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Avant-propos

La pollution atmosphérique est de nos jours un probleme ubiquitaire, n’ayant pas de
frontieres. Avec les composés gazeux, les particules en suspension constituent les principaux
polluants atmosphériques. La pollution de I'air ainsi que les particules atmosphériques ont
récemment été classées cancérogenes certains pour I’homme (Groupe 1) par le Centre
international de recherche sur le cancer. De nombreuses études ont mis en évidence la
relation entre I'exposition aux particules atmosphériques et la survenue de pathologies
cardio-respiratoires chez ’'homme. Toutefois, I'effet observé aprés une exposition varie en
fonction a la fois des caractéristiques des particules, mais aussi de la population exposée. Les

personnes agées représentent ainsi une population sensible particulierement vulnérable.

Cette these fait partie de I'’étude prospective pilote Aerotox 2. Elle s’inscrit dans une
démarche d’identification des effets causés dans des cellules immunitaires par leur exposition
aux particules atmosphériques fines. Pour ce faire, un échantillon annuel de particules fines
a été collecté dans I'agglomération dunkerquoise. Des prélevements sanguins ont été réalisés
afin d’isoler les lymphocytes T qui ont été exposés aux particules collectées. La recherche de
I'influence éventuelle de I'dge sur la réponse des cellules immunitaires a également été mise
en ceuvre, par le recrutement de 91 volontaires appartenant a trois classes d’age contrastées.

Nous présentons notre travail en quatre chapitres.

Le premier chapitre présente une synthese bibliographique sur les particules
atmosphérique et les données existantes sur la pollution atmosphérique particulaire d’une
part et sur le systeme immunitaire d’autre part. Egalement, I'impact de I'exposition a ces
particules sur la santé ainsi que les différents mécanismes cellulaires de toxicité seront

évoqués.

Le deuxiéme chapitre détaille la méthodologie appliquée dans cette étude. Il décrira
le site et la technique d’échantillonnage des particules, leurs caractéristiques physiques et
chimigues majeures, ainsi que les prélevements 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 pour étudier I'effet de I'exposition des lymphocytes aux particules.

Le quatrieme et dernier chapitre vient conclure ce manuscrit et propose des

perspectives en vue d’approfondir I'étude.



CHAPITRE 1:

ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Ce premier chapitre sera divisé en cing parties. La premiére partie de cette analyse
bibliographique sera consacrée aux particules atmosphériques, a leur classification, leur
formation ainsi que leur composition chimique. Dans la deuxiéme partie, les reglementations
relatives aux polluants atmosphériques, en particulier aux particules, seront décrites. Par la
suite, I'impact de la pollution sur la santé humain sera représenté par une synthése des études
épidémiologiques et toxicologiques. Dans la troisiéme partie, une vue détaillée sur le systéeme
immunitaire, ses constituants et leurs réles sera présentée. Dans la quatriéme partie, certains
mécanismes de toxicité pouvant étre induits par des particules seront élucidés. Les possibles
altérations de ces mécanismes au cours du vieillissement seront présentées. La cinquiéme
derniére partie de ce chapitre abordera la notion de biomarqueurs d’effet et/ou d’exposition a

la pollution atmosphérique.
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Partie 1 : Les particules atmosphériques

La pollution de I'air est définie par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme
étant la contamination de I'environnement intérieur ou extérieur par tout agent chimique,
physique ou biologique qui modifie les caractéristiques de I'atmosphere (WHO, 2011). Ceci a
lieu lorsque divers composés gazeux, gouttelettes et particules se trouvent dans I'atmospheére
au-dela de leurs concentrations normales et/ou y sont introduits par des sources anthropiques

ou des phénomeénes naturels.

1. Définition, classification et élimination de I'atmosphére

1.1. Classification et mécanismes de formation des particules

Les particules en suspension dans I'atmosphére présentent des tailles extrémement
diverses variant de quelques nanometres a quelques micromeétres. Les particules n’ont pas
toutes des formes géométriques bien définies. Pour cette raison, le terme de diametre
aérodynamique équivalent (Dae) a été congu. On assimile le diamétre aérodynamique
équivalent d'une particule atmosphérique comme égal au diametre d’une particule sphérique
de densité 1 g/cm3, ayant la méme vitesse de chute dans I'air que la particule concernée. Dans
la plupart des situations, la détermination du diamétre aérodynamique suffit pour tracer le
comportement de la particule que ce soit dans I'atmosphére ou dans le systéme respiratoire

(filtration et déposition).

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

distribution granulométrique et les répartit alors en 2 groupes (Figure 1.1) :

- les particules grossiéres (Dae > 2,5 um) : ce sont des particules ayant un diameétre
aérodynamique équivalent supérieur a 2,5 um et générées majoritairement par des
procédés mécaniques. Elles présentent une origine naturelle liée a |'érosion des sols, du
pétillement de la mer, des volcans ou sont introduites dans I'atmosphére par I'intervention
de ’'homme lors par exemple de la manipulation des matiéres premiéres (tas de minerais)

sur les sites industriels.
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- les particules fines (Dae < 2,5 um) : celles-ci sont constituées de particules générées par
I'activité industrielle et urbaine mais également de particules biogéniques ou minérales.
Cette classe de particules peut étre divisée en un mode d'accumulation (0,1 < Dae < 2,5
um) et un mode de nucléation (Dae < 0,1 um), qualifié de noyaux d'Aitken (particules
ultrafines). Les particules relatives au mode de nucléation proviennent des processus de
condensation de vapeurs chaudes dans I'atmosphere. Ces particules représentent la part
la plus importante en nombre d'aérosols, mais a l'inverse contribuent peu a la masse des
particules en raison de leur taille extrémement faible. Quant aux particules du mode
d'accumulation, elles proviennent des conversions gaz-particules ainsi que de la
croissance des particules issues du mode de nucléation sous I'effet de la coagulation ou
de la condensation de vapeurs sur les particules existantes. Malgré leur faible contribution
a la masse totale, ces particules sont caractérisées par une grande surface spécifique qui
représente la surface totale par unité de masse d’un solide, c’est a dire, d’une part, la
surface géométrique des grains, en fonction de la distribution granulométrique et de leur
forme, et d’autre part, la surface développée par les parois des pores. Il s'agit donc de

considérer toute la surface des particules, porosité ouverte comprise.
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Figure 1.1 : 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 particules primaires

Les particules primaires sont émises directement dans I'atmosphére sous forme
particulaire depuis les sources d’émission naturelles ou anthropiques. Il s'agit ainsi de

particules qui n'ont pas subi de modifications (chimique, physique) depuis leur émission ;
Parmi les sources naturelles, on peut citer :

- I'érosion éolienne des sols (particules majoritairement composées de quartz, de silicates
tels que la kaolinite et le feldspath ; de carbonates tels que la calcite ; de sulfate de calcium
et d’oxyde de fer) ;

- les sels marins (chlorure de sodium (NaCl), sulfate de sodium, magnésium ou potassium
(NazS04, MgS04 et K2S04)) ;

- les éruptions volcaniques (pyroxenes, feldspaths, plagioclases et aluminosilicates) et les
sources biogéniques tels que les 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 tels que le secteur résidentiel et tertiaire (chauffage au bois,
au fioul ou au charbon), l'industrie manufacturiere (métallurgies, raffineries, fonderies,
exploitations minieres), le trafic routier (fonctionnement du moteur, abrasion des routes,

abrasion de pneus et des freins) et I'agriculture (travail des sols).

- Les particules secondaires

Les particules secondaires se forment majoritairement a partir des gaz émis de facon
naturelle ou par les activités humaines. Ces derniers subissent des réactions d'oxydation,
entrainant leur conversion en composés stables dans un état condensé. Ce phénomeéne de
conversion gaz — particules donne naissance a des particules de petite taille (quelques
nanometres) qui augmente rapidement par les processus de coagulation et de condensation.
Ces composés gazeux de départ sont composés essentiellement de soufre (SO;), d'azote (NH3

et NOy) et d'hydrocarbures (Pueschel, 1994). De méme, si des particules primaires subissent
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une transformation durant leur séjour dans I'atmosphére, on parle également de particules

secondaires.

Le Tableau I.1 représente les différentes catégories de particules classées en particules
grossieres ayant un diametre compris entre 2,5 et 10 um, particules fines avec un Dae inférieur
a 2,5 um et qui seront nommées par la suite « PF » et particules ultra fines dont le Dae est
inférieur a 0,1 um. Il donne également une vision sur les propriétés physiques les plus
importantes (masse, nombre, surface spécifique) et sur I'origine de chaque classe. Chacune
de ces caractéristiques affecte la dynamique des particules et ainsi leur comportement et leur

devenir dans I'atmosphére (Seinfeld & Pandis, 2006).
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Tableau 1.1 : Caractéristiques physiques des différentes catégories de particules atmosphériques (Ravindra et al., 2001).

Taille Distribution Origine Devenir dans I'atmosphére
Granulo- Mode de Surface source de processus de aren s Durée de . .
s . Masse nombre i . . Solubilité . Elimination
métrie formation spécifique | production production vie
Peu
Particules hydrosoluble quelques
grossieres Dae > 2,5 | sédimentation | 90-95% de la les moins faible primaire processus (a2 'exceptiondes | heuresa | déposition
um ou grossier masse totale nombreux surface mécaniques sels marins) quelques | par gravité
PMio-25 non jours
hygroscopique
. hydrosoluble
Particules I conver.5|on (a 'exception des | des jours . A
i Dae<2,5 . 1-8% de la contribution grande . gaz-particules ; . dépot sec
Ines accumulation i secondaire . . suies) voire des i
um masse totale | importante surface a partir des _ . et humide
PM2;5.1 precurseurs hygroscopique | S€maines
deliquescent
Particu:lles Dae <01 part la majeure 100 - 1000 condensation dépf)t
ultra fines " ’ nucléation extrémement partie de m?/ secondaire de vapeurs courte humide
PMo 1 H faible I'aerosol & chaudes nucléation
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1.2. Elimination des particules

Les particules atmosphériques sont éliminées de I'atmosphere par voie seche ou
humide selon leurs propriétés physiques notamment le diameétre aérodynamique ainsi que
I'hygroscopicité qui permet de définir le pouvoir de la particule a servir de noyau de
condensation nuageuse, et ainsi a déterminer le caractére hygrophile ou a linverse

hygrophobe d'une particule.

Le dépot sec: la retombée par voie seche peut se définir comme étant le transport
des particules vers des surfaces (sol, végétation, immeubles) en absence de précipitation. Ce
mode d’élimination se base sur le mécanisme de sédimentation et concerne en priorité les

particules grossieres (Seinfeld and Pandis, 2006).

Le dépot humide: La retombée par voie humide représente le mode principal
d’élimination des particules qu’il s’agisse d’un dépot associé a la pluie,, au brouillard ou a la
neige (Seinfeld et Pandis, 1998). On distingue deux phénomeénes appelés «washout» et «
rainout ». Le washout est l'interception des particules atmosphériques par des gouttelettes
de pluie tandis que le rainout (élimination a lintérieur de nuage) correspond a la
condensation de vapeur d’eau sur les particules a caractere hydrophile servant comme
noyaux de condensation sur lesquels se forment les gouttelettes de nuage. Lorsque ces

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

Ces retombées humides ou séches peuvent se produire tres loin des lieux d’émission
des polluants et causer des effets néfastes sur les écosystemes tels que I'acidification des lacs

qui entraine le dépeuplement de nombreuses espéeces ou le dépérissement des foréts.

2. Composition chimique des particules

Contrairement aux polluants gazeux, les particules sont composées d’'un mélange
hétérogene et complexe de constituants organiques et inorganiques. Cette composition varie
en fonction de l'origine, des conditions météorologiques ainsi que du temps de séjour et de

leurs évolutions physico-chimiques dans I'atmosphére.
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Les especes majoritairement retrouvées au sein des particules sont :
2.1. Les especes carbonées

2.1.1. Le carbone élémentaire (EC)

Les aérosols carbonés peuvent étre composés d’'un coeur de carbone élémentaire
appelé aussi carbone suie. Ce carbone provient essentiellement de sources anthropiques
notamment toutes celles faisant appel a un procédé de combustion, que ce soit a partir de de
combustibles fossiles (diesel, essence, gaz naturel...) ou de la biomasse. Sur ce noyau carboné
peuvent se fixer, s'adsorber, des molécules notamment des composés organiques, des
hydrocarbures, de la matiére biologique, des aérosols acides et des métaux. Plus la surface

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

2.1.2. Le carbone organique (OC)

Le cceur de I'aérosol peut étre entouré d’une pellicule d’'un mélange complexe de
composés organiques adsorbés. Cet OC peut étre classé en OC fossiles produit de la combustion
incompléte des combustibles fossiles (charbon, fioul, gaz, carburants)a haute température et
provient principalement d’émissions liées au transport, de I'industrie et du chauffage. On
distingue également le carbone organique OC piomasse provenant de la combustion du bois et
d’autres matiéres végétales(Bi et al., 2005; Ravindra et al., 2008; Valavanidis et al., 2006).
Parmi les espéces caractéristiques de ces deux catégories, on trouve les Composés
Organiques Volatils (COV) qui s’oxydent dans I'atmosphére par I'ozone (03), le radical
hydroxyle (OH*) ou le radical nitrate (NOs*) et produisent des espéces 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) (Kroll et Seinfeld, 2008). On peut citer également les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), comme le benzo(a) pyrene (B[a]P) connu pour sa toxicité,
ou encore d’autres composés formés lors de la pyrolyse du bois tels que le levoglucosan,
utilisé comme traceur de combustion de biomasse (Heal, 2014). Une troisieme catégorie
regroupe les OC piogenique Provenant des hydrocarbures émis directement par les plantes. Les
composés entrant dans cette catégorie regroupent un large spectre d’hydrocarbures

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

9
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composés aminés (Valavanidis et al., 2008). Les composés les plus retrouvés sont les
terpénoides, une famille d’hydrocarbures produits par de nombreuses sources biogeniques
et anthropiques ou présents dans de nombreux objets du quotidien (plantes d’intérieur,
matériaux de construction et d’aménagement a base de bois, mobiliers et fournitures en bois,
produits de nettoyage, désodorisants d’ambiance, bougies parfumées). Cette famille
regroupe les terpenes oxygénés et les terpenes non-oxygénés. L'isopréne CsHg (2-méthyl-1,3-
butadiéne) est le composé le plus répandu. Il représente a lui seul plus de la moitié des

émissions de COV biogéniques (Guenther et al., 1995) (Sharkey et al., 2008).

2.2 La fraction minérale

2.2.1. Lesions inorganiques

Parmi les différents ions présents dans la composition des aérosols, les ions sulfate
(SO4%), nitrate (NOs), ammonium (NHs*), chlorure (CI), sodium (Na*), calcium (Ca?*),
magnésium (Mg?*) et potassium (K*) sont les plus abondants et les plus importants dans la
détermination de la contribution naturelle et anthropique de sources de particules (Kfoury et

al., 2016a).

