, France) qui est une solution de nycodenz® en absence de polysaccharide.
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>[]*}0 u vS§ e 0CU%Z} CS * >QuXsld e (& StRaptedGenix, France) a

également été testé. Ce tube prémpli avec la $ous]}v SCU%Z}% E %oj ]*%o}e
Uu@V V %0 *8]<g % Eu 38 v§ o0- Z vs§]oo}v « VP [ISE £
le tube.

Dans le but de choisir le meilleur milieu de séparation, nous avons utilisé une poche de
sang total de 500 mL provenant o[ &" E}E X > =« vP § JA]le v SE}]e Z
tester chacun des milieux de séparation. Le protocole utilisé était celui indiqué par le
fournisseur et est identique pour les 3 tests. Le sang a été dilué par du PBS (1:1, v/v), puis
déposésur le milieu de séparation adéquat pour chaque essai. Une centrifugationxa 800
pendant 20 min en absence de frein a été réalisée afin de séparer les différents constituants
s VPu]JveX >[ Vvv g ¢ oO0OMO * U}V}VH O < ~W D « uPBSdE p% E
centrifugé a 258g pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a été remis en suspension dans le
milieu de culture RPM1640 (Gibco, Cergy Pontoise, France) supplémenté de 10% de Sérum

S MU &S o }u %o 0 BWF¥ 1% deGlutamine et 1% dejsouS]}v [ vS] ]}S]<u

(Pénicilline Streptomycine Néomycine, Gibco, Cergy Pontoise, France).

Afin de déterminer le milieu de séparation le plus adapté a notre étude, nous avons
} o EA O *% 5 + ]J(( & v8e 0 u v3e % E -+ lrocytassaBridquP 3]}v ~
de PBMCetc.) et nous avons réalisé un comptage des éléments cellulaires présents dans

l'anneau, par exclusion au bleu de Trypan.

>[} ¢« EA 8]}v e+ 3y ¢ %E 0 VEE](UP 8]}v u}vSE «u
moins visible et moins &fini en utilisant leNycoprepj comme milieu de séparation, en
comparaison avec les deux autres techniquesC(u %o Z } %etE> %oy %o Z } %o (E ). %0y S |
niveau du comptage, nous avons récupéré une concentration équivalente de PBRICX
10° PBMC/mL de sang tdtpour > C u %o Z } %t@® Qéd Pbo Z } %o E ¥l 2816 PBMC / mL
de sang total pour I&ycoprepi X v & ]Je}v g E v u vS []*}o u vsS %E&} Z

oA [ Z vs]oo}ve evP SE ]8 E ve 3§35 3p ~iid Z v§]o
nous avons }PJl«<p u vs Z}]e] [MS]o]*e E 0o S Zv]<g 0 %oopue E %
>SCU% Z}% CE. %oj S|
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2.3.2. Purification des lymphocytes T

Jve epi Se § oS¢ }vE § E EUS * %o E E SPE 0% Z Vv E *%
et [ £ ope]}v (Jv [} S v]@®B}vive VEWS}o A1 u>X o0 V}ipe %0 (E
% E 33U § 3 E o Z]v % E 0 A uvS Ju%}ES vs o[ § %o
SE Ve%o}ES ipe<u[ p o }E S}HE pvl E<p Jve] <p O nE
§ % *X [ USE UUETSHN u wSe }vs o« EA] % }UE }vi]vp E o[}%3]u
La premiere étape qui consiste a isoler les PBMC, a été réalisée en utilisanbdss
>CU%Z}% E %o ®E WS E 0 § %o %o UE](] S]}v * oCu%Z} CS

Suite a la récupération o[ vv | WDU®oe+ o00OpO ¢ }vS § }u%S
en culture dans des flacons de culture dans un milieu RPMI 1640 supplémenté a 10% de SVF,
1% de tGlutamine et 1% de PSN. Cette culture permet la séparation des lymphocytes des
monocytesensebe vS suE o % 1S [ Z °]}v e Ev] E* *uE o
Les lymphocytes, cellules non adhérentes, présents dans le milieu de culture ont par la suite
été récupéreés. Une heure et demie de culture a 37°C, 5%sE@uffisante pour réaler cette

séparation.

Deux comptages cellulaires ont donc été réaliséis premieravant la mise en culture
JEE *%}v vsS un viu &E WD E p% E U § pv MAE] u o
monocytes, faisant référence au nombre de lymphocytes récup«@. Les
OCU%Z} CS ¢« E H% E * *u]s o[ Z ¢]}v e+ u}v} CSceqlE % E * Vv

est conforme avec le pourcentage attendu de lymphocytes dans les PBMC (entre 70 et 90%).

Les lymphocytes @nt été ensuite isolés des autres populations lymphocytaires par
sélection négative. §8§ § Zv]<gu % Eu § [ oJu]v G S}usS ¢ 0 OOMUO *
suspension cellulaire de départ et de récupérer les cellules non marquées dans un état viable.

Le %0 E]V ] %o uSE] v P 3]( o[ ] ]Joo ¢ u Pv S]l<pu ¢« & %o} ep
population a éliminer par un anticorps spécifique couplé a une bille magnétique. La population

ooupno ]E [JvS E!S 8 vepl]sS =« % & ° (USE PH Do} %o wBG6oS]}V
u Pv 8]<p X E}pe A}ve E }uE- 88 § Zv]«wu e+ 0 3]}v uESs}

u} 1(] S8]}tv o (}v §]}v OOHO J]E % E o VS] }E %*X Kv ps§
déplétion en marquant toutes les cellules non désgget en récupérant des cellules

%o JUEAU o [ V3] JE %o 3§ ]Joo X
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Pour réaliser cette séparation, nous avons utilisékile Cv e hvsS}u Z j
Human T Celld.ife Technologies, Cergy Pontoise, France). Dans un premier temps, le milieu
contenant ledymphocytes a été centrifugé et les cellules ont été remises en suspension dans
un tube de 15 mL. Ensuite, un anticorps reconnaissant les cellules a éliminer (Lymphocytes B,
E SHE o <]Joo CEU u}v} CS U PE vpo} CS U ECH&ZABRYtECS U 0
MV % E]} [Jv o S]}v 11 ug°Cpermet afigation de cet anticorps sur les
cellules. Durant ce temps, des billes magnétiques capables de se fixer aux cellules marquées
% @E o[ VS] }E %+ }vS S % E % @Gon ¢4x1®billes\pour 1PwcelluissEets
lavées. La séparation se fait en ajoutant ces billes au tube contenant le couplage cellules
anticorps. Suite a une incubation courte de 15 minutes a température ambiante, le tube a été
introduit pendant 2 minuteslans une colonne que traverse le champ magnétique créé par un
aimant. Les cellules entourées de billes métalliques sont retenues sur la colonne par cet
aimant, alors que lesrlbon marqués sont élués et récupéres. Cette étape a été répétée une
deuxiéme fois pur assurer une récupération maximale de Une centrifugation a 30@
pendant 10 m a été réalisée pour remettre cesén culture dans du RPMI 1640 a 10% de

SVF, 1% deGlutamine et 1% de PSN pendant une nuit.

Deux comptages cellulairesonteulieco % E u] E *u]s o[ § %o H SE]
deuxiéme aprés une culturedes %o v vS pv Vvu]S % Eu SS vS§ A EJ(] E of
cellulaire importantg Tableaul.lol. Les résultats ont montré une viéitg de 93%.

Tableaull.10 : Concentration des cellules rapportée au millilitre de sang total suite aux étapes
[J*}o u vs § %o UW@E](] 3]}IvX > « A o pE- v vSE S§]}v OoOUO ]|E % }uCE
moyenne a été représentée dans ce tableau.

ETAPES CELLULES (par mL sang total
Apres isolement des PBMC 1,07 x 16 PBMC
Aprés adhésion des monocytes 0,91 x 16lymphocytes
Apres tri négatif desrL 0,42 x 1061y
Aprés culture destlpendant une nuit 0,39x 1FLr
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Un échantillon de sang total a été analysé par cytométrie en flux aprés lyse des globules

rouges. Les diagrammes tgFigure IR5représententla granularité des cellules en fonction

o LE Sétoamtilon>de sang total hémolysé passé en cytométrie en flux a montré trois
%} % L0 S]}ve oO0OpO JE ¢ ]JeS]v S ¢ ~ X (]v [] VvS](] & Z pv
marquage ont été réalisésun marquage arHCD3 spécifique aux lymphocytes aifhs<p[ v
marquage antCD14 pour identifier les monocytes. Les marquages spécifiques ont été utilisés
% }JUE (JV]E o ( VISE ~P & + E o0 §]A Z <pu o]Pv oopo |E
trois populations les lymphocytes représentant enwir 30% de la population leucocytaire
totale, les monocytes et les granulocytes. Suite au tri négatif, un échantillon de cellules a été
passé en cytométrie en flux (b), 90 % des cellules récupérées apres tri sont des lymphocytes

<u] A o] of eé(dette}&chnique de sélection négative des L

Figure IR5 : Les différentes populations cellulaires identifiées par cytométrie en flux (a) dans un
échantillon de sang total hémolysé (b) dans un échantillon de culture cellsidgie & la sélection négative

2.3.3. Activation des lymphocytes T

% E ¢ puv.. HOSUE [MVv VH]SU o0 * oCu%Z} CS « d }vs S u]je
VE} « [ vS] }HED&etant&D28 du kiDynabeads® HumanrExpander CD3/CD28
(Life Technologie U EPC W}lvs}]e U &E v X «Ce3 ginvivoou la] 3]A 3]
oopo WE « vS SE] o[ vS]JP v ~ W « ¢ 0] MAE u E<n PE-
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surfface dut p E %o} oV Z Vs (15 o[ 3]A 3]}v aux OOMO )
marqueurs CD3 et CD28 dy les billes fournissent a la fois les signaux primaires et ceux de

co-stimulation nécessaires a l'activation et a I'expansion des L

(1v § Eul]v E o 3 u%- [ S3]A 5]gv éé activep@endant « >
24h, 8Bh, 72h et 96h. Desrlhon activés ont été utilisés comme témoin négatif. Une fois les
billes préparées a la bonne concentration (3 X Hilles pour 1 x 18ymphocytes), lestlont
été mis en culture en présence des billes dans du RPMI 1640 a 10% t&eRGlutamine
et 1% de PSN & 37°C, 5% KO ] (( E vSe S ¢S }vS § & o0]° ¢ *u]s MAE S
ve 0 U8 o[ eeuE E 0 v ]38 o[ 3]A 8]}v 8 v ((]