2.2.1.1 Les composés a base de soufre

Dans la nature, les volcans, les flores marine et terrestre, la faune, et la combustion
de la biomasse sont responsables de la majeure partie des émissions de produits soufrés
(Seinfeld and 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
pétrole, le fioul lourd ou le gazole et a la transformation d’énergie et lindustrie

manufacturiéere.

Les composés soufrés dans I'atmosphére proviennent principalement des émissions
de dioxyde de soufre (SO;) qui s’oxyde en sulfate sous forme de H,SO4 et peut contribuer au
phénoméne de pluies acides. Ces composés peuvent également avoir des origines naturelles,
telles que les émissions marines et volcaniques (sous forme de H,S et SO;). La présence

d'ammoniac permet d’établir des processus de neutralisation, qui se traduisent par la

10
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formation de NH4HSO4 et (NH4)2SO4 (Renard et al., 2004). De plus, une réaction entre H,SO4
et le CaCOs a été montrée durant les transports des poussiéres sur de longues distances et
aboutissant a la formation de CaSOas, 2H,0 (Hwang and Ro, 2006). D’autre part, dans une
atmosphére marine et cotiére, et en présence d’humidité, les composés soufrés peuvent
réagir avec les particules de sels marins, riches en NaCl aboutissant a la formation de Na;SOa,

tandis que le chlore perdu de retrouve sous la forme de HCl volatil (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
(combustibles fossiles, biomasse) sont des sources majeures d’émission d’oxydes d’azote
(NO, NOz). Quant aux sources naturelles, elles regroupent les phénomenes électriques dans
I'atmosphere (les orages) générant NO, puis NO; a l'issue d’une oxydation, alors que
I'ammoniac naturel (NHs) provenant de la croute terrestre (Middleton, 1995). Le nitrate
atmosphérique provient de I'oxydation du dioxyde d'azote (NO;) en acide nitrique (HNOs).
D’une part, cet acide contribue au phénomeéne de pluies acides et d’autre part a la formation
des particules secondaires. Il est neutralisé par 'ammoniac pour former des particules de
NH4NOs. La stabilité du nitrate d’ammonium dépend de la température, il est plus stable a
basse température, c’est pourquoi sa concentration dans I'air est plus grande en hiver qu’en
été. De méme, HNOs peut réagir avec le chlorure de sodium en atmospheére cétiére pour
donner le nitrate de sodium NaNQOs (Dasgupta et al., 2007 ; Harrison, 1996 ; Lin et Cheng,
2007). Dans une atmospheére contenant des particules riches en calcium, provenant des
érosions des sols calcaires, le Ca(NO3s), se forme suite a la réaction entre CaCOs3 et le HNO3

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

Un autre composé azoté impliqué dans les réactions de conversion est I'ammoniac
NHs provenant des sols et des océans ainsi que de la décomposition de matériaux organiques
végétales (d'Almeida et al., 1991 ; Mdller, 1995). La source majoritaire de NH3 correspond a
I’élevage des animaux et autres activités agricoles notamment I'épandage d’engrais sur les
sols. L'ammoniac neutralise les acides de nitrates HNOs et de sulfates H,SO4 pour former les
sels d'ammonium tels que le NHaNOs, (NH4)2SO04 et NH4HSO4 (Renard et al., 2004 ; Seinfeld et
Pandis, 1998).
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L'oxyde de diazote (N2O) est un gaz azoté provenant essentiellement de I'agriculture
notamment la dégradation des engrais. |l est émis aussi suite a la décomposition lente de la

végétation.
2.2.2. D’autres ions majeurs

La corrélation entre Na* et Cl" a longtemps été étudié pour identifier la présence des
sels marins dans les particules collectées. Des aérosols marins fraichement émis possedent
un ratio ClI/Na* proche de celui retrouvé de I'eau de mer (1,80) tandis que des aérosols marins
ayant séjourné dans I'atmosphére montrent une valeur plus faible de ce ratio, en raison de
I'interaction avec les especes gazeuses, SO, et NOy, conduisant a une perte de Cl". En zone
cotiére, d’autres ions comme Mg?* et K* sont majoritairement associés aux émissions de sels
marins (llacqua et al., 2007). Toutefois, la présence de ces deux ions dans I'atmospheére peut
aussi étre expliquée par des émissions de poussiéres de sols, d’activités de construction, voire

d’émissions dues a des phénomeénes de combustion de biomasse (cas du potassium).

2.3. Les métaux

Les éléments métalliques présents dans les particules sont nombreux et proviennent
de sources diverses, dont les principales sont I'industrie, les trafics routier et maritime, mais
aussi la croute terrestre (Tableau I.2). Un grand nombre de ces éléments sont présents a I’état
de traces, mais cependant, les métaux peuvent acquérir le statut de composants majeurs
dans les zones industrielles. La spéciation chimique, qui conditionne la biodisponibilité des
métaux et donc leur potentiel a participer a des réactions spécifiques, dépend de la source
d’émission, c’est pourquoiune simple mesure de la concentration atmosphérique d’un métal

ne suffit pas toujours pour définir ses effets déléteres potentiels (Harrison and Yin, 2000).

Les particules du sol peuvent étre mises en suspension dans l'air grace au vent et aux
activités anthropiques. Les proportions des composants chimiques (Al, Ca, Fe, Mg, Ti,...) des
aérosols atmosphériques provenant de la poussiere de la cro(ite terrestre et de I'abrasion des
roches varient d'un site d’étude a l'autre, en raison de la différence dans la composition
chimique des sols. La mise en suspension de ces particules est maximale par temps sec

accompagné de vents importants (Harrison et al., 1997).
12
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Pour identifier les éléments traceurs appropriés pour les sources de pollution de l'air,

la recherche des corrélations entre les différents éléments forme une premiere étape.
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Tableau 1.2 : Sources des différents métaux présents dans la composition des aérosols.

Sources

Métaux

Références

Crolite terrestre

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

(Hacqua et al., 2007) (Wu et al.,
2007) (Cyrys et al., 2003) (Gotschi et
al., 2005)

Trafic

Emission véhiculaire a
I’échappement

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

(Hacqua et al., 2007) (Cyrys et al.,
2003) (Thorpe and Harrison, 2008a)

Emission véhiculaire hors

Fe, Cu, Cd, Ba, Mn (freins de
véhicules)

(Grigoratos and Martini, 2015)

(Tsai et al., 2015a)

échappement Zn, Ba, Mn (abrasion des
pneus) (Moreno et al., 2006)
Combustion
(Tsai et al., 2015a) (llacqua et al.,
fioul lourd Ni, V 2007) (Cyrys et al., 2003) (Roche,
2016)
(Salvador, 2012) (Cyrys et al., 2003)
charbon Ni, Pb, Mn, Hg, Cr, Co, Cu, Cd (lacqua et al., 2007) (Lecuyer et al.,
2004)
biomasse K (llacqua et al., 2007)

Activités industrielles

Sidérurgie

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

Zn, Mn (aciérie)

Fe, Pb, Zn, Ni

(Kfoury et al., 2016a)
(Oravisjarvi et al., 2003)

(Dall’Osto et al., 2008)

Pétrochimie

Ni, V, Pb, Zn, Cr, Co

(Moreno et al., 2006)

Métallurgie

Cu, Pb, Zn, Al, Ag

(Moreno et al., 2006)

Industrie des pigments

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, (matiere premieére)

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

(Ledoux et al., 2017)

(Rampazzo et al., 2008)
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24. La fraction biologique

La biosphere constitue une source importante et diverse de particules biogéniques
naturelles primaires d’'une hétérogénéité considérable avec des structures complexes
(surfaces rugueuses, pores internes, formes asymétriques) et dont les diameétres
aérodynamiques peuvent varier considérablement entre plusieurs nanometres et quelques

centaines de micrometres.

La fraction biologique regroupe des bactéries présentant une durée de vie longue dans
I’'atmosphere a cause de leur petite taille. La composition et concentration des bactéries
subissent des changements quotidiens, hebdomadaires et saisonniers avec la plus importante
concentration en été et automne pour les bactéries rurales et urbaines. Les bactéries
d’origine marine sont mieux transférées a I'atmosphére en cas de vent fort. Les
embranchements les plus fréguemment rencontrés regroupent les Proteobacteria en
bactéries gram-négatif, les Firmicutes et les Actinobacteria en gram-positif (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 des Ascomycota et Basidiomycota. En fonction de
I'espéce, de I'dge et des conditions ambiantes, le diameétre des spores libérées par les
champignons peut varier entre 2 et 10 um. Ces spores forment des agrégats de chaines
longues affectant le diamétre aérodynamique et par la suite la durée de vie dans
I'atmosphére. Parmi les espéces les plus retrouvées on cite Cladosporium, Alternaria,

Penicillium, Aspergillus et Epicoccum (Glikson et al., 1995; RNSA, 2011).

Les pollens sont présents dans la fraction biologique des aérosols non seulement sous
forme d’unité compléte entre 10 et 100 um mais aussi sous forme fragmentée de 30 nma5
um apres rupture des pollens en cas d’humidité élevée. La présence des pollens dans
I'atmospheére suit un cycle saisonnier et se caractérise par une courte durée de vie a cause de

leur diametre important.

Les virus forment la classe avec le diamétre le plus petit, de I'ordre de de 20 nm, et

adherent plus souvent a la surface des particules. On trouve également dans cette fraction
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des fragments de plantes, dont la présence de cellulose dans I'atmosphére est connue comme

estimateur de la concentration totale de débris de plantes, ou encore des fibres animales.

Si la source d’émission des particules joue un réle important dans leur composition,
leurs caractéristiques physiques sont aussi des éléments déterminants. Les capacités
d’adsorption des particules étant directement reliées a la surface spécifique disponible, les
particules les plus petites présentent généralement la fraction organique la plus importante.
D’un point de vue global, les particules fines et ultrafines sont des agrégats carbonés avec des
meétaux, des ions sulfates et nitrates et des espéces organiques adsorbés a leur surface tandis
que les particules grossiéres sont constitués majoritairement de minéraux dérivés de la croute

terrestre, des sels marins et matériaux d’origine biologique.
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Partie 2 : Pollution de I'air : reglementations et impacts sur

la santé

1. Pollution de I'air: réglementations relatives aux polluants

atmosphériques

La pollution ne constitue en aucun cas un probleme récent ou un phénomene
épisodique. Cependant, ce n’est qu’apres le déroulement d’épisodes majeurs de pollution que
le risque attribué & cette derniére a été pris en conscience. Au cours du 20°™ siécle, de
nombreux épisodes catastrophiques de pollution atmosphérique 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 jours de décembre. Des milliers de personnes ont connu
des signes et des symptomes respiratoires, et plus de 60 personnes sont décédées durant les
3 jours suivants. Cet épisode a contribué a la premiere preuve scientifique montrant les effets
négatifs de la pollution atmosphérique sur la santé humaine (Nemery et al., 2001). Quelques
années plus tard, a Donora une ville industrialisée 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 personnes ont été malades, 400 ont été hospitalisées et 20 sont mortes par asphyxie
(Helfand et al., 2001). L'n des pires épisodes de pollution atmosphérique s’est déroulé a
Londres en 1952 et est encore aujourd’hui connu sous le nom du « Great London Smog » ou
un smog épais a couvert la ville du 5 au 9 Décembre causant des milliers de déces, pour la
plupart due a des infections des voies respiratoires (Bell and Davis, 2001). C’'est suite a cet
épisode, reconnu comme étant le plus significatif de I’histoire, que les chercheurs ont mené
leur premiére analyse détaillée établissant la relation entre le niveau de polluants dans l'air et

I'augmentation de la morbidité et de la mortalité.

Ces épisodes de pollution ont déclenché la mise en place de réglementations par les
gouvernements et les autorités publiques telles que le « Air Pollution Control Act » (Etats Unis)
élaboré en 1955, formant la premiere loi fédérale prévoyant des fonds pour la recherche sur
la qualité de I'air. Elle a été suivie par le « Clean Air Act » (Etats Unis) en 1963 mettant en place
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un programme fédéral au sein du service de santé publique des Etats-Unis et autorisant des
recherches sur les techniques de surveillance et de contrdle de la pollution de I'air. En 1970,
la promulgation du « Clean Air Act » a entrainé un changement majeur dans le réle du
gouvernement fédéral dans la lutte contre la pollution atmosphérique en autorisant
I’élaboration de réglementations pour limiter les émissions provenant de sources fixes et
mobiles. L'« Environnemental Protection Agency » EPA (Etats Unis) a été créée la méme année

afin de mettre en ceuvre les différentes exigences incluses dans cette loi (EPA, 2017).

Afin de limiter I'impact sanitaire des particules atmosphériques, I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) recommande de respecter un objectif de qualité. Ainsi, les
concentrations maximales recommandées pour les PMig et les PM.s ont été fixées
respectivement a 20 et 10 ug/m3 en moyennes annuelles et a 50 et 25 pg/m?3 en moyennes

journalieres (WHO, 2006).

Au niveau européen, plusieurs directives ont été élaborées pour établir des valeurs
limites et des normes de qualité de l'air telles que la directive établie en 2001 (directive
2001/81/CE) qui fixe des plafonds d’émission pour certains polluants atmosphériques dans
chacun des pays membres de I'Union Européenne (UE). Egalement durant cette année, le
programme « Air Pur pour I'Europe » CAFE a été lancé par la Commission Européenne pour
mettre au point une politique stratégique intégrée a long terme protégeant I'environnement

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

Plus tard, la directive européenne (2004/107/CE) du 15 décembre 2004 concernant
I'arsenic, le cadmium, le mercure, le nickel et les hydrocarbures aromatiques polycycliques
dans les particules a été définie. Elle a pour but de déterminer des méthodes et des criteres
d’évaluation des concentrations de ces composés ainsi que d’établir les valeurs cibles en
moyenne annuelle pour I'arsenic (6 ng/m?3), le cadmium (5ng/m?3), le nickel (20 ng/m?3) et le
benzo(a)pyréne (1 ng/m3). Cette directive vise également a garantir la préservation de la
qualité de I'air afin d’éviter, de prévenir et de limiter les effets nocifs de ces composés sur la
santé et sur I'environnement et a mettre a disposition du publiques les informations

adéquates concernant ces composés.
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Différentes normes ont été fixées pour des polluants gazeux notamment le dioxyde

d’azote (NO;), I'ozone (03), le dioxyde de soufre (SO;), le monoxyde de carbone (CO) et les

particules atmosphériques (PMa.5, PM1o).

valeur limite, un niveau a atteindre dans un délai donné et a ne pas dépasser, et fixé
sur la base des connaissances scientifiques afin d’éviter, de prévenir ou de réduire les

effets nocifs sur la santé humaine ou sur I’environnement dans son ensemble ;

valeur cible, un niveau a atteindre, dans la mesure du possible, dans un délai donné,
et fixé afin d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la santé humaine ou

I’environnement dans son ensemble ;

objectif de qualité, un niveau a atteindre a long terme et a maintenir, sauf lorsque cela
n'est pas réalisable par des mesures proportionnées, afin d’assurer une protection

efficace de la santé humaine et de I’environnement dans son ensemble ;

seuil d’information et de recommandation, un niveau au-dela duquel une exposition
de courte durée présente un risque pour la santé humaine de groupes
particulierement sensibles au sein de la population et qui rend nécessaire I'émission
d’informations immédiates et adéquates a destination de ces groupes et des

recommandations pour réduire certaines émissions ;

seuil d’alerte, un niveau au-dela duquel une exposition de courte durée présente un
risque pour la santé de lI'ensemble de la population ou de dégradation de

I’environnement, justifiant I'intervention de mesures d’urgence.

En Europe, les reglementations concernant les teneurs journalieres et annuelles en

particules en suspension PM1g ont 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/m?3, tandis que la valeur limite moyenne journaliére est de 50 pg/m3

avec 35 jours de dépassements autorisés sur I'année. Cependant, le décret n°2010-1250 fixe

en plus « les normes a appliquer pour les particules « PM; 5 », jugées plus préoccupantes pour

la santé que les particules « PMio », parce qu’elles pénétrent plus profondément dans les

poumons en raison de leur petite taille et qu’elles s’accumulent dans I'organisme » (MEDDE,

2010). Lobjectif de qualité pour les PM,s, est fixé a 10 ug/m3 en moyenne annuelle. Par
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ailleurs, la valeur cible est fixée a 20 pg.m3 & partir de 2015, tandis que la valeur limite a
progressivement été abaissée de 30 pg/m?en 2008 pour atteindre 25 pg/m3en 2015. Afin de
prévenir les populations, une procédure d’information et de recommandation puis d’alerte
est mise en place lorsque des seuils de concentration de 50 puis de 80 pg/m?3 sont franchis

pendant 24h glissante pour les PM1o.

En France, la réglementation de la qualité de I'air a commencé en 1996 avec la Loi sur
I’Air et I’Utilisation Rationnelle de I'Energie (LAURE) (loi n°96-1236) qui définit la pollution de
I'air comme « la dégradation de I'air que I'on respire par l'introduction par I’homme
directement ou indirectement, dans I'atmosphére de substances ayant des conséquences
préjudiciables de nature a mettre en danger la santé humaine, a nuire aux ressources
biologiques et aux écosystémes, a influer sur les changements climatiques, a détériorer les
biens matériels, a provoquer des nuisances olfactives excessives ». Au niveau de la France, la
majorité des actions et des outils mis en ceuvre pour lutter contre la pollution de lair,
dépendent de I'impulsion de I'Union Européenne. La réglementation européenne entrée en
vigueur en 2015 et appliquée de nos jours figure dans la directive 2008/50/CE qui a été

transcrite en droit francais et transposée par le décret n°2010-1250 du 21 octobre 2010.

Le Tableau I.3 représente les valeurs réglementaires définis par les directives

européennes et mentionnées dans la reglementation francaise (décret n°2010-1250).
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Tableau 1.3 : Valeurs cibles, limites et objectifs de qualité concernant les concentrations de différents
polluants imposées par I’'Union Européenne et fixées par le Décret n°2010-1250 du 21 octobre 2010 relatif a la
qualité de I'air (MEDDE, 2010).

POLLUANT  VALEUR LIMITE VALEU CIBLE OBJECTIF DE QUALITE
Moyenne journaliere: 125
Dioxyde de pg/m?3 (3 jours max par an) .
- Moyenne horaire : 50 pg/m3
soufre (SO2) | Moyenne horaire : 350 pg/m?3
(24 heures max par an)
. 3
Dioxyde Moyenne annuelle : 40 ug/m
d’azote Moyenne horaire : 200 pg/m3 - -
(NO2) (18 heures max par an)
Moyenne sur 8 heures
glissantes : 120 pg/m3
i Moyenne sur 8 heures
(25 jours max par an i tes : 120 pg/m?
- issantes : m
Ozone (0s) moyenne calculée sur . A
3 ans)
Moyenne annuelle : 40 pg/m3
PMjo Moyenne journaliére : Moyenne annuelle : 30 pg/m3
50 pug/m?3(35 jours max par an)
Moyenne annuelle :
PM; s Moyenne annuelle : 25 pg/m3 Moyenne annuelle : 10 pg/m3
20 pg/m?
Monoxyde
Moyenne sur 8 heures
de carbone i ) 10 mg/m?
issantes :
(CO) g 8

Les réglementations concernant la qualité de I’air ont apporté et continuent a apporter

de nombreuses améliorations. Cependant, une large proportion des populations européennes

sont toujours exposées aux polluants dont les concentrations dépassent les valeurs limites

imposées par I'UE et celles préconisées par 'OMS. Parmi ces polluants, les particules
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atmosphériques qui ont révélé une tendance décroissante dans la moyenne annuelle entre
2000-2014 pour les PMio et 2006-2014 pour les PM.s. Toutefois les concentrations en
particules atmosphériques ont continué a dépasser les normes définies par 'UE dans une
grande partie de I’'Europe. En 2014, les concentrations enregistrées étaient supérieures a la
valeur limite journaliére dans 21 pays des 28 pays membres pour les PMio et dans 8
agglomérations francgaises et au-dela de la valeur limite annuelle des PMys dans 4 pays de
I'UE-28. Le suivi des PM3s en France montre qu’en 2013, 4 sites sur 104 ont enregistrédes
teneurs de PMy s supérieures aux seuils nationaux. A cause de ces excédents, 16% et 50% de
la population européenne urbaine ont été exposés a des valeurs de PM1g supérieures a celles
définies par I'UE et I'OMS respectivement. Quant aux PMas, 8% et 85% de la population
urbaine européenne ont été exposés a des valeurs dépassant les valeurs limites de I'UE et les

valeurs guides de 'OMS (EEA, 2016).

Concernant les autres polluants, la valeur limite annuelle a été largement dépassée en
2014 dans 17 pays membres de I'UE-28 pour le dioxyde d’azote, et dans 16 états membres
pour I'ozone. Le dioxyde de soufre et le monoxyde de carbone ont montré des concentrations

toujours inférieures aux valeurs limites.

Malgré la diminution d’émission et de concentrations de plusieurs polluants au cours
de ces derniéres années, la qualité de I’air n’est toujours pas satisfaisante : 81% des Etats de
I'UE ne respectent pas la réglementation fixée pour les PM1g, les PM2s et le dioxyde d’azote
et 59% pour I'ozone. La France est classée quinziéme sur 27 avec un taux de dépassement des
normes de concentrations de 5% avec un dépassement des seuils pour sept des quinze
polluants reglementés en 2014. Comme conséquence, la Commission Européenne a demandé
a la France des avis motivés et engagé des procédures précontentieuses pour non-respect des

valeurs limites.

2. Impacts de la pollution atmosphérique sur la santé humaine

La prise de conscience des dangers de la pollution atmosphérique, éveillée suite aux
épisodes graves, a déclenché la mise en ceuvre de nombreuses études épidémiologiques a

court et long terme, des études cliniques et des suivis de données physiopathologiques. Ces
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études ont révélé que |'exposition a la pollution atmosphérique était liée a la morbidité et a
la mortalité. Les deux systemes affectés en premier sont le systeme respiratoire et le systéeme
cardiovasculaire avec des effets allant des nausées jusqu’a la mort. Toutefois les fonctions de

plusieurs organes peuvent étre influencées par I'exposition a ces polluants.

Parmile grand nombre de polluants, le systéeme nerveux est principalement affecté par
les métaux lourds tels que le plomb, I’arsenic et le mercure avec des symptomes comprenant
les troubles de la mémoire, les troubles du sommeil, la colére, la fatigue, les tremblements de
mains, la vision floue et la mauvaise articulation (Andrade et al., 2015; Caito and Aschner,
2015). Le systéme nerveux est également altéré par I'exposition par inhalation aux dioxines
notamment chez les enfants causant une diminution de la vitesse de la conduction du nerf et
du développement mentale des enfants (Tai et al., 2016). Cependant la voie principale
d’absorption des dioxines étant la voie orale, des altérations du systeme digestif peuvent avoir

lieu induisant le cancer gastro-intestinal et le cancer du foie (Mandal, 2005).

Parmi les nombreux polluants qui peuvent nuire a la santé humaine, nous nous
concentrerons par la suite sur les particules atmosphériques en nous intéressant aux effets
causés par I'exposition a court et long terme. L'évaluation de I'effet de I'exposition a été
recherchée dans des études prospectives de cohorte qui consistent a suivre au fil des années
les modifications observées chez un échantillon d’individus. Le constat confirmé par toutes les
études menées jusqu’a présent réveéle la lourdeur des conséquences de la pollution

atmosphérique envers la santé de ’lhomme.

2.1, 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 atmosphériques et la santé. Ces études révelent un
lien de causalité entre I'exposition aux PMio et I'hospitalisation (Zanobetti and Schwartz,
2005) avec des effets indésirables au niveau du systéme respiratoire (Chen et al., 2011) tels
gue I'hospitalisation due a I'asthme (Cai et al., 2014). Toutefois les études s’intéressant aux

effets sur le systéme cardiovasculaire sont les plus nombreuses (Mallone et al., 2011). Une
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augmentation de 10 pg/m?3 de la concentration des PM1o augmente le risque d’hospitalisation
de 0,7% a cause de cardiopathie ischémique et de 0,8% pour une insuffisance cardiaque
congestive (Morris, 2001). Egalement une telle élévation de PM1o peut accroitre le risque de

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

Une exposition chronique aux PM; s peut également cause de I'asthme (Cheng et al.,
2014). Les effets sur le systeme cardiovasculaire ont été bien étudiés. L'exposition chronique
aux PM; s augmente le risque d’hospitalisation pour cardiopathie ischémique (von Klot et al.,
2005; Mustafic et al., 2012; Pope et al., 2004), augmente le nombre de visites hospitaliéres
pour I'arythmie (Chiu et al., 2013) et accroit le risque d’arréts cardiaques (Ensor et al., 2013;

Silverman et al., 2010) et d’infarctus du myocarde (Wellenius et al., 2006).

2.1.2. Mortalité

Suite a I'exposition aigué aux PM1p, une mortalité prématurée a été enregistré dans
plusieurs études (Janssen et al., 2013; Meister et al., 2012; Stafoggia et al., 2016; Tobias et al.,
2011; Tsai et al., 2015b). Les travaux d’Analitis et al. ont montré qu’une augmentation de 10
png/m3 est associée a une augmentation de 0,76% de la mortalité par maladies

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

L'exposition a court terme aux PMys est accompagnée d’une augmentation de la
mortalité. Une étude réalisée sur 9 villes en Californie entre 1999 et 2002, a montré que pour
une chaque augmentation de 10 pg/m3de la concentration de PM;s, une élévation de 0,6%
du risque de mortalité a été notée (Ostro et al., 2006). La relation positive entre I'exposition
aux PM3s et la mortalité par causes cardiovasculaires a été prouvée dans de nombreuses
études notamment en provenance des Etats-Unis et de I’Asie. Méme une exposition de moins
de 24 heures aux PM3 s peut augmenter le risque de mortalité cardiovasculaire journaliere de
0,4 a 1% (Pope and Dockery, 2006). Shah et al. a montré que I'exposition aux particules fines

souleve le risque de mort par insuffisance cardiaque congestive (Shah and Balkhair, 2011).
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2.2. Exposition a long terme aux particules atmosphériques

2.2.1. Morbidité

La survenue de certaines pathologies, et notamment certaines formes de maladies
cardiovasculaires, a été reliée a une exposition 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 10 pg/m?3 de
PMjio et un risque accru de 13% par augmentation de 5 pg/m?3 de PM,s. Cette association
persiste méme a des concentrations de PMas et PM1g en dessous de la limite européenne
annuelle fixée (25 et 40 pg/m?3 respectivement) (Cesaroni et al., 2014). Egalement Wolf et al.
a établi cette association avec une augmentation du risque d'événements coronariens de 6%
et 18% pour une augmentation de 100 ng/m?3 et 50 ng/m3 de PM1o de PM, s respectivement
(Wolf et al., 2015). Plusieurs études ont examiné les associations d'athérosclérose sous-
clinique, la pathologie sous-jacente de la plupart des événements coronariens et |’exposition
along terme aux PMy s (Adar et al., 2014; Kalsch et al., 2014; Krishnan et al., 2012). L’exposition
chronique aux particules fines a également été liée a une hypertension (Chan et al., 2015) et
a un accroissement de 19% du risque d’accident vasculaire cérébral (AVC) pour une

augmentation de 5 pg/m? de I'exposition annuelle aux PM. s (Stafoggia et al., 2016) .

Quant aux effets sur le systéme respiratoire, des associations positives ont été établies
entre I'exposition chronique aux PMio et la survenue des maladies respiratoires tels que
I’'asthme et la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), une maladie pulmonaire
se caractérisant par une baisse persistante de I'’écoulement des gaz inspirés (Qiu et al., 2012).
Le lien est aussi mis en évidence pour les PM2 s ou une exposition a long terme peut augmenter
I'incidence de maladies respiratoires en particulier la pneumonie (Katanoda et al., 2011). Les
particules fines, ainsi que la pollution de I'air extérieur en général, ont été classées par le
Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) comme des cancérigenes certains
(groupe 1) pour I'nomme (Loomis et al., 2013). L'étude européenne ESCAPE a signalé une
association significative entre I'exposition a long terme aux PM;5 et PMjg et I'incidence du

cancer pulmonaire (Raaschou-Nielsen 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, Dockery et al. ont montré que la pollution de l'air
notamment par les particules fines était positivement associée a la mort par le cancer du
poumon et les maladies cardiopulmonaires (Dockery et al., 1993). Par la suite Pope et al. a
publié une étude comprenant un nombre plus important de sujets, 550 000 personnes dans
151 villes aux Etats-Unis et en s’intéressant aux causes de la mortalité (Pope et al., 2002).
’étude a montré que chaque augmentation de 10 pug/m?3 de la pollution de I'air par les
particules fines, était associée a une augmentation respectivement de 4%, 6% et 8% du risque
de mortalité par le cancer lié a toutes causes, le cancer cardiopulmonaire et le cancer du
poumon.. Des chercheurs ont complété I'étude de Dockery en prolongeant le suivi de la
mortalité pendant 8 ans (Laden et al., 2006) et 11 ans (Lepeule et al., 2012) en incorporant
des périodes de faible concentration de PM; 5. Un nouveau traitement des données de I'étude
de Pope a été mené par Krewski en 2004 pour valider les résultats originaux et en 2009 pour
un suivi prolongé et une analyse approfondie (Krewski et al., 2004, 2009). Ces nouveaux
résultats ont confirmé une association statistiquement significative et cohérente entre
I'exposition a long terme aux PMys et le risque de mortalité. En outre, le pourcentage de

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

La relation de causalité entre I'élévation des niveaux ambiants de particules fines et
I'accroissement de la mortalité se retrouve dans un nombre important de nouvelles études
prospectives de cohortes en provenance d'Asie, du Canada, d'Europe et des Etats-Unis. La
mortalité peut étre due a toutes causes (Bentayeb et al., 2015; Crouse et al., 2015; Liu et al.,
2016; Pinault et al., 2016; Shi et al., 2016), a des maladies respiratoires (Beelen et al., 2008;
Hart et al., 2011; Ostro et al., 2010) telles que le cancer du poumon (Gharibvand et al., 2017)
ou a des maladies cardiovasculaires (Beelen et al., 2014; Crouse et al., 2012; Puett et al., 2009)
notamment l'insuffisance cardiaque ischémique (Lipsett et al., 2011; Ostro et al., 2015), I'arrét
cardiaque (Pope et al., 2002) et les évenements vasculaires cérébraux (Miller et al., 2007). Ces
études ont fourni des preuves supplémentaires quant aux impacts de I'exposition a long terme
aux PMpgys sur la mortalité avec, dans certaines études, des effets observés a des

concentrations de PM3s allant jusqu’a 8 pug/m3 (Crouse et al., 2012; Lepeule et al., 2012), 6,3
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pg/m3 (Pinault et al., 2016) et méme 5 pg/m?3 (Beelen et al., 2014), des concentrations plus
faibles que celles dans les études antérieures et méme inférieures aux objectifs de qualité de

I'UE et de ’'OMS.