2.3.3.1 Test de prolifération cellulaire
2.3.3.1.1. Principe

La prolifération cellul] E § u]Aj v CS}lu SE] v Violpt&E o[ ]
o o d E(Invitrogen, Thermofisher, France). 8 § Zv]«pu [ v oCe 0 % E}o]
par dilution de la fluorescence repose sur le marquage fluorescent par un colorant capable de
traverser la membrane plasmique de la cellule et de se lier de fagon covalente aux protéines.
Suite a ce couplage, le colorant fluoresce. Avec chaque division cellulaire, l'intensité de la
fluorescence diminue de moitié. Parmi les avantages que préseniioles ood(a j
S ]o]s o }o}& S]}v (op}E » vS % Eu S Alep 0] E ipecp]
V %o E}o]( & 3]}v A v8 <p o <]Pv o v[]vBude$ceRce das celluteg.] o] 0
Cette technique permet égalemerte mesureE e u Ecp pE+ [ 3]A §]}v u

simultanée.
2.3.3.1.2. Protocole

>[ S 0 % E&}o]( & S]}v oopo |]CE S & o] ‘UE o
culture pendant une nuit. Les cellules ont été réparties a une concentration de A0WL et
ensuite margiées parles]}o § o odr@arégans du DMSO a une concentration finale

de5puM.Destv}v u Ecp » }vs « EA] } v S E€fuwresEer{ae deswcellol¢su S }

"ul8 pu EpP A o0 s]}od oodE iU o+ o0BQuo ¢« }vs

ul]v ve o[} e uE]S § TO6E X 85 5 % 3 eu]A] % E pv o A

[ oJu]l]v E S}usS % E + v E 5 y }o}EomEté ackivés ot hopsS]v X >
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par les billes antiCD3/CD28 et incubées pendant 96h a 37°C, B¥pQur étre ensuite

exposés aux PF pour une durée de 72h (paragrmh?. Le[Tableau I111] résume les

différentes conditions testées.

Tableau l11: Conditions du test de prolifération cellulaire.

Condition Marquage Activation Exposition
~s]}o § ood (billes aniCD3/CD28) (PF)
C1 + - -
C2 + - +
Cc3 + + -
C4 + + +
Controle - + -

Pour chacune des conditionseslcellules ont été prélevées et analysées au cours de
différents temps de culture par cytométrie en fluktiune®, Life Technologies, Saint Aubin,

&E v ¢ vu} Z pus8 eve]Jold & puv A]Z e+ [.LesTerBésv

indiquent lestemps auxqguels un prélévement de cellules a été régkggure 1R26).

-
ot

Figure 126 : Temps de mesure utilisés lors du test de prolifération cellulaire.

2.3.3.1.3.  Analyse

Aprés acquisition, lesésultats obtenus pour le test CSFE ont été analysés par le
logiciel FlowJo v10.0 (FlowJo LLC, USA), en utilisant I'algorithme d'analyse de prolifération du

logiciel en mode automatique.
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2.3.3.2 § 8]}v e u E<p pE-+ [ 3]A 3]}v
2.3.3.2.1. Principe

Deux marqueurs de syr S u}lve [pv 1A B3ntvété testés par
cytométrie en flux. Le CD69 est un marqueur précoce lié a la stimulation. Il est de ce fait
exprimeé suite a cette étape et subit une diminution rapide une fois la stimulation terminée.
Le deuxieme maueur testé est le CD25, un marqueur tardif lié au cycle cellulaire. La
surexpression de ce marqueur signale une activation et le déclenchement de la division

cellulaire.
2.3.3.2.2. Protocole

Ces deux marqueurs ont été testés pour chacune des conditio|ﬁ'satileau 111} Le
AJOopu % E 0 A %}UE o[ v 0Ce+ s]do % E pold & dSibp\sukbiro®E o
tubes.Dans le premier tube, un marquage a@ib25 (CD2BITC, clone BC96, Biolegend) a été

réalisé. Dans ldeuxieme, un marquage ar@iD69 (CD6BITC, clone FN50, Biolegend) et pour
le dernier tube le contrble isotypique FITC 1/100 (Mouse {§G3T, Invitrogen) ont été
(( Sp X % & ¢ Jv u S]}v o[} ¢« WE]S % v VvS ii u]lvpus U o[ Z
2.3.3.2.3. Analyse
%oE * %o ¢ P . Z v§]Joo}ve v CS}lu SE] v (opAEU of v
réalisée en utilisant ldogiciel Flowing Software v.2.4.1 (Turku Centre for Biotechnology,
Finlande). Pour chacutes échantillons et chacun des deux marqueurs EC82°D69), une

normalisation par rapport au contréle isotypique a été appliquédv [ oJu]l]v E o (Eu]S

fond de la fluorescence :

AMF kchantillon= MFEDp2s ou coss MFkontrale_isotypique.
vepl]S o E &pf MAHRSsd S O MO % (Eu S§S vS répuatso EJu E
sous forme de ratio CD25/CD69.
2.3.3.3 Analyse du cycle cellulaire
2.3.3.3.1. Principe

Le cycle cellulaire a été étudié en cytometen flux suite a un marquage spécifique de

o[ E %o F#yole DNA sta{hifeTechnology, Francejolorant fluorescent qui reconnait
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*% ](]J]<p u vs o[ E }un o E]vX >[ E S «u vSs8](] Ve O ¢ 0C

cycle cellulaire et sedftérentes phases (G1, S, G@M).
2.3.3.3.2. Protocole

Apls HE J(( & v8e & u%s+ [ S]A 8]}v § 8 eronid@té 006U 061
récupéres par centrifugation a 28@pendant 5min a 4°C. Afin de les fixer et de conserver la
structure de la cellule, le tot a été remis en suspension dans du PBS contenant 2% (v/v) de
formaldéhyde. Aprés une incubation de 20 min a température ambiante, les cellul&séont
ule « ep& o Po % V VS uv u]vpus A 300xg,[3 BWE 24°C) SIES| (UP
cellules ontensuite été perméabilisées. Un volume @@0 L de surnageant a été remplacé
par 900uL de méthanol froid qui assure la perméabilisation des cellules déja fixées en
dissolvant les lipides membranairdses cellules ont été incubées sur de la glace pendant
30min. Suite a une centrifugation @xg, 5min a 4°C), les cellules ont été remises en
suspension dans 5Q@. de PBS et marquées avec |[@,5duFxCycle DNA staiApres une
]Jv o 8]1}v [ L u}]ve 71 u]lJvus « o[} » HE]S U o0 ecytoe@frieen }jvs § ¢

flux.
2.3.3.3.3.  Analyse

Les données ont été analysées utilisant lelogicielFlowing Software v.2.4.1 afin de
déterminer la proportion des cellules dans chacune des phases du cycle cellulaire.
}v GEv v§ o uE [ 8]A §]}v %Giteneht deskprélgvEmMedtso S E
e VPu]VeU vipe A}ve ] TdenddnA 9&Eheniregvmir le chapitre 3 partie@
Ve 0O usS [} S VIE pupv viu E OCU%Z} CS * su((]* vS S pv <}
suffisante pour réliser les différents tests toxicologiques détaillés dans la ﬁtie

2.3.4. Exposition des lymphocytes T

2.3.4.1 Preparation des particules

Les particules ont été mises en suspensioune concentration de 9 nigf-/ mL de
PBS. Pouréviteo (}@&u S]}v [ PE P S« S & M4 ]Joo]E& puv Z vsS]oo}v Z}

de particules ont été traitées par ultrason pendant 5 minutes.
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2.3.4.2 Test de cytotoxicité
2.3.4.2.1. Principe

> CS38}S}A&E] 18 o[ Z vs]oo}v W & § A opuzyme u *uE v

lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture.-cCeldlete la perte

[JvS PE]S uu E V]E X > § 5 e *uE& o (]S ¢<p 0 o0O0OMO
dommages auront une membrane cellulaire endommagée qui laisse s'éshdpp enzymes
normalement localisées dans le cytoplasme. En mesurant la quantité d'enzymes LDH
relachées, il est possible de connaitre la proportion de cellules ayant subi une lyse. La LDH
provenant de la cellule catalyse la conversion du lactate en pyeuentrainant en méme
temps la réduction du NADen NADH/FL La diaphorase transfére alors les protons du
NADH/H+ au sel de tétrazolium INT (couleur jaune), le réduisant par ce fait méme en formazan

(couleur rouge). La concentration en formazan est déiaée par spectrophotométrie.
2.3.4.2.2. Protocole

Le test a été réalisé sur desexposés ou non pendant 24, 48 ou 72h &ba des
concentrations de 05 ; 15 ; 45 135 pg mL. Des cellules exposées au THXID0 2% (¥ V)

ont servi de témoin positif avec 190de mortalité.

Le dosage de la LDH a été réalisé en utilisant I@ykitoxicity Detection LDfRoche
] Pv}eS] UD Co vU &E v =+ ¢ 0}v 0 * JveSCEM S]}ve p ( E] vsX
100 pL du surnageant ont été transférés dans une pa@bl puits. 100 pL / puits du réactif
LDH ont été ajoutés. Aprées30]v []Jv 1 S]}v TO6E£ U o[ <}E v S u upE
un lecteur de microplaques de type Multiskan (Thermo Fisher Scientific). La concentration en
formazan a été déterminée ala}vPu pE& [}v nm etdudé mesure a 608m a été

prise comme référence.
2.3.4.2.3. Analyse

(]Jv - oJul]v & o Epuls (JvUoe Ao uEs [ *}E v
E (Ev }vS S e}uSE ]S - 00 * } S VU o o o}lafue nE [}v

puits. Pour déterminer le pourcentage de cytotoxicité, la formule suivante a éte utilisée :

L +00 a¢ U RRpza @@ aRéOac
05)=
Cytotoxicité (%) 53 R A m UG AReBEe4
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La valeur de I'dmantillon utilisée est obtenue en utilisant la médiane d'absorbance
490-600nm des huit réplicats biologiques par concentration de PF. Dans un deuxieme temps,
e E *posS §- C3S}S}A] 1S }vsS S u} 0] * %}lpE Z <p S U%oe
lesctv. vS@E S]}ve [ (( $o). i1 9 ~

2.3.4.3 Exposition aux PF

Les lymphocytes T ont été exposés aux PF & une concentration de 45 pg/mL pendant
72h {oir le chapitre 3 partie. Des cellules neaxposées ont été utilisées comme témoin

dans chaque expérience. Pour chagwéontaire, 2 conditions ont été testées

Ly non exposés aux PF,
- Lrexposés aux PF.