De nombreuses études se sont intéressées aux effets des PMio, montrant une
association entre I'exposition a ces particules et la mort par maladies cardiovasculaires
(Atkinson et al., 2013; Beelen et al., 2014), respiratoires (Chen et al., 2016; Dong et al., 2012;
Hales et al., 2012) et autres causes. Une étude en Chine a montré qu’une élévation de 10
ug/m3 de PMjo augmenterait le risque de mortalité cardiovasculaire de 1,8% (Zhou et al.,
2014). Une exposition pendant 12 ans aux PM1 est associée a une élévation de la mortalité

cardiovasculaire et cérébrovasculaire en Chine (Zhang et al., 2011)

L'ensemble des études menées a court et long termes ont prouvé I’association positive
entre I'exposition aux particules atmosphériques et le risque accru de maladies respiratoires
(par exemple, asthme, maladie pulmonaire obstructive chronique, cancer du poumon) et
cardiovasculaires (par exemple, insuffisance cardiaque, arythmie, accidents vasculaires
cérébraux) en plus d’'une mortalité liée a des causes respiratoires et cardiovasculaires. D’aprées
I’agence européenne de I'environnement, la France a enregistré 45 120 morts prématurées
liges a la pollution atmosphérique en 2013 (EEA, 2016). Il a été estimé qu’une diminution des
concentrations de PMio et PM3 s serait accompagnée d’'une augmentation de I'espérance de

vie (Boldo et al., 2006; Pope et al., 2009).

2.3. Variation de Ila réponse a I'exposition aux polluants

atmosphériques avec I'dge

D’apres 'OMS, la vulnérabilité est le degré auquel une population, un individu ou une
organisation est incapable d’anticiper, de s’adapter, de résister, et de sortir des impacts des
catastrophes. Parmi les populations classées vulnérables, on cite principalement les enfants,
les femmes enceintes et les personnes agées (WHO, 2017a). Suite a I’exposition a la pollution
atmosphérique, différents groupes d’individus sont touchés différemment. Des effets plus
graves sont observés chez les populations classées vulnérables et chez les personnes déja

malades.
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De nombreuses études épidémiologiques se sont intéressées aux effets observés chez
les femmes enceintes apres exposition aux polluants. Parmi ces effets, on cite la survenue de
fausses couches et 'augmentation du risque d’avortement spontané. La pollution de I'air a
également été suggérée comme un facteur de risque de I'accouchement prématuré (Estarlich
et al., 2016) notamment par le dioxyde d’azote et le benzéne. Ce méme effet accompagné
d’un faible poids a I'accouchement et d’'une naissance de petit poids pour I'age gestationnel
sont observés suite a I'exposition de la femme durant sa grossesse aux PM1g (Pereira et al.,
2016) et aux PM; 5 (Li et al., 2017; Shah and Balkhair, 2011). Egalement, une augmentation de
risque d’avortement spontané (Bellinger, 2005), une réduction de développement du foetus
(accouchement prématuré, faible poids a la naissance) et des Iésions au niveau du systéme
nerveux en développement (Garza et al., 2006) sont survenues aprés I'exposition de la femme
enceinte au plomb quelle que soit la voie d’exposition. Quant aux effets observés chez les
enfants, les études de cohortes de naissance ont révélé I'association entre |'exposition des
enfants aux PMzs et les infections respiratoires et I'asthme (Darrow et al., 2014; Gehring et
al., 2010; Lim et al., 2016; Maclntyre et al., 2011), la bronchiolite (Lewin et al., 2013; de P
Pablo-Romero et al., 2015), ainsi que des effets sur le fonctionnement des poumons

(Eenhuizen et al., 2013).

Le vieillissement est une évolution inévitable, caractérisée par I'ensemble des
processus physiologiques et psychologiques modifiant la structure et le fonctionnement de
I’organisme rendant les personnes de plus en plus vulnérables. Il est couramment mesuré par
I’age chronologique, il est considéré qu’une personne de plus de 65 ans fait partie des
«personnes agées». Cependant, Il n'y a pas d'accord général sur I'age auquel une personne
vieillit puisque le processus de vieillissement n'est pas uniforme dans I'ensemble de Ila
population en raison de différences dans la génétique, le mode de vie et la santé globale.
Toutefois, dans les pays développés, lI'dge équivalent a la cessation de ['activité

professionnelle est considéré comme le début de la vieillesse (WHO, 2017b).

Au cours des derniéres années, il y a eu une forte augmentation du nombre de
personnes agées dans presque tous les pays, plus rapide que n'importe quel autre groupe
d'adge en raison de l'espérance de vie devenue plus longue et de la baisse des taux de

naissance. D’aprés 'OMS, le nombre de personnes agées de 60 ans ou plus passera de 900
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millions, 12% de la population mondiale totale en 2015 a 2 milliards (22%) en 2050 (WHO,
2017c). Au niveau européen, I’age moyen est déja le plus élevé au monde, I'OMS prévoit un
passage de la proportion des personnes agées de 14% en 2010 a 25% en 2050 (WHO, 2011).
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 vieillissement ainsi que des
effets additifs de maladies passées, actuelles, chroniques ou aigués. C’'est pourquoi les études
épidémiologiques se sont intéressées récemment a la recherche des conséquences sur la

santé de différents facteurs de risques parmi lesquels, on cite les polluants atmosphériques.

La susceptibilité aux effets de la pollution atmosphérique varie d’une personne a une
autre et pour un méme individu en fonction du temps. Alors que certains individus ne
présentent aucun symptéme face a la pollution, cette derniére peut déclencher des
problemes de santé chez d’autres. Egalement la présence de maladies chroniques peut
provoquer la susceptibilité. Avec le vieillissement, les personnes souffrent davantage de
maladies chroniques respiratoires ou cardiovasculaires pouvant s’aggraver suite a une

exposition a des polluants (Goldberg et al., 2013).

2.3.1. Effets de I'exposition des personnes dgées a court terme aux particules

atmosphériques
2.3.1.1  Morbidité

Des relations fortes existent entre I'exposition a court terme aux polluants de I'air, y
compris les particules atmosphériques, et la morbidité chez les personnes agées. Les effets de
I’exposition aux particules ont été traduits par une augmentation du pourcentage d’admission
a I’'hopital pour différentes maladies respiratoires (Jo et al., 2017) et cardiovasculaires (Colais

et al., 2012).

Une étude s’intéressant au nombre d’hospitalisations des personnes agées (age >65
ans) par jour dues a la BPCO et aux niveaux moyens quotidiens de trois polluants NO,, CO et
PM1o pendant 5 ans, a montré qu’un lien existe entre ces polluants et I’hospitalisation aigué
(Yang et al., 2005). Une grande étude impliquant les habitants de 36 villes des Etats Unis a
montré qu’une augmentation a court terme de la concentration ambiante de PMo était

accompagnée d’une augmentation de |I’hospitalisation des personnes dgées (>65 ans) a cause
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de la BPCO (Medina-Ramon et al., 2006). Chen et ses collegues ont montré qu’en plus des
PM1o, les PM2s sont également associés avec une hospitalisation des personnes agées en
raison de cette maladie (Chen et al., 2004). Chez les personnes agées et suite a une
augmentation de 10 ug/m3 de la concentration de PMio et PMys, un accroissement du
pourcentage d’hospitalisations pour BPCO de 2,4% et 3,1% a été respectivement observé
entre 0 et 5 jours de latence (Ko et al., 2007). En comparant le taux d’hospitalisation chez les
enfants, les adultes et les personnes agées, Halonen a montré qu’un effet immédiat est
observé chez les personnes agées par rapport aux autres catégories d’age (Halonen et al.,

2008).

Une deuxieme maladie respiratoire causant I’hospitalisation chez les personnes agées
est I'asthme. Selon une étude Canadienne, une élévation de la concentration des PM3 s est
associée a I'augmentation de visites au département d’urgence a cause de I'asthme. Parmi ces
visites les personnes agées (>65 ans) représentent 8,1% et sont classés deuxieme apres les
enfants (2-4 ans) 12,5% (Villeneuve et al., 2007). Une étude a montré qu’aprés exposition aux
PM1o et PM2s, les personnes agées de plus de 65 ans ont un temps de latence court, comparé

aux personnes de moins de 65 ans, pour développer un exces d’asthme (Ko et al., 2007).

L'augmentation du taux d’hospitalisation pour pneumonie a également été observée.
L'exposition aux PMip est associée a une augmentation d’hospitalisation par pneumonie
(Medina-Ramén et al., 2006). Une augmentation de 10 pg/m?3 de la concentration des PMa.s
souléve de 3,8% le pourcentage d’hospitalisation pour raison de pneumonie chez les
personnes agées (Zanobetti and Schwartz, 2005). Une deuxiéme étude a montré une

augmentation encore plus importante de 4,9% (Halonen et al., 2009).

Bien que plusieurs études aient montré que I'exposition aux particules atmosphérique
pouvait augmenter le risque de maladies cardiovasculaires, peu se sont concentrées sur les

personnes agées.

Une relation apparait entre I'exposition a court terme aux particules atmosphériques
et 'augmentation du risque de morbidité par maladies cardiovasculaires. Dominici et al. a
montré une large association entre les concentrations en PM;s et I'insuffisance cardiaque
congestive. Une augmentation de 10 pg/m?3 peut augmenter le risque d’insuffisance de 1.28%

(Dominici et al., 2006). D’autres études ont révélé une augmentation de I'hospitalisation par
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maladies cardiovasculaires surtout la cardiopathie ischémique, chez les personnes agées (>65
ans) par rapport aux adultes (<65 ans) suite a I’exposition aux PM1g (Larrieu et al., 2007), aux

PM1o-2.5 (Host et al., 2008) et aux PMa.s (Pope et al., 2008).

2.3.1.2 Mortalité

De nombreuses études ont démontré un effet significatif de I’exposition a court terme
aux particules atmosphériques sur la mortalité des personnes agées. Une étude regroupant
29 villes européennes a montré que I'augmentation de 10 ug/m?3 de la concentration en PM1g
produit une élévation de 0,8% du nombre journalier de mort chez les personnes agées de plus
de 65 ans (Aga et al., 2003). Cette population est considérée plus susceptible que d’autres a
une mortalité non accidentelle aprés une telle exposition (Zeka et al., 2006). Plusieurs études
récentes en Chine ont confirmé cette relation. Une élévation de 10 ug/m?3 de la concentration
en PM1p en deux jours, est associée a 'augmentation de 0,26% (Kan et al., 2010) et de 0,5%
de la mortalité liée a toutes causes (Chen et al., 2013). Une méta analyse regroupant les
études publiées apres 1995 sur I’exposition a court terme aux PMig et la mortalité a permis
de conclure que pour une augmentation de 10 pug/m3 des PMyg le risque de mortalité est
significativement plus élevé chez les personnes agées 0,64% par rapport aux plus jeunes 0,34%

(Bell et al., 2013).

Ces mortalités peuvent étre liées a des causes respiratoires ou cardiovasculaires. Une
étude a été réalisée sur les causes de mortalité entre 2003 et 2006 a Milan et le lien éventuel
avec une exposition a court terme aux PM1o. Une exposition journaliére a une concentration
de PM1o supérieure a 40 pug/m?3 était responsable de la mort de 1102 personnes agées dont
797 par causes cardiovasculaires et 243 par problemes respiratoires. A travers cette étude,
Baccini et al.,, a estimé le nombre de décés en moyenne qui aurait pu étre évité si la

concentration journaliére des PMion’avait pas dépassé 40 ug/m?3 (Baccini et al., 2017).

Plusieurs études ont confirmé I'existence d’un lien positif entre la mortalité des
personnes agées par causes respiratoires et I'exposition aux PMio (Cakmak et al., 2007; Qian
et al., 2010; Romieu et al., 2012) et PM2s (Brunekreef et al., 2009; Franklin et al., 2007; Lee et
al., 2007). Une méta analyse effectuée sur les études chinoises a montré que pour chaque
augmentation de 10 pg/m?3 des PM s la mortalité pour causes respiratoires s’éléve de 0,51%

(Shang et al., 2013).
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Les études faisant le lien entre I'exposition a court terme aux particules et la mortalité
pour raison cardiovasculaire sont moins nombreuses (Kan et al., 2010). Une étude récente a
montré que les personnes agées de plus de 65 ans appartiennent a la catégorie de population
a susceptibilité élevée aux particules fines avec des effets négatifs allant jusqu’a la mort par

AVC ischémique et AVC hémorragique (Kowalska and Kocot, 2016).

2.3.2. Effets de I’exposition des personnes dgées a long terme aux particules

atmosphériques

2.3.2.1  Morbidité

L’exposition a long terme aux particules atmosphériques peut avoir des effets sur le
systeme respiratoire des personnes agées. L'étude de Bentayeb menée en France sur 2104
sujets agées de plus de 65 ans, a ainsi révélé qu’une association peut étre définie entre
I’élévation de la moyenne annuelle de PM1o et I'augmentation de la prévalence de la toux
(Bentayeb et al., 2010). Une étude récente a établi un lien entre I'exposition chronique aux
particules des sources industrielles et du trafic routier et la détection de marqueurs
d’inflammation dans le condensat de I’air exhalé et dans |'expectoration induite (Vossoughi et
al., 2014). De plus, I'exposition aux particules peut réduire les fonctions pulmonaires chez les
personnes agées de plus de 65 ans (Eckel et al., 2012) avec des dommages non réversibles

malgré les améliorations de la qualité de I'air (Yanagita et al., 2013).

Quant aux effets cardiovasculaires, une étude a démontré que résider a proximité d’un
axe routier a forte densité de trafic et caractérisé par des niveaux parmi les plus élevés de
PM,s, entraine une insuffisance de I'artére de conduction et de la fonction microvasculaire
chez les personnes agées (Wilker et al., 2014). Des travaux ont établi un lien entre I’exposition
aigué et chronique aux particules et le risque de thrombose veineuse profonde (Kloog et al.,
2015). En parallele, une étude récente a révélé I'association entre I'exposition a long terme
des personnes agées aux PMys et 'augmentation de I'intervalle QT corrigé ce qui représente

un facteur de risque d’arythmie (Mordukhovich et 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 aigué (Beverland et al., 2012).
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Une étude de cohorte a établi un lien positif entre I’exposition aux PM1 et I'augmentation du
risque de mortalité pour toutes causes, pour causes cardiovasculaire et aussi respiratoire avec
pour cette derniére une augmentation de 1,7% du risque pour une élévation de 10 ug/m?3 de
la concentration des PM1g (Zhou et al., 2014). Egalement suite a I'exposition a long terme aux
PM_5, une augmentation du risque de mortalité respiratoire a été identifiée. Une étude
réalisée sur des personnes agées (>65 ans) a montré qu’une augmentation de 10 ug/m?3de la
moyenne mobile sur 12 mois des PM; 5 est associé a une augmentation de risque de mortalité
de 24% pour causes respiratoires, de 60% par pneumonie et de 10% par BPCO (Pun et al.,

2017).

La majorité des études effectuées révele ainsi des risques plus élevés chez les
personnes agées comparativement au reste de la population. Les effets se traduisent par une
augmentation de I’hospitalisation pour causes pulmonaires et cardiovasculaires et aussi par
une surmortalité surtout par maladies respiratoires. En effet, peu d’études ont évalué la
mortalité a long terme chez les personnes agées. Toutefois, en raison de I'augmentation
actuelle et prévue du nombre de personnes agées, il s’avere nécessaire de mener davantage
d’études épidémiologiques en se focalisant sur I'effet de I'exposition de cette population
vulnérable a la pollution atmosphérique surtout a long terme et notamment aux particules
atmosphériques au vu des dépassements fréquents des valeurs limites de concentration en

particules en air ambiant.
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Partie 3 : Systeme immunitaire, généralité

1. La composition du sang total

Le systéme circulatoire est un circuit fermé constitué par le coeur et un réseau de
vaisseaux (arteres, artérioles, capillaires, veinules et veines) permettant la circulation du sang
dans tout I'organisme (Figure 1.2). Le sang est un liquide biologique vital contenant des cellules
et des fragments cellulaires présents dans 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
suspendus les éléments figurés. Il est constitué d’eau et de différentes substances telles que
des protéines (albumines, a-, B- et y-globulines, des fibrinogénes, des 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 proviennent de la moelle osseuse.
Aprés maturation, ces cellules peuvent étre regroupées en trois types principaux : les
érythrocytes, les plaquettes et les leucocytes. Grdce a ses composants, le sang assure non
seulement le transport de I'oxygene, des métabolites et des hormones aux cellules de
I'organisme, mais aussi I’élimination des résidus métaboliques. Il contient également des
cellules immunitaires impliquées dans le combat contre les infections et contient les
plaquettes capables de former des caillots pour éviter la perte de sang lorsque les vaisseaux
sont endommagés. |l participe également a la régulation de la température du corps, au

maintien de la balance acide — base et a I'équilibre osmotique.
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Figure 1.2 : Schéma de l'appareil circulatoire humain Le sang quitte le cceur par la circulation artérielle
en empruntant les arteres puis les artérioles et traverse le réseau capillaire soit au niveau des poumons
(circulation pulmonaire) ou au niveau d’autres organes (circulation systémique) avant de retourner vers le cceur
via les veinules et les veines. Dans la circulation pulmonaire, les artéres partent du ventricule droit et raménent
aux alvéoles le sang carboné (bleu) pour le réoxygéner et éliminer I'exces de CO:. Le sang oxygéné (rouge) est
ramené vers l'oreillette gauche par les veines pulmonaires. Dans la circulation systémique, les artéres partant du
ventricule gauche transportent le sang oxygéné vers les différents organes et les veines transportent le sang
carboné vers loreillette droite (Henkel, 2017).

Les cellules sanguines n‘ont pas toutes la méme densité. La réalisation d’une
centrifugation d’un échantillon de sang total permet de séparer les différents constituants du
sang. La vitesse de centrifugation permet de récupérer les différents cellules et composés

sanguins (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Composition du sang total (a) Les densités des différents cellules sanguines (Bgyum et al.,
1991). (b) Les différents constituants du sang total retrouvés aprés centrifugation (Mescher, 2009).

Les globules rouges, ou érythrocytes, constituent le type le plus abondant de cellules
sanguines avec 4-6 millions de cellules par microlitre de sang. Ces cellules ont un diametre de
7,5 um, une épaisseur de 2,6 um sur le rebord et de 0,75 um au centre avec un cytoplasme
riche en hémoglobine pour assurer le transport d’oxygéne. L'absence de noyau et la forme
biconcave de ces cellules permettent une diffusion d’oxygene plus importante a travers leur

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 osseuse. Elles jouent un réle important
dans la coagulation sanguine en transformant les fibrinogénes en structures fibreuses de
fibrine qui piegent les globules rouges et des plaquettes pour former un caillot de sang, un

thrombus, obturant ainsi le vaisseau sanguin.

Les globules blancs, ou leucocytes, constituent les cellules du systéme immunitaire.
C’est un groupe hétérogene de cellules nucléées de différentes tailles et de différentes

formes:

e Les polynucléaires : il s’agit des cellules au noyau multilobé et comprenant notamment
les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles.
e Les mononucléées : qui 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 groupes fonctionnels selon leurs marqueurs de surface. On trouve les lymphocytes T (Ly),

les lymphocytes B (Lg) et les Natural Killer (NK).

Le Tableau |.4 présente les caractéristiques des différents types de cellules

immunitaires ainsi que leur réle, leur proportion et leur nombre.

Tableau 1.4 : Morphologie, réle, pourcentage et nombre des constituants du sang (HAS, 1997; Mescher,
2009). D : diamétre de la cellule ; GB : Globule Blanc.

NOMBRE
TYPE % DANS LE 6
CELLULAIRE MORPHOLOGIE ROLE SANG 10°/ML DE
SANG
D=7,5um T
Erythrocytes ransport des gaz 40-45% 4000 — 5800
Anucléés respiratoires
D=2-4um ench del
Déclenchement de la
Plaguettes | Fragments cellulaires coagulation 150 -400
anucléés 1%
e i -
Leucocytes Groupe eterog’e’ne Ce }Jes du‘sy.steme 4,0-11
de cellules nucléées immunitaire
Les cellules mononucléées
D=9-12 um . : o 400
Lymphocytes " Reponse.? |$munltalres 20 Zg): des 15-4
Noyau sphérique specitiques
D =12-20 um Précurseurs des cellules
Monocytes | Noyau allonge du systeme de 2 - 8% des GB 01-1
réniforme ou phagocytose des
serpentiforme cellules mononuclées
Les cellules polynucléaires
D =12-15 um
R& . - - 709
Neutrophiles | Noyau segmenté . epfonse |mmuln!t.a|re 50 - 70% des 1,7-6,0
innée / non spécifique GB
(2 a5 lobes)
D=12-15um
ioh Sécrétion d’histamine et
Noyau polylobé d’héparine en réponsed  0,5-1% des
Basophiles | totalement recouvert des allergies ou des GB 0,02-0,11
de volumineuses infections
granulations
D=12-15um ; i i
Eosinophiles Allergies etinfections o 1o o8 0,04-0,4

Noyau souvent bilobé parasitaires
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2. Le systéme immunitaire

Le systéme immunitaire dispose de deux types de défense. L'immunité « innée » ou
« non adaptative » constitue une réponse proinflammatoire, rapide et non spécifique
déclenchée par les cellules de I'immunité innée qui sont les neutrophiles, les macrophages,
les monocytes, les cellules dendritiques et les Natural killers, suite a la rencontre avec I'agent
pathogene. L'inflammation générée par ces cellules est importante non seulement pour la
lutte contre I'infection mais aussi pour la prolifération et la différenciation des cellules de
'immunité « adaptative ». Cette derniére, également nommée immunité « acquise », est une
réponse spécifique plus tardive, créée suite a la rencontre entre les cellules de I'immunité
adaptative, les lymphocytes T et B, et des Cellules Présentatrices de I’Antigene (CPA) (Pennock
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 cellules infectées ou en sécrétant des cytokines qui agissent sur

d’autres cellules immunitaires.

2.1. Production et maturation des lymphocytes

Toutes les cellules sanguines proviennent d'un seul type de cellule souche, la cellule
souche hématopoiétique (CSH), située au sein de la moelle osseuse. L’'ensemble des étapes
de production des cellules sanguines a partir de cette cellule souche est appelée
I’'hématopoiése.

La prolifération et la différenciation des CSH aboutissent a la formation de deux lignées
principales de cellules sanguines, la lignée myéloide a l'origine des érythrocytes, des
monocytes, des granulocytes et des mégacaryocytes (plaquettes) et la lignée lymphoide qui

donnera les lymphocytes et les cellules NK a I'issue de la lymphopoiése.

Durant la premiére phase 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 « lymphoblastes » (Figure 1.4). Ces derniers subissent 2 a 3 mitoses
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successives formant des « prolymphocytes » n’ayant a leur surface aucun antigene spécifique
pour les lymphocytes T ou B. La différentiation de ces précurseurs en Ly et Lg se déroule dans

deux organes lymphoides primaires différents.

Pour la production des Lg et des NK, la différenciation des prolymphocytes se déroule
au sein de la moelle osseuse. Les Lg et les NK acquierent les marqueurs de surface spécifiques
pour leurs lignées. Suite a leur maturation, les Lg et NK quittent la moelle osseuse vers les

organes lymphoides secondaires.

Concernant les Ly, les prolymphocytes quittent la moelle osseuse et se dirigent via la
circulation sanguine vers le thymus. Appelées « thymocytes », ces cellules ne présentent a
leur surface ni le récepteur T Cell Receptor (TCR) ni les marqueurs CD4 et CD8, elles sont alors
classées comme double négatives (CD4™ CD8’). Les thymocytes sont localisés au niveau du
cortex du thymus ou ils subissent une intense prolifération, puis une différenciation
accompagnée de I'acquisition du TCR a la surface membranaire par réarrangement des génes

codant pour ce récepteur.
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Figure 1.4 : Les étapes de la lymphopoiése. La différenciation des précurseurs lymphoides en L7, Ls ou NK
se déroule dans deux organes lymphoides différents. Au niveau de la moelle osseuse, les prolymphocytes se
différencient en Lg et NK. Suite a leurs maturations, les Ls et NK quittent la moelle osseuse vers les organes
lymphoides secondaires. Quant aux Lz, les prolymphocytes 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
passer I'étape d’éducation thymique (sélections positive et négative). Les Lt obtenus sont des Lt naifs CD4* ou
CD8* capables de passer vers les organes lymphoides secondaires (Mescher, 2009).

Par la suite, ces thymocytes entrent dans la phase d’éducation thymique, un processus
de contrdle qualité rigoureux composé d’une étape de sélection positive et d’une sélection

négative.

La sélection positive consiste a sélectionner les TCR capables de reconnaitre un
antigéne présenté par une molécule du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) classe |
ou Il (voir la partie 2.2) de I'individu présente a la surface de cellules telles que les cellules

corticales épithéliales thymiques, les macrophages ou les cellules dendritiques. Tous les
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thymocytes ayant des TCR incapables de reconnaitre I'antigene sont considérés comme des
cellules non fonctionnelles et subissent alors une apoptose pour étre éliminées
ultérieurement par les macrophages locaux. Cette sélection peut éliminer jusqu’a 80 % des
thymocytes. Suite a cette étape, les cellules perdent un des deux marqueurs CD4 ou CD8 et
sont classées comme simple positives, le CD4 étant sélectionné via le CMH Il et le CD8 via le

CMH 1.

La deuxieme phase de I'éducation thymique est une sélection négative pour éliminer
les TCR ayant une forte affinité pour les antigenes du soi afin que ces thymocytes ne causent

des réponses auto-immunes dommageables.

Seulement 2 a 3 % des thymocytes passent les 2 types de sélection et survivent pour
migrer jusqu’a la médulla du thymus (Mescher, 2009). Les cellules résultantes sont des Lt naifs
capables de passer dans la circulation sanguine via les parois des veines de la médulla pour
étre distribués dans I'organisme mais incapables de produire une réponse pouvant assurer
une protection immunitaire. Une activation de ces Lt est nécessaire pour garantir une réponse

immunitaire (Pennock et al., 2013).

2.2. Activation des Lt

Durant le développement dans le thymus, les Lt expriment sur leurs membranes
cellulaires le récepteur T Cell Receptor (TCR) formé de deux chaines a et 8 unies par un pont
disulfure (Figure I.5). Associé a la molécule CD3, ce récepteur forme le complexe TCR/CD3 qui

assure la transduction d’un signal d’activation dans les Lr.
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Figure 1.5 : Structure du récepteur hétérodimérique TCR formé de deux polypeptides transmembranaires
o et 8. Chaque chaine posséde une région cytoplasmique permettant de transduire un signal d’activation a la
cellule. Chaque chaine dispose de deux domaines glycosylés : un domaine constant et un domaine variable qui
détermine la spécificité pour [I‘antigéne. Une région charniére connecte les domaines a la partie
transmembranaire et contient des cystéines permettant la formation du pont disulfure entre les deux chaines
(Murphy, 2011).

Suite a la formation du TCR, le Lt libéré du thymus est un Lt naif capable de migrer dans
les organes lymphoides secondaires et dans la circulation mais incapable de produire une
réponse immunitaire. Une étape d’activation du Lt naif est nécessaire autrement le Lt naif
meurt par négligence. Cette activation s’initie suite a I'interaction entre le TCR et la CPA,
porteuse de I'épitope sous forme de peptide lié par une liaison non covalente a des molécules
du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Ces molécules sont des protéines
membranaires nommées classe | et classe Il. Les CMH de classe | forment des complexes avec
les peptides issus de la dégradation de protéines endogenes tandis que les CMH de classe |l
présentent aux Lt des antigénes exogeénes internalisés dans la cellule par endocytose,
dégradés puis exposés au niveau de la membrane cellulaire sous forme de complexe avec le
CMH. Chaque TCR est associé avec un corécepteur (CD4 ou CD8 en fonction du type des Ly)
qui se fixe également au CMH (CMH de classe | pour les CD8 et de classe Il pour les CD4) pour

stabiliser I'interaction entre le Lt et la CPA (Figure 1.6). De méme, un signal de co-stimulation
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est créé lors de la liaison entre des molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 sécrétées par la

CPA et le récepteur CD28 du L.
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Figure 1.6 : Stabilisation de l'interaction L1/CPA par les corécepteurs CD4 CD8 fixés aux CMH. (a) Les Lt
CD8 reconnaissent des peptides issus de la transformation des antigenes intracellulaires par I'immunoprotéasome
et transportés dans le réticulum endoplasmique (ER), ol ils sont chargés dans la cavité du complexe MHC de
classe I. (b) Les Lt CD4 reconnaissent des peptides issus de la dégradation de protéines exogénes par les enzymes
endolysosomales et présentés par les molécules CMH de classe Il (Kobayashi and van den Elsen, 2012).