2.3.4.4 Contréles positifs
Les contréles positifs suivants ont été réalisésdas k exposés pendant 72h:a
- 10RPlu> [}A&EC H]AE ~ pKeU }vvp %}u@E « « (( 8« C3}8
(Di Bucchianico et al., 2013)
- 2mM de Benzdj]Pyréne (B[a]P), un HAP souvent prisaomu} o0 % }pE o[ S
o[ 3]A 38]}v u § }ol«u *  }u%o(Billet 6t@& P20

2.3.4.5 Récupération des cellules et des surnageants

Des préléevements de 200 pL de surnageant ont été réalisés a 24, 48 et 72h apres

exposition aux PF et a 72h aprés exposition des contrdles positifs et ont servi pour le profilage

immunologique réalisé en ELISA multiplexifa partig3.2

%o E ¢ O01Z [ /A %o}r]ad]}étd) camtrifugés (25Qx; 15 min ; 20°C). Les
surnageants ont été récupérés dans des cryotubes de 4,5 mL et pleRE%Ca
Une patie de ces cellules a été fixée dans du formaldéhyde et perméabilisée avec du

méthanol pour les études en cytométrie de flux. Le reste des culots cellulaires a été conservé

a-0if£ ipe<yu[ o P& pS]o]e S]}vX

LgFigure IR7|représente les difféerentes étapes optimisées ainsi que le protocole final

Q)

appligué.
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Figure IR7: Protocole développé dans cette étude (a) ensemble des conditions testées avec en rouge les
étapes optimisées (b) le paxtole final optimisé.

2.35. ESE &§]}v § }e P of EU 0] ZE & « %E}S Jv »

>[ £SE S]}v o[ EU o[ ZEa éf realiséedi pElisant de kit
Nucleospin® TriPréMachereyE P oU &E& v X >[ EU o[ ZE S 0 ¢ % E}S ]v
]Al*]}v o[ Z v3]oo}v v8 E] HE u vd o[ £SE 3]}v <u] 8 ¢

pour les échantillons uniques et précieux comme dans le cas de cette étude.

La premiére étape consiste a lyser les cellules par un tampon de lyse qui inactive
immédiatement les enzymes présentes (DNases, RNases, proteases, and phosphatases) et
E e }v ]8]}ve 0] J*}V %% E}% E] < ( A}E]* v3 o] *}E %3]}
membrane de silice et permet aux protéines de traverser la colonne. Apres &apes de
o APU o[ E 8 op A pv 8 u%}v (]o 8V uUE Vv e« 0
«0 3]Auvd o[ E % u]vs8] v8 o[ ZE suy®E o }o}vv X >[ E E ]
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silice est éliminé par une solution de DNase. Des étapes de lavagedaux tampons
différents éliminent les sels, les métabolites et les composants cellulaires macromoléculaires.
>[ ZE %UE +3 (Jv o uvs op A of uv Iv3 Vv vE %o o ZE
Quant aux protéines, elles sont isolées par préciptatsous forme dénaturée en milieu
tamponné (Protein Precipitator). Aprés une étape de lavage, le culot de protéines est dissous

Ve UV S U%o}v E *}opu ]Jo]e S]}tv * % E&}S ]Jv e }vS v vs o[ P v
acides nucléiques concentrés ADN et AR été dosés par spectrophotométrie en utilisant
0 R E}% i %0 8§ ~dZ Eu}l&]*Z EU &E v U -209C] {ARNJ.-LEA - o'
protéines ont été quantifiées par Irotein Purification Assay KNachery Nagel, France) et
conservées aB0°C. Lacpu vS]S § o <u o0]8 ol ZE }vS8 P o u vsS 8§ A
bioanalyseur (pucégilent RNA 6000 Nano Chiggjilent Technologies, France). Le pic du
marqueur ainsi que les deux pics de ribosomes 18S et 28S étaient bien définis sur
o[ o &€&} %nme(Eaveddn ratio ribosomal [28S/18S] supérieur a 2 et un RNA Integrity

Number (RIN) supérieur & 9.

3. Tests toxicologiques

Expression génique par RJPCR
3.1.1. Principe

> § Eul]v 8]}v HV]A pu [ A% E **]}v e P ve veoes0Cu%

par la méthode de Trancription inverse (Reverse transcription, RT) suivie par une PCR
guantitative en temps réel, qPCR (r¢i@he quantitative Polymerase Chain Reaction. Cette

S Zv]<u - e suCE o S S]}v S o0 <«p vSsS](] S]}v [qressusp}E&} ZE
[ U%o](] S]}vX Z «<p C o [ U%o](] S]}v - E}lpo v SE}]e ¢
}u o E]v [ E % & Z pu((P U o[ZzC E&] S]}v « Uul®E® -+ § (
permettant la synthése de la séquence complémentaire au brin pmtians ce cas, le
(op}E} ZCE}u USS HYE *S 0] E WY *Y%o%oE ¢ nE <U] % Eu §
proportionnelle au nombre de copies formées durant chaque cycle. Ce cycle est ndpété

La PCR est précédée par une étape de RBEtmosciption RT durant laguelle une ADN
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polymérase ARN %o v vS sCvsSZ S]e U o[ ] e EdWU puv E&Jv [ E
~ E - o[ ZEu } S VU % & + o[ £ASE S]}vX

3.1.2. Protocole

La RT a été réalisée a partirde R3> [ Z BOG) auxquels ont été ajoutéspl de
mélange réactionnel du kitHigh-Capacity cDNA Reverse Transcript{@ihermo Fischer,

France) contenartt

- 2pL de RT Buffer 10X,

- 2uL de RT Random Primer 10X,
- 1 uL de RT Enzyme Superscribe,
- 0,8 pL de dNTP 100mM,

- 1 uL de Rnase inhibitor,

- I1X1T R> [|ltrappyue.

La RT a été effectuée en utilisant le thermocyd®EL00R(PTCiiij WE}PE uu o
Thermal Controller, MJ Research, Il@grammé comme suit

- 90mina37°C(réetrda E ve E]%S]}vV o[ ZEu v E -U

- 5u]lv O6AEf ~]v S8]A 3]}v a), vicu o Z

- maintien a 4°C.

>[ E *Ju%o E]v (}Eu § Jve EA 0E A vd [ISE u%
réel.Nous avons quantifié les ARNm dans les cellules exposées ou non aux PF et aux contréles

positifs. Des duplicats techniques ont été réalisés pdwagoe échantillon. Concernant la

normalisation, quatre genes de référence candidats ont été comparés. Les genes testés ainsi

que la référence de leurs amorces sont présentés dgmaldeaull.12

La PCR a été réd] » % ES]E BUAR> [ E & AUAR> puo

- 1UA R> o[ u}&E S s &
- 5 L du TagMdhFast Advanced Master Mix (2X)
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Z <d %0 <p § JUA ES % E pv (Jou Z *]( 8 VSE](uP
utilisé pour la PCR est leatmocycleur 7500 Fast ReEime PCR System (Life Technologies,
France) programmé selon le protocole suivant

- $1A 3]}v o[ viCu O0f& % v v$ Ti
- 40 cycles de PCRiénaturation & 95°C pendant8 u]A] o[ZzC &] S8]}v 8§
o[ o}vP $§]}v endanf 3080

Tableaull.12: Amorces des genes de référence et des géenes cibles utilisées pegP@RT

GENE DE REFERE" AMORCE GENE CIBLES AMORCE

18S Hs99999901_s1 AhR Hs00169233_ml

RPL13A HS04194366 g1l CYP1Al Hs01054797 1
IPO8 HS00914059 ml CYP2S1 Hs00258076_m1
B2M HS00187842_m1 CYP2E1 Hs00559368 m1
NQO1 Hs02512143 sl
SOD2 Hs00167309_m1
Catalase Hs00156308 _ml1
HMOX1 Hs01110250_m1

3.1.3. Analyse

LecycleseuCt~ C o SZE <Z}o ¢« }EE *%}v |mplificati@r pour C o « |
O <UL O MV HPu v 8]}v «]Pv](] S8]A o[]vS-detd Tu seui(d@}E « Vv
fluorescence est atteint. Pour chaque échantillon, cette valeur a été déterminée par le logiciel
« Sequence Detection 7500 Software v2.0.3 » (Litdhiielogies). La moyenne des valeurs de
Ctdes duplicats a été calculée obtenant ainsi une valeur Ct cible. Cette valeur est rapportée a
o0 WPV E (EV % E o (}JEupo <p]A viourchagbe Eu 3 [
échantillon de cellulefivak and Schmittgen, 2001)

4 Zchantilor= Cleible t Cligs
WpleU %}pE Z <u v ]8]}v [ A%}*]18]}vU v} 4GCtakdliee E %o %o
M S u}jvuU <u] }EE %o}V ve V}SE U o[ A% E <+]}v E o
non exposees :

44 § Aexﬁ]ﬁ) t§4 té’noin
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Par la suite, la quantification relative RQ pour chaque échantillon a été déterminée :

RQ =24 ¢

Quantification des cytokines par le MAGRRX

3.2.1. Principe

La techniqueMILLIPLEX® MAS3t une technologie qui allie les compétences de la
cytométrie en flux § 00 ¢« P 5 3 [ >Fbinked imi@unosorbent Assaygn
immunologie, elle est utilisée pour quantifier des cytokinéstte méthodologie fait appel a
o[usS]o]e S]}v ]oo ¢ ep@E O *<nu 00 ¢ *}vS 0] = + vVvS] }@Rt%o %0
Jv }JE% }E - o[]JvSs E] HE < Joo «Xin/matiofré¢eis deddalquantitéZden ]Joo

e MWAE (Op}E} ZE}IU X hv (}]* o« ]Joo ¢ i}puS e« o Z vS]oo}v
est capturé par une bille. Durant leur passage auauvdes faisceaux laser, chaque bille émet
une fluorescence qui est détectée. L'intensité moyenne de fluorescence MFI est utilisée

comme base pour I'analyse des échantillons.

8§88 § ZvV]<p % E e v$§ e AVE P e+ % E E % %}ES pn 5
sensible, nécessite moins de temps de manipulation et présente la capacité de multiplexer les
VOCS X 00 % E&u § § § E& S <t v8](] € e¢]JuposS v u \

(cytokines, chimiokines, facteurs de croissaet®e) ve il R> [ BA. vS]oo}
3.2.2. Protocole

> e CS}I]Jv e []Jvs E!'S }vS S «<pu vs8S](] + v uMilippbrevs o 1]8§
MILLIPLEXMAP Human cytokine/chemokine KMilliporeCorp., Billerica, MA) basé sur la
technologie Luminex xXMAP®. Les cytokines suivantes ont été analykde#-10, [1-12p40,

IL-13, I:17A et IFNv Dans le but de quantifier ces cytokines, nous avons utilisé des
surnageants prélevés a 24, 48 et 72h des cultures eeposés ou non aux PF. Les surnageants

O *Mi S %o E S P}E] [P }vS S ]Jv opes v § «5X

Une gamme étalon a été préparéd déeposée dans chacune des plaques 96 puits.
Aprés le dépbt de 2BL/ puits des différents échantillons, un volume de 25de mélange
[ V3] }E % <+ 0 CS}llv e 3§ «§ E § i}us X Mu]s o[]v p 81}
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les plaques ont été IA < 17 (}]* A v$ [ lbjpuiteEdd Bhacun des anticorps de
§ SJ}vX % & ¢ pv ]Jv pu S]}v [pv Z pE JILWeStEpta&yidiBe u ] vS
phycoérythrine ont été ajoutés par puits et les plaques incubées pendant 30 minutes. Suite a

uneétape de lavage, la lecture permet de mesurer les intensités médianes de fluorescence.

3.2.3. Analyse

Le niveau des cytokines a été quantifié en utilisant le systtme MAGPIX® et le logiciel
«XPONENT softwase La quantification des différentes cytokines estteslue par
Ju% € J*}v. A  puv P uu - 8§ o}vv P § o[pu3]o]s 8]}v [uv
%}loCviu]l] o [}E E 171X

Etude transcriptomique des miARN
331 ASE& S8]}v [ ZE §}S o }vS v vS o0 ¢ u] ZE
W}UE o[ v oC- e u] ZEU o0 » ZE S}S S E ¢JSeoopp ]* }ve IF
Nucleospin® TriPrep (MachereyNagel, France) comme décritprécédemment
(paragraph@.3.9*U %o p]e <p v3](] * A 0 R E}%i %0 § ~dZ Eu}&]*Z
la qualité des ARN ont été ensuite E](] - o[ ] L]} VAgignt RNEA 6000 L

Nano ChipsAgilent Technologies, France)

W Eu] o ¢ ii A}o}vs JE « ~ii ]Jv ]JA] pe % E & P}YE] [P « (
[ 3u U 0 Jv JA] pe ~7 Z}uu « & i (uu ++ }v3nedes @di§classesrs Z |
[ P ~ A%}e ¢« S vVviv A %}e » UAE % ES] HO ¢*X > ¢ Z vS]oo}ve

a 9, provenant de 18 sujets ont été analysés en puce a miARN.

3.3.2. Puce a miARN

>[ v oCe 0 %ol u] ZE Jve] <u o Segéddltais oldtemds S]eS]<p
ont été realisés par la plat¢ } E u P viu]«pu o[/veS]SusS } Z]v W E]+X

La puce AffymetriGeneChimiRNA Arrays (Affymetrix, Inc., SantaClara, CA, USA) a
éete utilisée pour le criblage des miARN en utilisant le FlashBiagn HSR RNA Labeling Kit.
> V}EuUu o] S]}v 0 %ol S E& o] o[ ] OfChip}E]SZu

A EP e+ v puslolevi o (1 Z] & [ vv}s 8]}v u] ZE Zpu Jve p *]8
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Cette puce de derniére génération correspondant bdae dedonnées miRbase 2014

~Alie % Eule p59NUARN @ndS79miARNmMatures|Eigurell.28).

Figure 128 : Extrait des résultats générés par la puce a miARN.

% @& * o[ v la@uce, un traitement statistigue matAnova a été réalisé afin de
§ Eul]v E o« J((E vV «]PV](] 8]A ¢« e V]A pUE [ A% E *]}v
S u}Jve S8 00 ¢ A %}e o HUAE % ES] MO * %o}uE Z <u 0 e
différ v§ ¢ 0 ee o [ P % }uE O - OOHMO ¢ S u}l]ve [HV % ES S o
% ES] HO *%o] ESE "U]S o[ v oC+ p~&alde» dijcqratid »uat urhfold

change» ont été calculés pour chague miARN et pour chaque comparef$ectuée|Figure
11.29).
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Figure IR9W AESE 18 o[ v oCe 3 §]e3]cp e E *poS S P Vv E *» % E 0 %

A partir du traitement statistique des résultats de la puce, 13 miARN matuntesté
choisis Yoir le chapitre 3 partie 3 paragraphﬂ afinqueo PEe+ VIA PE [ A% E ]}V |
soient testés par PCRniR124-3p, miR1246, miR1290, miR132-3p, miR16-5p, miR212-3p,
MiR-212-5p, miR324-5p, miR3613-5p, miR373-5p, MiR378a3p, MiR605-5p et miR99b-5p.

Les miARN de référence candidats +h#R-3p et miR25-3p ainsi que le petit ARN
nucléaire U6 (small nuclear RNAew ZE ¢ }vS pee] 8§ Vv 0Ce ¢ % E W Z (]v

lequel devait étre utilisgpour la normdisation des résultats de PCRifMe chapitre 3 partie

3, paragraphg3.1).

3.3.3. RFGPCR (miARN et U6 snRNA)

La RT et PCR ont été réalisées pour les échantillons témoins et exposés des 30 sujets

(0} %o}%ol.J.O §]}V [ §|J. X
3.3.3.1 RT pour les miARN

> e ZE §}S py&E ASE ]S ¢ o0o0po ¢ }vS S Jop e Ve o[ |
c}v VvSE 5]} voadeBEg/uL. Le protocole appliqué pour la RT est celui diekjan®
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Advanced miRNA Assayspplied Biosystems California, USA). La RT spécifique aux miARN

se déroule en 4 étapes principales

- Z §]}v [i}us o <y u W}oGC~ -

Réaction de ligation,

Réaction de retrdgranscription,

- Z S8]}v [ u%o](] S]}v =< u]ZE X

La RT a été réalisée en utilisant le thermocycleur{PINTG W&} P &E uu

Controller, MJ Research, INC).

3.3.3.2 PCR pour les miARN

La PCR a été réalisée en witisle protocole du kifTagMan® Advanced miRNA Assags

amorcesdes genes testés sontprésentées dans

La PCR a été réalisée a partir dej,5u produit de RT dilué au dixieme et de 1,5

du mélange réactionnel contenant

[Eableaull.13

- 0,5 pL du TagMan® Advanced miARN Assay (20X),
- 5 pL du TagMan® Gene Advanced Master Mix (2X),

- T R> [ p-puesE

>[ %o%oCE]O W Z v S u%e* E o |J..§]0]°

System (Life Technal@@s, France) programmé selon le protocole suivant

- &]A 8]}v o[ viCu  BAS,

- 40 cycles de PCRiénaturation & 95°C pendant 8 *pu]A]

o[ o}vP &]}v  OIf &% v V&

% Vv VvS Ti

RN

o

0[ZC E]
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Tableaull.13: Amorces des miARN quantifiés par PCR

GENE AMORCE GENE AMORCE
miR124-3p 477879_mir miR25-3p 477994 _mir
miR 1246 477881_mir miR324-5p 478024 _mir
miR1290 477895_mir miR36135p 479424 mir
miR132-3p 477900_mir miR373-5p 478073_mir
mMiR16-5p 47780_mir miR378a3p 478349 _mir
miR191-3p 477951_mir miR605-5p 478174 _mir
miR212-3p 478318 _mir miR99b-5p 478343 mir
miR212-5p 478767_mir
3.3.3.3 RT pour UBNRNA

> e ZE S$}S pyE AESE ]S
con VSE S]}V ww @&EE4Ong/ puL. Le kit TagMan® Small RNA assag&pplied
]}eCeS uejU

- I R>

0,15 pL de dNTP a 100 mM,
o[ viCu

* oOOpO °* }VS

- 1,50 uL du Reverse Transcription buffer (10X),

- o0Uio R>

total. La RT a été effectuée en utilisant le thermocyclBiiC100®selon le programme

suivant;

0,19 pL de RNase inhibitor (20 U/puL),
[ -purgto S E
Aux 7uL du mélange sont ajoutés R >

- 30 minutes a 16°C,
- 30 minutes a 42°C,

- 5 minutes a 85°C,

- maintien a 4°C.

3.3.34

PCR pour U6 snRNA

o[ u}&E

S Joepcp[ wwv

0](}Ev] U hbtemélange né&dtimhmedest composé:de

DY &éVers€Efanscriptase (50 U/pL),

ho vZER>~Aye[ EE

La PCR du gene U6 [001973] a été effectuée avec 2 uL du produit de la RT auquel est ajouté

un volume de 8 pL du mélange suivant

- 5 pLdu TagMarfFast Advanced Master Mix (2X),
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- 05uLdud <D vj u] E}ZE }vS@PEnNRNAC2OX)],
- 1Uin R> [ -pureosCE
La plaque a été couverte par un film adhésif et analysée par PCR en temps réel (7500 Fast

RealTime PCR) selon le programmelessous

- 1lcycle de 28 &4 95°C,
- 40 cycles de 8 4 95°C et de 39a 60°C.

334. Z}|A e+ u] ZE % }puE& o[ v oCe (}v S]}vv o0

W Eu] o « il u] ZE § «§ ¢« v W ZU ¢ po u v8 6 u] ZE }vs § G
fonctionnelle : miRL24-3p, MiR1246, miR1290, miRL32-3p, mMiR16-5p, MiR324-5p,
mMiR-378a3p et MiR99b-5p (voirle dhapitre 3, partie 3, paragraphe 3.2).