La présence uniquement d’un des deux facteurs, le complexe TCR/peptide/CPA ou le
signal de co-stimulation, ne cause pas d’activation mais une anergie des Lt. L'expression de
protéine tyrosine phosphatase CD45 est également essentielle pour I'activation des Lt via le
TCR. Il s’agit d’une famille de glycoprotéines transmembranaires de haut poids moléculaire
(180 et 220 KDa) exprimée au niveau de la membrane cellulaire de toutes les cellules
hématopoiétiques en occupant 10% de la surface membranaire. Chez les CD4* et les CD8, le
domaine extracellulaire du CD45 est exprimé sous différentes isoformes (Figure 1.7).

L'isoforme exprimée dépend de la sous population de lymphocytes ainsi que du stade de
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stimulation et d’activation. Lorsque les Lt sont au repos, c.a.d. des Lt naifs, la forme la plus
longue de la protéine est exprimée comportant la totalité des 33 exons. Ces lymphocytes
expriment alors I'isoforme CD45RA. Suite a I'activation, les ARNm du CD45 sont épissés
alternativement et les trois exons consécutifs 4, 5, 6 sont excisés. La forme de CD45 ainsi
produite est donc plus courte et ne peut pas jouer son role d'activateur. Le passage a
I'isoforme a chaine courte suite a I'activation réduit I'activité phosphatase du CD45, ce qui
empéche les Lt de recevoir un signal d'activation trop longtemps et donc de déclencher une

réponse immunitaire disproportionnée (Altin and Sloan, 1997).
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Figure 1.7 : Les différentes isoformes du CD45 exprimées selon le stade d’activation des Lt (Lynch, 2004).

En réponse aux interactions, la membrane des Lt et celle de la CPA subissent un
réarrangement médié par |'actine permettant la formation d’une zone élargie de contact
entre les deux cellules optimisant alors la signalisation, la synapse immunologique (Figure 1.8).
La formation du complexe TCR/peptide/CMH cause la phosphorylation des protéines
membranaires CD3 par les kinases Src (Lck et Fyn) ce qui active les protéines kinases ZAP-70.
Ces derniéeres phosphorylent LAT (Linfer for Activation of T cells) qui rassemblent d’autres

protéines importantes dans la signalisation de I'activation ce qui induit la production et la
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sécrétion de l'interleukine 2 IL-2, le stimulateur de la prolifération des Lt (Mescher, 2009;

Pennock et al., 2013).

Antigen presenting cell

v
calcium flux
T cell gene transcription
T cell activation

Figure 1.8 : Synapse immunologique, modele simplifié de I'activation d'un Lt suite a la rencontre d'une
CPA (Pennock et al., 2013).

2.3. Différenciation des Lt

Suite a I'activation, les Lt entrent en division cellulaire et passent alors de Lt naifs (Tn)
a Ly effecteurs (Terr). Toutefois, 'engagement du TCR des Lt naifs n’est pas suffisant pour la
détermination du destin des Lt effecteurs produits. Les Lt CD4* auxiliaires effecteurs « Th » (T
helper) sont tous le résultat de la différentiation des Lt naifs. Toutefois leur voie de
prolifération est déterminée par les cytokines présentes dans le milieu connues comme
« cytokines inductrices » qui déclenchent un mécanisme de programmation génétique,
impliquant des facteurs de transcription et aboutissant a un profil déterminé de Lt. Parmi les
profils de Ly, on cite les « Thl », les « Th2 », les « Th17 » et les « Treg ». Chacun de ces profils
est caractérisé par des « cytokines sécrétées » spécifiques et par une réponse immunitaire
appropriée a I’élimination du pathogene (Pennock et al., 2013). Les Lraukxiliaires peuvent alors

étre classés en différentes sous populations présentant une différence au niveau des
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cytokines sécrétées et une hétérogénéité fonctionnelle. Le Tableau 1.5 rappelle les différents

profils de Ly avec leurs cytokines inductrices et sécrétées.

Les cytokines sont des glycoprotéines de faible poids moléculaire produites par divers
types cellulaires notamment les Lt auxiliaires et les monocytes et capables d’agir sur différents
types de cellules permettant la communication entre des cellules de différents systemes.
Apreés leurs fixations sur leur récepteur spécifique au niveau de la membrane cellulaire, les
cytokines produisent leurs effets spécifiques. Les cytokines sont impliquées dans plusieurs
mécanismes biologiques tels que les réponses cellulaires et humorales, I'induction des
réponses inflammatoires, le contréle de la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi
gue la régulation de I’'hématopoiese (Sivangala and Sumanlatha, 2015). La réponse au niveau
de la cellule cible se traduit par la synthése de nouveaux ARN messagers et par la suite de

nouvelles protéines induisant alors une réponse biologique spécifique (Zhang and An, 2007).

La différenciation des cellules Th et la production de cytokines nécessite des facteurs
de transcription ; des protéines impliquées dans la transcription de ’ADN en ARN grace a leur
domaine de liaison a 'ADN. Ces facteurs peuvent initier la transcription en se liant a la
séquence promotrice de I’ADN, formant par la suite le complexe d’initiation de transcription.
Ils sont également régulateurs de la transcription quand ils se lient a la séquence amplificatrice
de I’ADN pour stimuler ou réprimer la transcription du gene cible (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'activité des régulateurs majeurs est contrélée par leur
expression, alors que les protéines STAT sont activées par des cytokines via des modifications
post-transcriptionnelles comme la phosphorylation. Certaines protéines STAT sont
responsables de I'induction de I'expression 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.

La compréhension de I'existence de plusieurs profils de CD4* différenciés a eu lieu en
analysant des Lt CD4* de souris. Les premiers profils de Lr effecteurs auxiliaires ont été

identifiés et nommés « Thl » et « Th2 » par Mosmann et Coffman en 1986. Les Lt de ces deux
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groupes se différencient par leurs cytokines sécrétées ainsi que leurs molécules de surface
(Mosmann et al., 1986). Par la suite plusieurs chercheurs ont confirmé I'existence de ces deux

profils chez différentes espéces y compris chez ’lhomme (Zhu et al., 2010).

Le profil Th1 : Linterleukine 12 (IL-12) et I'Interféron-gamma (IFN-y) sont des cytokines
essentielles pour I'induction du profil Thl (Figure 1.9). L'IFN-y et I'IL-12 présents dans le milieu
se lient sur leurs récepteurs pour phosphoryler STAT1 et STAT4 respectivement, une étape
importante pour I'induction du facteur de transcription majeur T-bet qui par la suite agit sur
les régions promotrices des genes et induit la transcription de I'IFN- y et du récepteur IL-12
beta 2 (IL-12RB2) formant alors une boucle de rétrocontréle positif. La présence de
I'interleukine 2 (IL-2) dans le milieu joue un réle dans la polarisation vers un profil Thl. L’IL-2
est impliqué dans I'étape d’initiation de ce profil en induisant I'expression de la chaine IL-
12RP2 ce qui augmente la réactivité de la cellule a I'lL-12. Il stabilise également le profil Thl
en régulant positivement I'expression du gene Thx21, codant la protéine T-bet. Les CD4* Th1l
activés sécretent majoritairement de I'lIFN-y, du Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) et de
I'lL-2, des cytokines qui activent les cellules présentes dans le milieu tel que les macrophages
et les lymphocytes T cytotoxiques, les CD8*. Les lymphocytes Th1l sont connus pour leur
activité pro-inflammatoire et leur capacité a induire les réponses immunitaires cytotoxiques
les plus efficaces contre les pathogenes intracellulaires comme les virus et les bactéries (Li et

al., 2014; Olson et al., 2013; Pennock et al., 2013).

Le profil Th2 : Un profil différent de différenciation de Lt nommé Th2 est déterminé
par la présence dans le milieu des cytokines inductrices IL-4 et IL-2. Cette derniere induit
STATS qui a son tour induit I’expression du récepteur IL-4Ra augmentant ainsi la réactivité de
la cellule a I'lL-4 présent. L'IL-4 est un régulateur positif de STAT6 induisant sa phosphorylation
ce qui active le facteur de transcription majeur de ce profil : GATA3. Etant donné que son site
de liaison se trouve sur les régions promotrices des génes codants pour I'lIL-5 et I'lL-13, GATA3
est responsable de la sécrétion des cytokines IL-4, IL-5 et IL-13. Toutefois, GATA3 seul n’est
pas suffisant pour induire la sécrétion d’IL-4, I’activité de STATS est nécessaire. Les cytokines
sécrétées par les Th2 favorisent 'immunité humorale en soutenant la différentiation des Ls

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 éosinophiles et les mastocytes
spécialisées dans I’élimination des parasites (Li et al., 2014a; Olson et al., 2013; Pennock et al.,

2013; Zhu and Paul, 2008).
Plus récemment d’autres profils de sécrétion de Lt CD4* ont été décrits.

Le profil Thl7 : La différenciation des Lt en Th17 se déroule en trois étapes. Une
« différenciation » est déclenchée par la présence dans le milieu du facteur de croissance TGF
beta (TGF-B), de I'lL-6 ou de I'lL-23 qui causent la phosphorylation de STAT3 et par la suite
I'activation du facteur majeur de transcription, le récepteur de I'acide rétinoique gamma T
(RORyt). Cette étape est suivie par une « amplification » médiée par I'lL-21 en vue de sa
capacité de remplacer I'lL-6 dans I'induction de RORyt. La troisieme étape est une étape de
« stabilisation » due a la liaison de la cytokine IL-23 sur son récepteur IL-23R présent au niveau
des Th17 en différenciation ce qui active davantage STAT3, stabilisant le phénotype Th17.
Suite a cette différenciation, les Th17 produisent les cytokines IL-17A, IL-17F et IL-22 et sont
impliquées dans le contrdle des infections bactériennes extracellulaires et fongiques. L'IL-17A
produit est une cytokine pro-inflammatoire capable d’induire I'expression de TNF-a, IL-1B et
de la protéine chimioattractive monocytaire de type 1 (MCP-1). L'IL-17 active également les
cellules de lI'immunité innée notamment les neutrophiles pour agir au site d’invasion

bactérienne ou fongique (Li et al., 2014a; Olson et al., 2013; Zhu and Paul, 2008).

Le profil Treg: Les Ly ayant ce profil constituent 10% des CD4* naifs présents chez
I'homme. Les Treg peuvent étre groupés en Treg naturels (nTreg), générés dans le thymus
durant I'ontogenése, et les Treg induits (iTreg) différenciés du lymphocyte CD4* naif sous
I'influence de facteurs environnementaux tels que TGF- et I'acide rétinoique. TGF- active
Smad3 qui favorise I'expression du forkhead boc P3 (FOXP3), le facteur de transcription des
Treg, indispensable pour I'engagement, la différenciation, I'expansion et le maintien de
I'activité immunosuppressive de ces cellules. STAT5, activé par I'lL-2 peut contribuer a
I'induction de FOXP3 en se liant sur son promoteur induisant son expression. Les Treg forment
une lignée régulatrice des Lr produite pour maintenir '"homéostasie et la tolérance
immunitaire par suppression des cellules effectrice grace a un contact cellulaire ou via les

cytokines sécrétées. Les Treg peuvent sécréter I'IL-10, une cytokine suppressive qui réduit la
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prolifération des Lt et la production des cytokines en bloquant CD2, CD28 et la signalisation
des co-stimulateurs de I'induction des Lr. Ces cellules sont capables également de produire le

TGF-B qui réprime I'expression génique chez les Lt (Jin et al., 2012; Olson et al., 2013; Zhu and

Paul, 2008).

Tableau 1.5 : Les profils lymphocytaires avec leurs cytokines inductrices et sécrétées.

PROFIL LYMPHOCYTAIRE | CYTOKINES INDUCTRICES CYTOKINES SECRETEES
Thl IL-12, IFN-y IFN-y, TNF-a,, IL-2
Th2 IL-4 IL-4, IL-5, IL-13
Th17 TGF-B, IL-6, IL-21, IL-23 IL-17A, IL-17F, IL-22
Treg TGF-B IL-10
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Figure 1.9 : Les différents profils de différentiation des CD4* (DuPage and Bluestone, 2016).

La différentiation des Lt en I'un des profils décrits n’est pas un phénoméne si simple.
Au cours de la différenciation du Lr, plusieurs rétrocontroles positifs sont exercés par les
cytokines dans le but de dévier cette différentiation vers un profil précis. Cela est accompagné
par des répressions transcriptionnelles des facteurs de transcription et des cytokines causant
la suppression des autres profils. D’autres facteurs de transcription sont également impliqués

dans I'étape de « fine-tuning » de la différenciation.

Une fois différenciés, les Lt CD4* auxiliaires effecteurs coordonnent la réponse
immunitaire en sécrétant des cytokines qui recrutent et activent des cellules de I'immunité
innée et favorisent I'activation des Lt CD8* (cytotoxiques) et des Lg spécifiques de I'antigene.

Les Lt CD8* sont capables de sécréter un large panel de cytokines et sont classés en cellules
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Tcl et Tc2, toutefois leur fonction principale se concentre sur I'élimination des cellules
infectées grace a des activités cytotoxiques 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 (CD4* et CD8*) disparaissent. Toutefois,
certains lymphocytes sont mis en réserve par le systéme immunitaire et forment alors les Lt
mémoires (Twm) caractérisés par une longue durée de vie et par la présence a leurs surfaces de
I'isoforme CD45R0. On cite deux catégories de Ty, les « Ly mémoire centraux » (Tcw) localisés
dans les organes lymphoides secondaires et les « Lt mémoire effecteurs » (Tem) situés au
niveau des tissus récemment infectés (Golubovskaya and Wu, 2016). Suite a un second
contact avec I'antigéne, les cellules CD8", Tem se transforment immédiatement en Terrcapables
d’exercer leur activité cytotoxique tandis que les Tem proliferent et se développent avant
d’acquérir la fonction effectrice. Au niveau des CD4*, suite a une stimulation, les Tem
produisent les cytokines IFN- y et IL-4 quant aux Tcwm, I'IL-2 est la cytokine majoritairement

sécrétée (Broere et al., 2011).