3.3.4.1 Analyse fonctionnelle

hv v oCe (}v S§]}vv oo § E o] o[ ] M o}P] ] o/vP
(IPAR) (Ingenuity Systems, Californi&A) afin de pouvoir identifier les cibles potentielles des
MIARN choisiSIPA® ¢S puv %o p]ee vS8 }us]Jo — v oCe § E Z E Z <u]
des données « omiques » et identifie de nouvelles cibles ou des biomarqueurs candidats dans
le contextedes systemes biologiques. Ce logiciel a été largement adopté par la communauté
de la recherche en sciences de la vie et se retrouve cité dans plusieurs milliers d'articles pour
o[ voCe Uo0[]JvS PE S]}v S o[]vS E% E S S]}v [lu]dwwUSlo@ = [
<UL 0 e <p v P o [-séd®), le BBquencage des petits ARN (small -5
o[ v oCe * %o * ~u] E} EE Ce*e C }Uu%E]* 0 ¢ u] ZE S 0 %o
(SNP, SinglBlucleotide Polymorphism), la métabolomique, la protéque et les expériences

a petite échelle.

> [} uSiMARN Target Filter du logiciel IPA®nous a permis de prédire les cibles
%}3 v8] oo ¢ e u] ZE }v3 0o V]A pu [ E%E ]}V § E SE}pA
Sltp ou]s o[ £%}<ES]}uo P& %V e 0 S]}vv E o0 ] 0o }vsg
MiARNgene a été observée expérimentalement, seule la catéger@bles validées
expérimentalement> a été considérée en utilisant miRecords, Tarbase, TargetScan et la base

de connaissances Ingeity® comme sources. Le logiciel IRA@galement été utilisé pour
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identifier les voies biologiques concernées par les interactions mAR&(s) et choisir les

voies les plus significativement enrichies dans fe&xposés aux PF.

3.3.4.2 RT et PCR des ARNasb

"uls o[ voCe /W UIiiTPve ]oe®euovsS % ES]v vieX /0
Bax Bct2, BMI1, CDK2CDKN1ACDKNA, CDKN2DCHP1CTNND,IDFFBRASSH; RB1let
TLNL.> Vv]A p [ £%E s<]}v P v]cu e ] o< o @réehley v W

protocole de la RGPCR pour les genes cibles a dieealablement décrit \oir le

paragraphe3.1.9. Les références des amorces des genes cibles sont présetdéssle
Tableaull14

Tableaull14: Amorces des genes cibles testés et des deux genes de référence mesuréPGR RT

GENE DE REFERE" REFERENCE  GENE DE REFEREN REFERENCE

RPL13A HS04194366_ g1 IPO8 HS00914059 m1
GENE CIBLES AMORCE GENE CIBLES AMORCE
Bax Hs00180269 m1 CHP1 Hs00819122_m1
Bck2 Hs00608023_m1 CTNND1 Hs00609738_g1
BMI1 Hs00995536_m1 DFFB Hs00237077_m1
CDK2 Hs01548894 m1 RASSF5 Hs00739098 m1
CDKN1A (P21)  Hs00355782_m1 RB1 Hs01078066_m1
CDKN2A (85) Hs00923894 m1 TLN1 Hs00196775_m1

CDKN2D (P19) Hs00176481_m1
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CHAPITRE 3:

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce troisieme chapitre, nous présenterons les résultats obtenus au cours de ce travalil
de thése. Il sera divisé en trois parties. Laparf %} ES E *uE o0 « SE A pE [}%3]u
S uvse (]v A o] & vVv}SE u} o [ supu Jve] <p 0 % E}S} }o  /
Ve 0 % ES] TUoee E S E]*S]<u 0 %o }%opo S]}v [ Spu E}
3sera jve & MAE E *pu0S S e Ju%o S+ S}AE]<H ¢ 8 e (G S- e o
HE W&X >[ ve u o « E e<ulA] [pv ]e pee]}v P v E o X

148



Notation des échantillons

Afin de faciliter la lectureyne notation sera adoptée pour tous les parametrestés. Elle
*]Pv E o0 ]J(( E vS - S PYE] « [PU o0 %}%po S]}v [ Su

expérimentales.

Des codes couleurs sont récapitulés dafsdbleau I11L5

Tableau IIlL5: Notation des échantillons de. L

Exposés agontrble

Non exposés Exposés auRF

positif

«A» 2030 ans

«B» 4555 ans

«C» 7085 ans

«ABCi %0} %o S]}v
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W ESYV s o] S]}v pfugpo

1. s E](] &]}v. o v <] & o[ ((] 1% o[ &

Dave 0 3 A E](] E o v «°]8 o[ 8§ % [ S8]A 3]}v < of
maintien en culture, différents tests ont été menés. Dans un premier temps, un test de
% E}o]( €& S]}v oopo JE § E o] 4nticOB]3T0 of{((d[ ¥3A 39}Voo
desk 3 A E]J(] A] o -+ulA] o[ A% E <]}V HE u Ecu pE-« §
<p[ 8E A E+ o[ voCe pu Co oopo JE X

Test de prolifération cellulaire

Nous avons réalisé un suivi de la prolifération caiftel chez desqlisolés du sang total et
ule v HOSUE % v VvS O i}pE*X 85 Vv oC- UM %o} E S A
[ 3]A 3]}vX ve pv UAE] U 3 U%-U vipe Alve § «3 o % |3 .o\

cellulaire en absencee tout autre moyen de stimulation.

Une technique souvent utilisée pour suivre la prolifération cellulaire chez les lymphocytes
en réponse a la stimulation consiste a utiliser un marquage fluorescent. Le marquagepdes L
le fluorochrome dw/iolet CellTE  gvant la mise en culture permet de différencier les cellules
V[ C v8 % ¢ s ] uv  JA]e]}vX o EV] E ¢ % E * v vS S}Ui}uE> pv
que des tdivisés sont caractérisés par une fluorescence plus faible. Aprés chaque division

cellulaire, la fluorescence diminue de moitié et peut étre suivie par cytométrie en flux.

Dans un premier temps, des imarqués par le fluorochrome ds]}o $ 00 etE i
activés par les billes anBD3/CD28 (conditions C3 et C4) ont été comparés awnLstimulés
~ }v ]J8]}ve 0 § TeX >[ o v *Slupo S]}v %o }p ETHdEmarrér S & o
o uE C o oopo JE v e v [ §]A 8]}vX % ES]E e 00O

maximale des cellules sans division agtte déterminée. En paralléle, des hon marqués
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~ }vSE€0 * }vS S u]* Vv HOSUE % v VS O00ZX > (OU}€E « VvV

fluorescence desrLDes lectures de la fluorescence ont été réalisées pour chacune des conditions

a 5h, 24h, 48h,Zh et 96h de culture. LBigure [IBOjreprésente les résultats obtenus 96h sans

activation (a) ou aprés activation degplar lesbillesanti-CD3/CD28 (b).

Figure 11B0: Test de prdiération cellulaire suivi par cytométrie en flux révélant la réponsedgwsés 96h
vV eV [Hv $1A §]}v %ntiEDS/GD2Bd@y/ ** ] s o[ 38]A §]}vanti-CE3/06D28 (o -
déterminé par le marquage Violet CellTracde picP E ] Puz ~ e« }EdEHluorescence aesripan}
marques.

vV eV [ 3]A 38]}vU o u E<«p P |[Flgure lIBOR)s Ce pickerotpe
les b 0o Pv ES3S]}Iviv[CvVvs %X tdls A 3ipariddsbilesnts
CD3/CD28,0[Z]*3}P@E uu u § vingApjcs \(pic 0 a pic 4Figure 11BOp). Le pic O

regroupe les cellules non divisées. Les pics 1 a 4 font réeféramcel alivisions cellulaires
successives qui ont eu lieu. 96h aprés activation, 51,7%demtentrés en division (résultat

non représente).
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(7213

Dans puv MHAE] U S u%eU S % E « 80Z MOSUE Vv eV [
exposés desrlaux PF pendarit2h (voirla parti. Une comparaison du suivi de la prolifération
pendant 72h chez leskexposés et lestbv}iv A %o} ¢« % EuUu S [ A opg & o (( S %o}:
sur la prolifération desilv}v ~ 8]A X E}e E +pod 3« v[}v3 % * u}vs@E 0
division celllaire ce qui suggere que les PF, sont incapables a elles seules de déclencher une

activation des +

Les]}o § o oddgEun npuveau colorant de suivi de la prolifération cellulaire ayant

un mode d'action similaire au colorant de référence, le CFa8bd&/fluorescein Diacetate
An Jv]u] Co ¢S E*X hv Spu Ju% E 3]A s MUA FoériHantSe ep]Ss
0 iIJUE*U UulvVEE <pu[ HIJUE A % E « S]A 3]}vU %oue] pE+« P v E
détectées. Des résultats similes quant a la prolifération et la viabilité des cellules ont été
obtenus avec les deux marqueurs. Ceci permet alors de comparer les résultats des études ayant
utilisé des traceurs différents pour marquer legZolnierowicz et al., 2013Une étude réente
a montré une augmentation progressive du nombre detldes générations prolifératives du
iIJUE T M i}uE 6 <pu] }vE <] AT maf des]lles BruCD2¢3/28 et leur marquage
par CFSE. Un temps de culture de 5 jours est considéré dp@mitie durée reflete la moyenne

[ @&}]ee u vs 0 %o} %o |Ita @U$ impostanté ainsi que le temps convenable pour
avoir une prolifération uniform¢Dock etal., 2017X A o u'!u u} o [ 38]A §]}v «p
utilisé dans notre étude (s anttCD3/CD28), Li et Kurlander ont détecté, par le CFSE, un début
de division cellulaire desLVSE®E o0 81 § 01 Z HWE « <u] *u]A ] v3 o[ 3]A §]}v
cellulaire mesurable vers 60 heur@ls and Krlander, 2010) Une autre étude a également
montré un déclenchement de la division cellulaire, chez destivés pendant 72h par des billes
anti-CD3/CD28Liamin et al., 2017)Les résultats obtenus lors de notre étude sont donc
cohérents aved'autres études menées dans le méme modéle cellulaire et utilisant le méme

ulC v [ &]A E]lvX
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Ratio CD25/CD69

Partie 1W s o] $S]}v pu} o [ Spu
& §]}v e u E<pu puE+ [ 3]A &]}v 1A & 06

Elue A}ve u *pE o A% E *¢]J}v ¢ pE u Ecu pEs [ S]A &

surface des ten culture pev. v8 6 ijJuE*U Vv % E °* Vv S v oV [ 3]A
[ £%}]S]}v PAE W&&X > ¢ (E *d0S Se ¢}vS E % E * vS ¢ e}lue (}CEuU

*U]AE of A}lous]}v o[ E% E <]}V Z puv s u E<p uE- v (}
de 24h).

LgFigure IB{ E % E « v3 o A}lous]}v p & §]} 1Al 086 v v [

des ktémoins ainsi que chez desdxposés aux Ripres 96h de culture. Les résultats montrent

un ratio stable tout au log de la culture. Ce profil a été observé cheziesjl[] 0 *}] vS A %o}e *
ou non aux PF. Les valeurs obtenues étant proche de 1, ne mettent pas en évidence une
UE A% E ]}V o[puv ¢ HAE U E<H HE* %o E E %%} ES o usa
tendance a la baisse a partir de 120h de culture chez késroins ainsi que chez desdxposeés.

Nous suspectons un début de mort cellulaire des lymphocytedetdude 5 jours de culture en

v [ &]A &]}vX

3.5
3
2.5
2 Témoin
1.37 = EXP0OSé
15 121 1.25 113 115 1.17
l —
1.07 105 =05
0.5 0.69
0 T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168

Heures de culture

Figure 1131 : Variation du ratio COBZCD69 en fonction du temps cHes Lk non activés et exposés ou non aux PF
pendant96h
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Ratio CD25/CD69

Partie 1W s o] $S]}v pu} o [ Spu

Nous avons ensuite comparé ce ratio a celui obtenu apres activationrges les billes
couplées aux anticorps aFmDBICDZEEFGgure [1B2). Suite a la stimulation (0h), les résultats ont
ulvsE e (E S]}e E}]ee vSe U Je JV( &] HE* i ipe<pu] O6TZ %oE& -

le plus faible de 0,18 a été mesuré a 24h, mettant en évidencesurexpression précoce du

u Ecuy pE 008 viv } « EA V O— sV [ §]A §]}vX hv JvA E-]}v
et 96h, ou le ratio est passé de 0,70 a 72h a 1,55 a 96h soulignant une expression importante du
marqueur CD25 associée a une faibleregpion du CD69. Lesdxposés ce joula ont présenté

la méme tendance que celle destémoins tout au long de la culture. Le ratio a continué a
augmenter pour atteindre la valeur maximale 6 jours (144h) apres la stimulation, 2,75 potr les L
témoins et3,19 pour lestexposés. Une faible diminution a été observée®l@jour (168h) dans

les deux conditions.

3.5 3.19

: <"
o5 ?/2.75 ...... Témoin
, 1V 2'39. ..... Exposé
. 1.85 *Témoin
. veesscccns ..............74---.-:::::::::: ..........

y o '.‘.0'00 ge
0.3 *e,
0 T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168

*Exposé

Heures aprés stimulatior

Figure 1IB2: Variation du ratio CD25/CD69 enfonatio « Z w@& + [ §]Aeskpxpogésiaox Riprés 96
[ 8]JA 8]}v 8 Z3 wlpve>Vviv A %}e oX >[ 3 E]ecu ~7Z- L@ todlbes e gris[ S]A §])
représentant les ratios chez lesnbn activés ont été ajoutées au graphique afin de faciliter la comparaison.

CD25 et CD69 sont deux marquéEs [ 3]A S]}v AE% EJu * *u]s VRY;

VE]P v]<u <p] He o] SNAER% E >]}v 5 o0 e u Ecyu PpE- S}
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HoSuE v eV [ 3]A 3]}v ulvBvWE ]vu %0 © » -actiery Eptte
hypothése peut & E  }v (] E u § A o] 0}Ee<cu o0-}v} e EA o[ pPu vs 3

e U E<Hu PE> +u]S o[ Bp& EB}}uilleseantt il T6X [ USE % ESU ¢
comparaison desatios chez leslexposés aux PFv oV § V %E v n[ 3]A &
IV(]Eu Hee] o[]v %o ]S * % @ES3§] por Peu po variations HA r@Eo o « >
CD25/CD69 ont été détectées entre letimoins et les texposés aux PF.

>[ A op §]}v o[ A% E **]}v H u E<u HE 006 V}Ide n&o Eu]e
‘UHE E£ % E ]}V % E } U 18Z % E » 0o *3Jupo §]}vU «ulA] [Lv
u E<p pE o] 0 *S]Jupo S]}v S }vS o] A% E e**]}v Ju]Jvp SE » E ¢

U d2zZ 8 (Jv] X >[ A% E ]}V u E pardu€Es4s sdirsv@ees la u v S
stimulation indiquant un effet de mitose. Trickett et Kwan ont signalé que l'activationgles L
évaluée par I'expression du CD69, commence a se produire 1h apres la stimulation avec des billes
anti-CD3/CD28Trickett and Kwan, 2003Yne autre étude a montré que 24h apres la stimulation
de Ly par les anticorps aMCD3 et antiCD28, 8% des cellules exprimaient ce marqueur. Des
stimulations répétées réalisées tous led purs de culture causaient a nouveau des pics de CD69
peu de temps aprés la stimulation du T@Rdfors and Brinchmann, 2003)ne étude plus
récente a montré que 90% des C24 des CD8exprimaient le marqueur CD69 48h apres la
stimulation par les billesanti il T6X d}us (}]* o0 % E&}o}vP S]}v 0 *SJupo §]
VSE Jv uv  Ju]vus]ltv o[ A% E <+]}v p sCDBlet 2Wheheziidsd Z 1 o

CD8 (Motamedi et al., 2016)

>[ S]A §]}we u (E 3 E]* P o uvs % E o] £%E ]}V 7
E % S H2XEe pdarqueur amplifie la prolifération desA] pv  }p o ud}2@Ede [/>
cytokine décrite comme un facteur de croissance indispensable pour la proliférationtdes L
(Boyman and @@ent, 2012) Une étude a montré que 90% des Cled CD8 exprimaient le
u E«u pE A %E « 67Z [ 3]A 3]GD3mDIBMotamedicbal, 2016)Nos
E eposS Se }vs ¢]Pv o pv  pPu vs §]}v OFjCREE[J} A SlIvKi/op 8}

en accord avec le déclenchement du cycle cellulaire entre 72h et 96h, et vérifié par le test de
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prolifération cellulaire (voir le paragraphgl.l]) S o[ v oC- M C o voroopo J&E

le paragraph<ﬂ.

hv VRS % ES [ £ % E «*¥oura été dosquvédchez les dctivés.
, (}J&+ 8§ E]v Zu vv }VvS UIVSE <u[ % E + o[ 2& thsErvéeaujoutd %} ES v
% E » 3S]A §]}vU pv  Ju]lvusd]lv o[ /E 9%8GBurdd Javcultuleurnalgrea p 6

division cellulaire en cour#iedfors and Brinchmann, 2008) > & %o S -1 €Kt constifue

de 3 sous chainesdontlachairrI=2Rr }pu 1TA*U o Z-0&tet S/pv  Z ]Jv v ~ 1iiileX
Ensemble, ces trois chaines lienRl&a son récepteur avec une grande affinité. La diminution du
niveau de CD25 durant la prolifération suggére la-non <<]3 [uv  (}ES ((Jvls %

maintenir la prolifération desti(Hedfors and Brinchmann, 2003)

Analyse du cycle cellulaire

>[ v oCe e J(( & vS » %Z = pu C o 0 0 U eaEtE réalisks o[ §]
en cytométrie en flux pv v3 %ope] HEe Z WE ¢ <p] *u]A ] vd o -8]A §]}v

CD3/CD28. Lkigurelll.33|représente le pourcentage der Hans chacune des phases du cycle
OOpO J]E 60 Z HE » % E « o[ 3]A 3]}vX

Témoin 1

B GO/G1 (%)
uS (%)

*Témoin 26.6 G2/M (%)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figurelll.33: Pourcentage derbans les différentes phases du cycle cellulaisg€GS et @M) en présence
§ v v [UVv 8 % [ 8]A 3]}vX >[ 8§ E]ecuy ~Z+ (]88 E ( E v HV $1A §]
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La comparaison du pourcentage cdlules dans les différentes phases du cycle cellulaire
entrelesk $]A ¢ ~Z« § P& viv S]A ¢« u}vSE «u[ v e v [ 3]A 3]}
*}vS VvV %Z ¢ 'il'iX W E& }vSE -pu]s o[ 3]A §]}vU %o }uE VS
entrenten stade S (14,8%) et G2/M (26,8%).

Le passage desr des phases GO/G4 durant lesquelles les cellules sont hors cycle

cellulaire ou en préparation a la réplicatien W& %0 Z * * " E %o0] S]}v ol E §
croissance et de préparation ala mioU u 33 v8 v A]l v o[ ((] 18 o *S]uyp
les billes.

Le comptage detLv % E 00 O o[ v oCe H C o oopo |&E ulv

OOHUO |]E % E}%}ES]}VV 00 o MWE [ §]A 8]}v ~E epod S« v}v
0 *Ce*S u [ 3]A 8]}v pud]o]e }ved]sp ]Joo ¢« }pu%o0 ¢ puAE vs] }

déclencher le cycle cellulaire des L

2. Etude de la cytotoxicité

(v [ Aop & o+ J(( E vis (( &« o}aux PB[use d%vadjationv . >
préalable de la cytotoxicité des particules est nécessaire dans le but de déterminer des

concentrations de travail pertinentes.