En passant du statut Ty a Terr un changement de profil génétique est activé,
notamment par I'augmentation de la fonction effectrice de la cellule, assurée par la
surexpression progressive des genes associés aux cellules effectrices tels que les génes
codants pour les molécules cytotoxiques, ou pour les régulateurs de la différenciation et de la
senescence des effecteurs. Cela est accompagné d’une diminution de I'expression des genes
liés aux Tn. Egalement un changement au niveau des marqueurs de surface permet de séparer
les différents statuts cellulaires (Tn, Terr, Tem et Tem). Les Ty sont bien connus comme ayant le
phénotype CD3*, CD45RA*, CD45R0", CD62L* (L-selectin), CCR7* (CC Chemokine receptor 7).
Ces marqueurs changent pour devenir CD3*, CD45RA", CD45R0O*, CD62L", CCR7™ pour les Terr
(Broere et al., 2011; Golubovskaya and Wu, 2016).
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Partie 4 : Mécanismes cellulaires de toxicité des particules

atmosphériques

De nombreux mécanismes d’action et voies de signalisation sont activés par les
substances toxiques. Dans cette partie d’analyse bibliographique, nous présenterons certains
mécanismes cellulaires de toxicité pouvant étre induits par les particules atmosphériques et
qui pourraient notamment participer a leur potentiel cancérogene. Nous aborderons en
premier lieu les mécanismes non spécifiques au systéme immunitaire tels que les processus
d’activation métabolique, de stress oxydant, de génotoxicité et d’altérations épigénétiques.
Ensuite, nous décrirons les mécanismes affectant directement les cellules immunitaires
notamment l'inflammation. Enfin, quelques interactions potentielles entre ces différents

mécanismes de toxicité seront évoquées.

1. Mécanismes non spécifiques au systéeme immunitaire

1.1. Activation métabolique

1.1.1. Description générale

La métabolisation fait référence a I'ensemble des réactions chimiques qui se
produisent au sein d'une cellule vivante. Suite au contact avec un xénobiotique, une série de
réactions chimiques réalisée par les Enzymes de Métabolisation des Xénobiotiques (EMX), se
déclenche causant sa transformation en un ou plusieurs composés, dits métabolites. Ce
processus de conversion métabolique est appelée la biotransformation. Elle a pour objectif
d'augmenter I'hydrophilie des composés afin de permettre leur élimination par les liquides
biologiques tels que les urines, la bile, la salive ou la sueur. La majorité des réactions chimiques
s’effectuent au niveau des cellules hépatiques toutefois, la biotransformation a lieu aussi dans
plusieurs autres types cellulaires. Nous pouvons distinguer trois phases dans la métabolisation

des xénobiotiques (Figure 1.10).
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Phase I Phase I1 Phase III
Xénobiotigue ———  Meétabolite primaire ———— > Métabolite conjugué ——————  Métabolite hydrophile
Fonctionnalisation Conjugaison Transport
Oxydation Glycine, glutathion, ABC, SLC, SLCO
Réduction acide glucuronique,
Hydrolyse sulfonate etc.

Figure 1.10 : Les trois phases de la biotransformation des xénobiotiques.

Phase I fonctionnalisation : Introduction d’un ou plusieurs groupements fonctionnels
polaires (souvent OH) sur le xénobiotique initial par réactions d’oxydation, de réduction ou
d’hydrolyse. Le systeme NADPH-cytochrome P450 (CYP) est le systéme le plus important
parmi les enzymes impliquées dans les réactions d’oxydation de la phase I. Il regroupe la
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) comme source d’énergie et les
mono-oxygénases cytochromes P450, des enzymes a noyau heme (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 fonctionnalisation du xénobiotique
peut également étre assurée par la NADPH-Quinone Oxydo-réductase 1 (NQO1) qui

transforme les quinones en hydroquinones.

Phase I1 conjugaison : Conjugaison des produits de la phase | du métabolisme et
d'autres xénobiotiques possédant des groupes fonctionnels avec un groupement polaire grace
a des enzymes de conjugaison telles que le glutathion (GSH) par les Glutathion-S-Transférases
(GST), l'acide glucuronique par les UDP-Glucuronosyl-Transférases (UGT), ou encore un
groupement sulfonate par les SULfo-Transférases (SULT). La 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 substance non toxique en métabolite(s) plus réactif(s) que la molécule
initiale. De plus, I'induction génique des EMX de la phase 2 est généralement plus faible que

celle des EMX de la phase 1.

Phase III transport: Transport, au travers des membranes biologiques, des

xénobiotiques 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 cellules pour étre éliminer 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 s’accumulent dans le foie et les tissus adipeux. Au cours de la
transformation des xénobiotiques et surtout suite a la phase |, un phénomene de bioactivation
peut avoir lieu. Ce type de phénomene a été décrit pour différents types de composés, dont
des HAP, 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
oxydant, la formation d'adduits a I'ADN, ou encore la modification d’autres macromolécules

cellulaires, telles que les protéines ou les lipides.

1.1.2. Métabolisation des PM; s

Différents composés organiques peuvent entrer dans la composition des particules
atmosphériques, tels que des HAP, COV, PCDD/F ou encore PCB. La libération par les particules
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 HAP, le B[a]P est souvent
pris comme modele vu son métabolisme tres bien étudié. Des sa pénétration dans le
cytoplasme, le B[a]P se lie a un récepteur cytoplasmique trés spécifique des HAP, I'Aryl
hydrocarbon Receptor (AhR) et déclenche sa voie de signalisation. La liaison entre ’AhR et le
HAP, un des ligands principaux, cause la dissociation de I’AhR des protéines avec lesquelles il
forme un complexe au niveau du cytoplasme. Cette dissociation permet son entrée dans le
noyau ou il se lie a son partenaire de dimérisation I’Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator (ARNT) formant ainsi le complexe AhR/ARNT et induisant, via le Xenobiotic
Response Element (XRE), la transcription de plusieurs genes y compris les CYP 1A1, 1A2, 1B1
et 251. Ce mécanisme est régulé par I’Aryl hydrocarbon Receptor Repressor (AhRR) agissant

comme répresseur de I’AhR, en entrant en compétition avec lui pour I'hétérodimérisation
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avec I'ARNT et la fixation sur les XRE. Il existe 3 principales voies de métabolisation des HAP.
La voie majeure implique la famille des CYP qui catalyse |'oxydation des HAP en époxydes
instables rapidement hydrolysé en diols. La deuxiéme voie est catalysée par les CYP
peroxydases et repose sur la formation d’un radical cation. L'HAP activé peut ensuite se
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 des métabolites réactifs
tels que les quinones et le BPDE connus pour leurs effets génotoxiques (voir la partie 4,
paragraphe 1.3). Les quinones peuvent étre reconverties par les NQO1 en métabolites

hydroxylés moins toxiques.

Les études menées sur la métabolisation des HAP entrant dans la composition des
PM_ 5 ont révélé une augmentation de I'expression de I’AhRR et des génes codant pour les
enzymes (EMX) de la phase | (CYP1A1, 1A2, 1B1, CYP2E1, CYP2F1 et NQO1) et de la phase II.
Une étude a montré une augmentation du géne CYP1A1 suite a I'exposition des cellules
mononucléées du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) au B[a]P et
aux HAP des particules diesel (Plé et al., 2015). Il a également été montré que |'exposition au
B[a]P des Lt suite a leur activation, cause une augmentation significative de I'expression des
génes CYP1A1, CYP1B1 et AhRR (Prigent et al., 2014). Il a été reporté récemment que les Ly
primaires activés par les billes anti-CD3/CD28 possédent les systémes de métabolisation CYP
1A1 et 1B1 et sont alors considérés comme modeéle utile pour étudier la capacité de

métabolisation des HAP (Liamin et al., 2017).

1.1.2.2  Composés Organiques Volatils

L'un des composés type des COV est le benzéne. Classé cancérogene de groupe 1
certain pour I’lhomme par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), il est
responsable de la leucémie, une hémopathie maligne de 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 1,4-benzoquinone). Comme pour le cas 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 espéces réactives générées qui induisent un
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stress oxydant et causent des dommages a I’ADN et aux macromolécules notamment en
formant des adduits. Une étude a montré une augmentation de I'expression du géne CYP2E1
dans les PBMC de travailleurs exposés a des niveaux de concentration de benzéne dans I'air

aussi bas que 0,1 ppm (Thomas et al., 2014).

1.1.2.3  Dioxines et Polychlorobiphényles

Cette classe regroupe des composés organiques persistants et stables dans
I’environnement. De nombreux composés sont cancérogenes avérés ou soupgonnés pour
I'homme. Les dioxines et quelques PCB sont capables d’interagir avec le récepteur AhR et
d’affecter I'expression de nombreux genes. La métabolisation des PCB peut former des
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 sites nucléophiles des
protéines ou de I’ADN. Le taux de métabolisation des PCB diminue avec I'augmentation du
degré de chloration des PCB favorisant I'accumulation de ces composés dans les tissus surtout
adipeux. Il a été montré qu’une exposition a la dioxine, un des ligands exogenes de I'AhR,
augmente significativement I'expression génique des CYP 1A1 et 1B1 chez les Lt activés

(Prigent et al., 2014).

Dans de trés nombreux cas, la métabolisation des xénobiotiques protége I'organisme
exposé. Cependant les enzymes impliquées dans les phases de métabolisation peuvent dans
certaines circonstances permettre la mise en place de processus toxiques non seulement via la
formation de métabolites toxiques tels que I'exemple classique du B[a]P mais également via la

génération des Espéces Réactifs de 'Oxygene (ERO) capables d’induire un stress oxydant.

1.2. Stress oxydant

1.2.1. Description générale

Les organismes aérobies utilisent I'oxygéne pour générer de I'énergie sous forme
d’ATP nécessaire pour le fonctionnement de la cellule. De plus, la synthése de nombreuses

molécules est dépendante de I'oxygene. C'est le cas de la tyrosine, I'acide nicotinique, les
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stérols et les acides gras polyinsaturés essentiels pour la structure et les processus cellulaires.
Des espéces réactives de 'oxygéne (ERO) sont produites au cours de ce fonctionnement
cellulaire normal, essentiellement par la chaine respiratoire mitochondriale. Ce sont des
dérivés oxygénés réactifs. Certains sont des radicaux libres, possédant un électron non-
apparié sur leur couche de valence tels que I'anion superoxyde O, et le radical hydroxyle 'OH,
alors que d’autres sont des especes pro-oxydantes non radicalaires, telles que le peroxyde
d’hydrogéne H;0,. Toutefois, la production de ces espéces peut avoir des sources exogenes
comme les microorganismes, les radiations UV, certains médicaments et un grand nombre de

xénobiotiques.

Depuis leur découverte dans les années 50, les ERO sont connues pour leurs réactions
néfastes. Elles peuvent susciter des réponses négatives, telles que l'inhibition de la croissance,
des dommages cellulaires 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 physiologiques (Finkel, 2011). Ce réle entraine des réponses positives telles que
la différenciation cellulaire, la régénération cellulaire, la régulation de I'inflammation et la
prévention du vieillissement (Schieber and Chandel, 2014). Selon la concentration et les
conditions intracellulaires, les ERO peuvent provoquer des dommages ou agir comme

molécules de signalisation redox.

La cellule dispose d’un processus hautement contrélé pour I’élimination des ERO. Il est
régulé par différents systémes antioxydants enzymatiques (SuperOxyde Dismutase, SOD, la
catalase et la Glutathion Peroxydase, GPx) et non-enzymatiques (via I'oxydation du glutathion
réduit, GSH, en glutathion oxydé, GSSG) (Figure 1.11). La surproduction de ces especes
oxydantes et/ou la diminution des espéces antioxydantes ou le dysfonctionnement du
systeme de défense causent un déséquilibre au niveau de la balance redox. Le stress oxydant
est la situation de stress cellulaire ol la balance oxydant/antioxydant est décalée vers un état
de pro-oxydants. Le stress oxydant est une épée a double tranchant ou sur un plan
physiologique il est nécessaire pour le phénomeéne 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 dommages on peut citer, la Iésion et

la dénaturation de la chaine peptidique, la peroxydation des lipides et la Iésion du brin d’ADN
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ou la modification de la base conduisant potentiellement a une mutation et une mort

cellulaire.

Oxidases Mitochondria

2

NADPH

OHse 5 H,00 H20
Lipid /'\

oxidation S S0
Oxidative stress ~ : Redox biology

Figure 1.11 : Production, élimination, effets ainsi que réle des ERO. L’anion superoxyde est produit suite
a I'oxydation de la NADPH par I’enzyme NADPH oxydase (NOX) ou par la chaine respiratoire mitochondriale. Il est
ensuite convertit en peroxyde d’hydrogéne H20:par I’enzyme superoxyde dismutase (SOD). H20:joue un réle de
signalisation en oxydant les résidus de cystéines sur les protéines. Il peut également étre convertit en H20 sous
I'action des enzymes antioxydantes telles que la peroxiredoxine (Prx), la Glutathion Peroxydase (GPx) et la
catalase (CAT). D’autre part, I'augmentation incontrélable du niveau d’H20: peut conduire a la formation du
radical ‘OH par la réaction de Fenton. Ce radical est réactif envers plusieurs cibles biologiques (Schieber and
Chandel, 2014).

1.2.2. Stress oxydant et PM;. s

L'induction du stress oxydant est considérée comme un des mécanismes les plus
importants déclenchés par les PM; 5. De nombreuses études ont montré qu’une exposition
aux PMys 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 Radicals, EPFR) sur les PM; s (Gehling et al.,
2014). Ces radicaux se forment suite a la chemisorption d’un précurseur organique sur un site
redox d’un métal (CuO ou Fe,03), causant la réduction de ce métal via un transfert d’électron.
Ce mécanisme aboutit a la formation de radicaux libres persistants. L'association de ces

radicaux a la surface des PM;s renforce leur stabilité, permettant ainsi leur persistance dans
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I’environnement. Ces EPFR sont considérés comme source de formation des ERO, chaque
radical pouvant générer ~10 'OH (Khachatryan et al., 2011). Le 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 ERO (Gualtieri et al., 2012). Les métaux de
transition tels que le fer, le cuivre, le manganeése ou le vanadium, entrant dans la composition
des particules, sont aussi capables de produire des radicaux hydroxyles hautement réactifs via
la réaction de Fenton ou en perturbant la fonction de certaines enzymes impliquées dans le
systeme antioxydant de la cellule (Maciejczyk et al., 2010; Torres-Ramos et al., 2011). En cas
d’inflammation, le stress oxydant peut également provenir de l'activation de cellules

inflammatoires capables de produire des ERO (Federico et al., 2007).