La cytotoxicité desPF § A op % E * T0U 006 S 01Z [ A%}]S]}v
de 5 ; 15 ; 45 135 pg/mL grace au do P o[ 3]A]S ESE oopo |E
DésHydrogénase (LDH). La LDH étant une enzyme cytosolique, son activité dans le milieu

extracellulaire peut étre directement corrélée a la quantité de cellules lysées. Les résultats

donnésdans IgTableau IIlL6|ont été normalisés par rapport au témoin et représentent le

%}UE V& P Al ]o]d ooupo JE +pl& o[ E%}e]&]IvetpE ]((

pour les 3 temps.
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Tableau 116 : Pourcentage de viabilité des éxposés pendant 24, 48 et 72h & des concentrations
croissantes de PR/ psS]o]e v38 0o 8§ 8§ > X > ¢ (E epos S« «}v§ E]Ss % & 0 * u ]V -
interquartile de 8 réplicats (n=8). [Test & MannWhitney ; comparaison par rapport au témgian gras, p<0.05].

PF [ug/mL] 15 45 135

100,0 [98,1100,7]

102,4 [96,6103,6] 98,2 [94,1100,1]  100,0 [98,9100,3] 98,2 [95,799,7]

100,0[97,1-101,2]  98,6[96,4100,4]  969[96,1-1008] 932[91,8946]  750[716-77,2]

100,0 [98,1106,6] 100,9 [91,6112,7]  98,5[97,0100,0] 89,7 [83,196,5] 85,6 [82,089,3]

Commelemontre‘é’ableauIIll6U L v J(( E v <]Pv](] S]A te[ & } o
O S u}Jve S 0 OOMHO * A %o}e - A 8§ iA RPIu> <gpg oo <y }]8

contre, les £ exposés a des concentrations plus élevées, de 45 et 135 pg/mL, révelent des
diminutions significatives et dos#épendantes de la viabilité parapport aux cellules non

E%}e o U ]e pv]l<cpg u v3 % E » 80 3§ 01Z [ A %}*]3]}vX E}ues % }uA
viabilit¢ dest Ju]l]vp A o }v Vv3E 3]}v v W& S0 uE O A E%o}e]S

>[ A %o}e]S hpendant>2h a 45 pg/mL provoque udéninution de la viabilité de
10,3 %, se placant ainsi aux environsde @ XE ve ¢ }v ]S]}ve [ A£A%}*]S]}vU ]Jo v
[ ((S3ui PE *pE o A] ]o]s8 e O0O0OHO *X >[ Ve Uu O e« E +pos
une concentration de 45 pgl > W& § pv unE [ A% }e]S]}V 01Z % }uE O]

H JUE* o 5 % o [}%3S]u]e 8]}vU vipe A}ve %pu A 0] E v}sa
qui consiste a activer les cellules par des billes@D8/CD28 avant de les exposer a 45 ug/mL de
PF, me dose non cytotoxique. Le test de prolifération cellulaire met en évidence la nécessité
[ §]A & v}SE u} o oopo ]E (Tv ovZ E uv % E}o]( &

(N¢

billes magnétiques couplées aux anticorps -&1h3/CD28 permettenine stimulation efficace

des k vérifiée par la surexpression des deux marqueurs spécifiques a la stimulation (CD69) et a
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o[ 3]A 3]}v ~ 1fie Jve] <u % E o ovZuvs p Co oopo |&E
de lr détectées. Une activatiopendant 96h, représente un temps idéal au cours duquel les

premieredivisions cellulaires ont lieu
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Partie 2: Caractéristiques des populations étudiées

wW @&y E S E]eS]<H ° %0} %o u0 S]}ve

1. Population totale échantillonnée

Dans le cadre du projet de recherche PACAToX, 91 sujets ont participe Spu X ~u]$s
of] }E& duNotOuest~o iilidlTiiAU , iAlITdeU Oo[]v One]}v o epi S
le centre denutrition clinique «Naturalphai S o '"E}u% U VS €% ]S pAE (o]|

Catholique de Lille. Les sujets ont été recrutée3v o « E]S E « []v ope]}v § [ &£ o}

dangTableau IB[X > U% Pv % E o A u vs ug o i ( AE] E 1iio &
u E TiioX o (Jv <« ii u}]e [ Z v3§]omresuddlirdes gphantiignse
Oi edi S (E %o ES]e *HE 0 7 S P}E] » [ P :3%3vjets entdoo E } % } E

20 et 30 ans, catégorieA» ; 31 sujets agés de 40 a 55 ans, catégobBexet 26 personnes agées

de 70 a 85 ans, catégeriC».

Caractéristigues des Numérations Formules Sanguines et dosage de
la protéine Gréactive CRP
WIHNE Z <p % E o A u v3U pv Eupu & $§]}v &}Eupo » vPulv
de la protéine &éactive (CRP) ont été réalisés pour chaque sujet pesh vS o[ oJu]v S]}v

prélevements caractérisés par une inflammation aigué (une anomalie dans la NFS et une CRP>10

mg/L). LéTableau lIL7|représente la NFS de la population totale échantillonnée ainsi que cell

Z uv  + §E}]+ & P}E] -+ [P X

Afin de choisir le meilleur test statistique pour la comparaison des valeurs, la normalité
(test de Shapirot]olU % Ei1XTiie S o[Z}u}e *S§] ]S ~S 8 > A v U %EiX
Si certains parameétres sbdistribués de fagcon normale, on constate que nous avons rarement
e ]*83E] pus]}ve VIEU 0 ¢ vVve 0o * $E}]* S P}E] e [P X E}pe A}v

tests non paramétriques que sont le test HeuskalWallis et le testJ de Mann Whitney pau

160
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usSSE v Al v oc° J((E vV « VEE o0 % E u SE X %o 0 [ * U

variances (homoscédasticité) ne sont pas respectées pour les monocytes, les leucocytes, les

hématies, les plaquettes et les basophiles dans au moinsune desRAE] « [ P X

Tableau 11L7: Numération Formule Sanguine de la population totale échantillonnée et des trois catégories
[ P X > (E *poS 8¢ ¢}vSs E]35+}UN%EP G *ou Jof]vS EA ooConparaBryun@Es]o X €
classegest U de ManfWhitney ; a p<0.05 entre les catégories’w et «B», b: p<0.05 entre les catégoriesBw
et «C», c: p<0.05 entre les catégorie» et «C»].

Population totale

Médiane [Q1Q3] n=91 «A»n=34 «B»n=31 « C»n=26
Age 51,00 26,00 52,00 72,50
[28,0071,00] [24,0028,00] [50,0053,00] [72,00-75,00]
Erythrocytes 4,94 5,05 4,86 476
(10°%/mL) [4,61-5,18] [4,81:5,23]c [4,61-5,13] [4,365,19]c
Plaquettes (10mL) | 258,00 [220,00 263,50 258,00 246,00
290,00] [234,0029000] [227,00281,00] | [190,00287,50]
Le‘g/ocytes 5,90 5,70 5,80 6,00
(1G/mL) [5,20-7,00] [5,20-6,50) [5,406,80] [5,10-7,95
Lymphocytes (%) 32,20 36,65 34,40 30,45

[26,30-35,90]

[30,5042,50]b, ¢

[27,3535,90]

[20,70:33,00]b, ¢

Monocytes (%) 8,10 8,00 7,50 9,00
[6,90-9,80] [6,35-9,85]c [6,85-8,40]b [8,15-10,75]b, ¢
Neutrophiles (%) 55,00 50,45 54,40 56,95

[51,50;60,50]

[45,4558,4]a, C

[52,5061,1]a

[54,0062,60]c

Basophiles (%) 0,70 0,60 0,70 0,60
[0,50-0,90] [0,50-0,90] [0,60-0,85] [0,50-1,00]

Eosinophiles (%) 2,70 2,40 2,70 2,90
[1,60-3,80] [1,60-3,90] [1,82:3,60] [1,904,10]

Les valeurs de la NFS pour la population totale de 91 sujets correspondent aux normes
décrites dans ‘é’ ableau.4| Afin de détecter la présence de différence significative elesdrois
[ P U viue A}lve E Ve UV % E ul-WEliS. OFacethaot 3 3

O oo o o]
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les trois constituants sanguins (érythrocytes, plaquettes et leytesy, aucune différence

*]PVv](] 3]A v[ & S § v § (EA »« B »@thdsp oo |ds/plabuettes et les

OMd} CS eX d}usS (}]*U vipye }ves S}ve <pu[]Jo A]*S U pn e« plo rAf9
significative entre les trois populdyve u Vv]A p e ECSZE} CS X > S uk&
diminue significativement entre les personnes ageées et les plus jeuries ¥8 «A») (test U de
Mann Whitney, p<0.05) tout en restant dans les normes. Quant aux constituants de la population
leucogtaire, le test de KruskaWallis amis en évidence au moins une différence significative

VEE o0 ¢ 0 <¢° A» kB>» eh«C» pour les lymphocytes, monocytes et neutrophiles.
Nous avons par la suite réalisé le test U de Mann Whitney qui a néigidence des différences
significatives (p<0.05) au niveau des pourcentages de lymphocytes, de monocytes et de
neutrophiles. Le pourcentage de lymphocytes diminue significativement chez les personnes
ageées par rapport aux plus jeunes (p<0.05 entre le8578ns et les 2@0 ans et entre les 785
ans et les 4%5 ans). Toutefois ce pourcentage reste dans les normes chez les personnes agées.

Yu vs o pPu vs8 8]}v H %}uE& vVvsS P V USE}% Z]o U 00 5 o]l
les personnes agéggs A» vs «Cis ]Jve] <u[ VSE o0 ¢« i pv ¢« 8§ 0 ¢ AP JvsS EU
vs«Bi*X P o uVvVS3 0 %}uE vs P uljv} C3 o E}]5 MSamsleP ~%Di:
les 2030 ans et entre les 785 ans et les 455 ans). Les valeurs restent m@aoins normales
pour les neutrophiles et les monocytes malgré le faible dépassement observé au niveau des
monocytes. Le taux de monocytes est décrit en pourcentage de monocytes par rapport aux
leucocytes totaux. Les leucocytes ne présentant aucune variggnificative en fonction de

ol P U vipge % }puEE}ve o0}Ee }ves § E «u %o ** U VS viEu
ulv} CS « v[ 8 SHcatif. «FEheernant les autres cellules leucocytaires, a savoir les

basophiles et les éosinophiles, aucune varjgv «]JPv](] 3]A o] ol P v[ § VvE |

La CRP dosée chez les 91 sujets 83ing/L pour 91,2% des sujets avec 51,65% de ces
i 8¢« C v3 pv  ZW Gi uPI>X > « A o pE- ZW V@E PJ]*SE -« Jv(
o ui}E]s o opi S % EuU S5 vS§ A E](] E o[ vV [Jv(o uu §]
% ES] |%dudess o]
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> ¢ (E *pos S o}

VIEU X ] vipe % Eu]e
E}S}AE TU « 0 QuesiN°ECHES/39%) WW E}E

~ }oo S]iv J}o}P]«u

E&" ]Jve] <p o }e P 0 ZW V[}VS %o °

[JTV OUE 3}pue 0 * epi 8¢ % E 0 A

Distribution des sougpopulations de lymphocytes T en fonction de

o[ P

Pour chacun des échantillons sanguins, nous avons évalué par la cytométrie en flux la

distribution des £CD3naifsetCD3 u u}]E U v - e VS *uE o[ AdwsKlese]}v -

surfaces isoformes CD45RA (naif) et CD45RO (mértagajd 1184).

Figure 11134 : Pourcentage des [CD3) exprimant le marqueur CD45RA (a) et CD45RO (b) dans chacune des
% }% no S]}v S§}S o Z vSloo}vyv ~VAQBieX >[ 8§ &

SE}]- § PYE] - [P o
significative (p<0.05) entre les catégories.

Les boites a moustaches dd

Hegure 1134

représentent &€ pourcentage de chacun des

deux isoformes CD45RA et CD45R0 au sein de la populatiar{@®@3) en fonction des trois
S P})JE] « [P X >+ (E epoS S u}vsSE vS uv Julv gGDISRAU %o} u E
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Partie 2: Caractéristiques des populations étudiées

Figure 1lB4a }u% Pv % E o pPu vs S]}v  n %CRIEROYREgURe . T

[11.34p) en passant de la catégoried a la catégorie £». Les analyses statistiques montrent

gue ladistribution des paramétres @iz § OAZK ep]S pv o0}] E}&EuUu o U u ]J* o
A E]lvV o V[*3 % » E *% 5 X E}ue A}ve -praméHiguedsLe testdeeSe v}v
Kruskalt 0o]e u}v3@E <«p[Jo A]*8 p u}]ve pv J(( E v <]PW (] 3§]A
«B» et «C» pour les parametres CD45RA et CD45R0. Des différences significatives au niveau

de ces profils ont été observées entre les catégokiéds» et « B», «<A» et «C», «B» et «C»

(p<0.05, test U de Mann Whitney).

>[ £% E <]}v Vv u désEHSx isdfprmes du marqueur CD45 dépend de la-sous
population des +X >[]+}(}Eu SAZ 8 /AE% E]Ju nauuepp&E Césrn@fl o « >
CD45RA activées par une variété de stimuli différents peuvent étre amenées a se différencier
en lra mémare CD45R0OIl a été montré que les proportions de ces deux isoformes varient avec
ol P X hv & u S]}v T 0QifgEd thiius est>enregistrée avec le vieillissement
(Hirokawa and Makinodan, 197%) >[ v oC= e Z VP u vsSe 0] - o€ pu v]A
et CD8 a montré que la réduction des haifs était importante dans ces deux sersembles
de Ly accompagnée par une augmentation simultanée dea mémoire(Fagnoni et al., 2000;
Sansoni et al., 2008Ceci est en accord avec nos résultats mettant en évidence la méme
distribution des sous gmulationsde& v (}v S]}v O[ P X > e epui Se i pv ¢ % E °* v

Ly naifs tandis que chez les personnes agées une populationadmé&moire prédomine.

>[ ]S v [uv  J(C & v «]PVvI(] 8]1A p VIA p u %E}(]o
catéP}@E] « [ P A o] o[]vs EA oo ii ve Z}]*] VSEE o i & P}
SE}]s 0+ [P }vE@amémoiree@esinaifs.
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2. W}% uo S]}v [ Su

WIHE o -p]s o[ u U 3 Ap o viu E ]unehsEadons ol
e 0 S]}vv i epi 8 % E S P}YE] [ P % (¥sEw VS IV ] v e}pid epi 8
H 8§} oX (Jv [} S VIE MUV %o} %opo S]}V O %oOHUe ZIU}P VvV %o}ee] ¢
population échantillonnée, des critéres de sélection ét& appliqués
- Les prélevements sanguins appartenaient a différents jours de prélévement,
- > ui}E]s e epi 8¢ Z}]*]* A ] VS puv ZW GiU
- hv ]SE&] pS]}v Po VvSE o-° YA E * £ - S & *% S  Yo}M

(5 femmes et 5 hommes).

Caractéristigues des Numérations Formules Sanguines et dosage de
la CRP

> %o} % po Sdi¢who[sié présente des valeurs de hTFfS)IeaUII.18r qui respectent

les pourcentages et les normes defétients constituantsanguingTableau .4).
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Tableaulll18: Epu & S]}v &} Eupo "~ vPulv 0 %}%po S]}v [ Su S
résultats sont décrits par les médianes }u%. Pv o[]vsd EA ooCoinparaEons |Eeflassedest
U de ManAWhitney ; a: p<0,05 entre les catégories’ks» et «B», b: p<0,05 entre les catégoriedBe et «C», c:

* SE}]

p<0,05 entre les era les catégories A»et «C»].

Médiane [Q1Q3]

Population totale
n=30

«A»n=10

«B»n=10

«C»n=10

A 51,50 [27,0071,50] | 25,00 [25,0026,00] | 51,50 [27,0071,50] | 72,00 [71,0674,00]
Erythrocytes
(10*%/mL) 4,91 [4,655,19] 5,14 [4,725,19] 4,85 [4,714,95] 4,84 [4,635,19]

Plaguettes (1&mL)

255,00 [215,00
278,50]

263,00 [234,00
276,00]

263,00 [247,00
281,00]

232,50 [190,00
257,00]

Leucocytes
(1C/mL)

5,70 [5,256,05]

5,50 [5,265,80]

5,70 [5,4066,40]

5,90 [5,166,70

Lymphocytes (%)

35,20 [28,7637,75]

40,10 [34,9046,90]
C

35,60 [28,8636,00]

30,45 [23,9683,30]
Cc

Monocytes (%)

8,20 [7,309,95]

8,30 [7,509,40]

7,50 [6,908,10]b

9,20 [7,9611,00]b

Neutrophiles (%)

53,30 [49,4557,25]

49,30 [44,2652,50]

53,20 [52,5655,10]

56,95 [53,4657,30]

a, C a C
Basophiles (%) | g g5 [0,500,90] 0,60 [0,560,90] 0,70 [0,660,70] 0,70 [0,501,20]
Eosinophiles (%) | 5 751 753,90] 1,90 [1,303,10] 2,70 [2,203,40] 3,15 [2,204,40]

Le test deKruskalt oo]- ulvsE «<«puf]Jo A]*S U pn e plo rAA9U pn u}]

significative entre les catégoriesAw», «B» et «C» uniquement pour les lymphocytes, les
<L Vipe A}ve E

mettre en évidence de différences significatives (p<0.05,tede Mann Whitneyau niveau du

monocytes et les neutiphiles. >[ v 0Ce ¢35 S]eS]<pu o] vV}
pourcentage de lymphocytes uniquement entre les jeunes et les personnes ageey&«C»).

Malgré la diminution observée, le pourcentage de lymphocytes reste dans les normes.
Concernant les monocytes, une augmentation significative a été enregistrée entre les moyens

«B» et les personnes agéesCe en ayant toujours les valeurs dans lexmes malgré un
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pourcentage qui dépasse de 1% la norme. Les neutrophiles ont également subi une élévation de

0O HE* %}upyE&E vS P+ vSE 0 ¢ i pv e S Z pv . MAE HSE - S

restent normales chez les sujets agés. Aucune différem]Pv](] 3]A Vv[ 8 } « EA VA

SE}]e 0 e e [ P %}HLE 0 * %0 <g SS *U 00 pnu}CSeUo0c° ¢}%Z
> e Vv OCe o o3 §]e8]cp » }v8 E A o o v 1(( E v e« «]PV

parametres dosés en NFS entre %o }%ouno0 S]}v [ S| ~VAiie S 0 %o} %o

échantillonnée (n=91). Notre souWso } %o ppo S]1}v [ Su S }v ZlulP v 3§ & % CE

la population totale échantillonnée.

d}pe 0 » opi S ¢« 0 SJ}vv ¢ ve §§ %o}%opo Sférieurg 810 }vS pv
uPl> A 01UI9 e epi 8¢ C V8 pv  ZW Gi uPlI>X
Distribution des sous populationsde Lv (}v S]}v o[ P

Nous avons déterminé le pourcentage de chacun des deux isoformes du marqueur de

surface CD45 (CD45RA et CD45R0) au sein cgs i3 » VISE %o}%opo S]}v [ Spu X
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Figure IIB5: Pourcentage des [CD3) exprimant le marqueur CD45RA (a) et CD45R0O (b) dans chacune des
SE}]e S P}IE] - [P 0 %}% po 3]}v [ §p ~vieidif&ende signifEdsivqi(p<0D®) v J<u n
entre les catégories.

La|Figure lIB5|représente les boites a moustaches indiquant le pourcentage médian de

chacun des deux isoformes CD45RA et CD45RO0 pour les 10 sufetsuieeales trois catégories

[ P L¥ méme profil que celui observé au niveau de la population totale échantillonnée a été
enregistré. Le pourcentage le plus élevée dayant le profil CDED45RAest observé chez les
jeunes. Ce pourcentage subit une dwus]}v v (}v S]}v o[ P X"CD45R®le p A& 7
pourcentage est significativement plus élevé chez les sujets de la catédosigpar rapport aux
sujets des deux catégoriegks et «B». Les différences au niveau des profils CD45RA et CD45RO
sont significative entre les catégoriesA» et «C», «B» et «C» (test U de Mann Whitney,

p<0.05)mais pas entre A » et« B».

Les résultats de la NFS ainsi que le dosage de la CRP mettent en évidence une population
Z vS§]oo}vv VvV % E °* Y8 OF Pqte [®&]e<p [ S5 ]vS [uv ]Jv(o uu §]
e J(( E v e« «]PVv](] 8]A ¢« }vd & Vv}S ¢« pv]A p ¢ O0OOpHO * ¢ VP
toutefois les valeurs étaient toujours dans les normes. De plus, la distributioret® Inaifset
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