Les particules fines peuvent altérer le systéme antioxydant et diminuer la capacité
antioxydante des cellules. Les ERO générées suite a I'exposition aux PM3s sont capables de
causer la translocation vers le noyau du facteur de transcription Nuclear factor erythroid-2-
related factor 2 (Nrf2). Vu son réle primaire dans les mécanismes de défenses intracellulaires,
cette translocation altére la transcription des enzymes antioxydantes (Deng et al., 2013a).
Ainsi I'exposition aux PMy s peut affecter I'expression des enzymes antioxydantes (SOD, CAT,
GPx) (Deng et al., 2013a; Kouassi et al., 2010) et causer une diminution de leur activité et de
celle des enzymes de métabolisation du glutathion (Kouassi et al., 2010; Torres-Ramos et al.,

2011).

Plusieurs études ont montré le lien entre I'exposition aux particules atmosphériques
notamment les particules fines et la génération des ERO dans les cellules pulmonaires et les
macrophages alvéolaires. Toutefois peu d’études se sont intéressées a la détection de ces
espéces dans les PBMC et les lymphocytes. Suite a I'exposition des PBMC aux extraits dans
des nanoparticules riches en métaux (c.a.d. Fe, Ni, Cu, Cr), une génération d’ERO notamment
O, a été détectée (Dwivedi et al., 2012). L'étude de Lombaert sur les métaux lourds (le
carbure de tungsténe, WC, et le cobalt métallique, Co) a révélé une augmentation de
I’expression de HMOX1, impliqué dans la réponse face au stress oxydant, dans les PBMC
exposées pendant 15 minutes a ces métaux par rapport aux cellules non exposées. Une
cascade cellulaire a été déclenchée suite a I'exposition dont les événements peuvent

contribuer a une activité carcinogenése causée par WC-Co (Lombaert et al., 2013). Les
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couleurs de Holi utilisées durant les festivals surtout en Inde sont formées de plus de 40% de
PM1o. Dans le but d’étudier les effets causés par ces couleurs, une étude a été menée en
exposant a ces colorants les PBMC isolés des échantillons sanguins prélevés de six sujets. Une
génération accrue des ERO dans les granulocytes et les monocytes exposés pendant 4h aux

PM1g a été enregistrée (Bossmann et al., 2016).

L’exposition aux PM.s a été associée aux marqueurs d’oxydation de protéines, de
lipides et de 'ADN, notamment la formation de 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG)
représentant le dommage a I’ADN le plus souvent caractérisé. Une étude épidémiologique a
révélé une association entre I'exposition pendant 48h aux PM;s et les dommages a '’ADN
mesurés par le niveau de 8-OHdG dans les lymphocytes. Pour une augmentation de 10 pg/m3
de PMys, une élévation de 11% du niveau de 8-OHdG a ainsi été détectée (S@rensen et al.,
2003). Cette association a également été établie dans des études toxicologiques ou une
exposition ex vivo aux PMzs et aux HAP a été corrélée avec le niveau de 8-OHdG dans les

lymphocytes humains (Vattanasit et al., 2014).

Bien que la production d’ERO soit un événement crucial dans la défense cellulaire, ces
espéces sont capables de causer des dommages aux macromolécules cellulaires telles que les

acides nucléiques, les lipides et les protéines.
1.3. Génotoxicité

1.3.1. Description générale

La stabilité génomique est d’importance primordiale pour la survie et le
fonctionnement correct de tout organisme. Toutefois des agents génotoxiques aux caracteres
électrophiles sont capables d’induire des dommages au génome en se liant a des sites
nucléophiles de I’ADN. La génotoxicité est donc la capacité des agents génotoxiques a induire
des dommages a I’ADN. Nous distinguons deux types de génotoxicité. La génotoxicité directe
faisant référence aux effets directs causés suite a l'interaction entre I'agent génotoxique a
caractere électrophile et I’ADN nucléophile. Parmi ces effets, la formation d’adduits, les
pontages, ou encore de cassures de I’ADN. D’autre part, lorsque les altérations ont lieu au

niveau de différents systemes intracellulaires tels que les systémes de réparation de I'ADN,

60



Partie 4 : Mécanismes cellulaires de toxicité des particules atmosphériques

les télomérases, ou encore le fuseau mitotique, elles sont considérées comme atteintes
indirectes a ’ADN. Nous parlons ainsi de la génotoxicité indirecte. Dans ce qui suit, seront
relatées certaines études axées sur l'implication des particules atmosphériques dans

I'observation d’effets génotoxiques.

1.3.2. Génotoxicité liée aux particules atmosphériques

Les particules fines sont capables d’entrainer divers dommages a I'ADN. Ces
dommages sont causés par certains métabolites générés suite a la biotransformation des
composés rentrant dans la composition des particules. Egalement, les espéces réactives issues
des composés organiques et des métaux ainsi que des mécanismes de stress oxydant et
d’activation métabolique sont capables d’interagir avec différentes macromolécules
cellulaires dont ’ADN. Ces interactions sont susceptibles de conduire a des Iésions du génome
gualifiées de lésions génotoxiques (Dergham et al., 2012; Gualtieri et al., 2012; Longhin et al.,

2013).

Suite a I'exposition aux particules fines plusieurs dommages a I’ADN ont été détectés
notamment les cassures de I'ADN, la formation des adduits, I'oxydation des bases, la
formation de sites abasiques et les pontages (Figure 1.12). Dans la suite, nous allons nous
concentrer sur deux dommages principaux testés au cours du projet de recherche : la

formation des adduits et les cassures doubles brin de I’ADN.
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Figure 1.12 : Les dommages a I’ADN causés par des sources endogénes et exogénes et les différentes
voies de réparations (Lépez-Otin et al., 2013).

1.3.2.1 Formation d’adduits a 'ADN

De nombreux xénobiotiques ou leurs métabolites sont capables de se fixer de maniere
covalente a des macromolécules cellulaires pour former des adduits. L'ADN est la
macromolécule cible la plus étudiée. La formation de ces adduits entraine des changements
structurels au niveau de I'ADN (une mauvaise reconnaissance de la base transformée ; une
mutageneése) perturbant sa fonction, et pouvant entrainer des pathologies tels que le cancer

et le vieillissement.

Le B[a]P est connu pour sa capacité a former des adduits encombrants a I’ADN. La
présence de ces adduits est un évenement important dans |'apparition de tumeurs via la
production de mutations dans des genes tels que le suppresseur de tumeur TP53. Suite a la
métabolisation du HAP, I'époxyde BPDE est un métabolite terminal extrémement réactif vis-
a-vis de ’ADN. L'anneau époxy est le site ayant la plus grande réactivité électrophile formant
alors le site préférentiel d’interaction covalente du BPDE avec des sites nucléophiles tels que
les bases puriques de I’ADN (lI’adénine et la guanine) formant des adduits. La métabolisation
du B[a]P peut également donner un catéchol qui subit deux oxydations conduisant a la

formation des quinones avec la production concomitante d’ERO. Ces quinones sont ainsi
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capables de former des adduits stables a I’ADN au niveau de la guanine, de la cytosine et de
I'adénine.

Les études épidémiologiques ont bien établi I'association entre I’exposition aux HAP et
la formation d’adduits. Une méta-analyse regroupant 13 études entre 1988 et 1997 a montré
une association entre le niveau des adduits dans les leucocytes et les lymphocytes et
I’exposition a la pollution atmosphérique avec le B[a]P comme indicateur d’exposition. La
relation établie est linéaire a de faibles doses de B[a]P et sublinéaire a fortes doses (Peluso et
al., 2001). Il a été montré aussi que la formation d’adduits était associée a I'exposition aux
PM1o, dans le cas d’'une étude mesurant les adduits dans les lymphocytes sanguins des

travailleurs exposés a la circulation pendant une période de 1-2 semaines (Palli et al., 2008).

Les études toxicologiques ont également élucidé cette association. En exposant in vitro
des lymphocytes non activés et des monocytes au B[a]P, il a été montré que les adduits sont
uniquement formés chez les monocytes. Toutefois, suite a I'activation des lymphocytes par la
phytohaemagglutinine pendant 48h, ces cellules ont montré un motif d’adduit similaire a celui
des monocytes. De plus, I’exposition de ces deux lignées cellulaires au BPDE, le métabolite du
B[a]P, conduit a des adduits d'ADN similaires dans les deux types de cellules (Holz et al., 1991).
Une étude récente a montré que l'exposition de Lt activés a 2uM de B[a]P pendant 48h
conduit a une induction significative du géne CYP1A1 impliqué dans la métabolisation du B[a]P
en BPDE et a la formation d’adduits dG-N2-BPDE (Liamin et al., 2017). Aprés exposition des
lymphocytes et des monocytes en co-culture au B[a]P, les adduits formées étaient semblables
a ceux des monocytes. Cette étude n’a pas seulement mis en évidence la relation entre
I’exposition au B[a]P et la formation d’adduits mais elle a aussi montré que les lymphocytes
non stimulés qui sont incapables d'activer des promutagenes métaboliques comme le B[a]P,
recoivent le matériel génotoxique d'autres cellules sanguines (telles que les monocytes) pour

former des adduits (Holz et al., 1991).

1.3.2.2 Cassures double brin de I’ADN

La cassure double brin (DNA Double Strand Breaks, DSB) est I'une des lésions de I’ADN
les plus graves qui compromettent I'intégrité génomique. Au cours de cette lésion, les deux

brins de la double hélice sont endommagés, ce qui empéche ['utilisation du brin
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complémentaire comme matrice pour la réparation. Ces cassures sont suffisantes pour induire

des mutations géniques et des aberrations chromosomiques.

Parmi les réponses cellulaires aux dommages a I’ADN, la phosphorylation du variant
H2A.X est la modification la plus caractérisée. H2A.X est un variant de remplacement de
I’histone H2A. Suite aux cassures doubles brins de I’ADN, une phosphorylation a lieu sur la
serine 139 (Ser139) de I'extrémité Carboxy-terminale (C-terminal) de H2A.X pour former la
gamma-H2A.X (yH2A.X ou p-H2A.X). H2A.X semble jouer un role important dans le processus
de réparation des DSB. La phosphorylation de I'histone est une étape clé pour la signalisation
et 'initiation de la réparation. Par la suite, plusieurs protéines de réparation de I’ADN sont
recrutées telles que la recombinase Rad51 et la X-ray repair cross-complementing protein 4
(XRCC4). Cette étape génére de nouveau une phosphorylation de H2A.X formant des foyers
de yH2A.X. Le nombre de foyers formés chez les cellules de mammiféres, correspond au

nombre des DSB. A la fin de la réparation, yH2A.X est déphosphorylée.

De nombreuses études in vitro se sont intéressées a la détection de yH2A.X pour
étudier le stress génotoxique et la réponse de plusieurs types cellulaires aux dommages a
I'ADN apres une exposition a des agents environnementaux tels que la fumée de cigarette
(Albino et al., 2004), les métaux lourds (Peterson-Roth et al., 2005), les HAP (Toyooka and
Ibuki, 2006) et les nitro-HAP (Kawanishi et al., 2009; Oya et al., 2011). Ces études ont monté

des augmentations du niveau de yH2A.X suite a I'exposition.

Concernant les études réalisées sur les PBMC et les lymphocytes, Ishida a observé une
augmentation du nombre de foyers de yH2A.X in vivo chez les PBMC des jeunes fumeurs en
comparant aux non-fumeurs. De plus, I'arrét du tabac pendant 1 mois a réduit les DSB et le
nombre de foyers de y-H2A.X a un niveau comparable a celui observé chez les non-fumeurs
(Ishida et al., 2014). Une étude a montré que les femmes exposées a la fumée issue de
I'utilisation des carburants a base de biomasse dans des cuisines mal ventilée ont un
pourcentage de PBMN présentant des foyers de yH2A.X multiplié par 6 par rapport aux

cellules des femmes utilisant le gaz de pétrole liquéfié comme carburant (Mondal et al., 2010).

Des études ex vivo, ont également montré une augmentation du niveau de y-H2AX lié
aux DSB dans les lymphocytes suite a I'exposition aux radiations ionisantes (Redon et al.,

2009), aux particules alpha (Horn et al., 2015) et aux rayons X (Horn et al., 2011). Une étude
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récente a montré une distinction significative des foyers yH2A.X caractéristiques des DSB chez
les Lt activés exposés pendant 48h a 2uM de B[a]P illustrant la capacité du B[a]P a causer des

dommages a I’ADN (Liamin et al., 2017).

Concernant I’exposition aux particules atmosphériques, plusieurs études figurent dans
la littérature. Une étude réalisée sur les A549 a montré une phosphorylation de H2A.X suite a
la formation des DSB apres exposition aux PM1o (Sanchez-Pérez et al., 2009). Une autre étude
effectuée sur des BEAS-2B a également montré une phosphorylation de H2A.X liée a
I’exposition aux PM2.s a Dunkerque (Lepers et al., 2014). A notre connaissance, aucune étude
ne s’est intéressée a rechercher cette phosphorylation au niveau des lymphocytes suite a
I’exposition aux particules atmosphériques. Les lymphocytes peuvent étre intéresssants
comme modele pour I'évaluation de yH2A.X 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 apres exposition et la
guantité limitée de sang nécessaire. Le recours aux lymphocytes comme modele minimise le
risque d'hétérogénéité intra-individuelle, car il est connu que les différences dans le niveau
d'expression des foyers yH2A.X entre les sous-populations de lymphocytes s’averent étre

minimes.

1.3.3. Réparation des lésions de ’ADN

Les cellules eucaryotes sont équipées d’un mécanisme sophistiqué de détection et de
réparation des dommages a I’ADN. Ces mécanismes regroupent des voies de réparation ainsi
gue des cascades de signalisation, des checkpoints, qui causent des pauses dans la progression
du cycle cellulaire et coordonnent la réparation de la lésion (Figure 1.12). Si elles ne sont pas
réparées ou si la réparation est erronée, les altérations de I’ADN peuvent conduire a
I'apparition de mutations au niveau des génes, des chromosomes ou du génome et augmenter

le risque de cancer.

1.3.3.1  Réparation des adduits

Les modifications covalentes liées a la formation des adduits ne sont pas réversibles
mais il existe un mécanisme de réparation de I’ADN. La réparation par excision de nucléotides

(Nucleotide Excision Repair, NER) prend en charge I’élimination de lésions volumineuses telles
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gue les adduits encombrants qui cause une distorsion de la double hélice. Il existe deux voies,
I’'une couplée a la transcription, la TC-NER (Transcription-Coupled NER) qui répare les lésions
au niveau des brins transcrits des genes actifs. La deuxieme est la GG-NER (Global Genome
NER) qui répare les lésions dans I'ensemble du génome (y compris les brins non transcrits et
les régions non codantes de I’ADN). Une fois le dommage identifié, les 2 voies se rejoignent et
font intervenir le facteur de transcription TFIIH dont les sous-unités ont une activité hélicase
et vont séparer les deux brins de I’ADN. Le brin endommagé va ensuite étre incisé de chaque
coté de la lésion. Ceci conduit a I’excision d’un fragment d’ADN simple brin de 25-30pb (paires
de bases) contenant la Iésion. La resynthése du brin excisé est assurée par I’ADN polymérase
6 ou €. La ligation du double brin d’ADN est enfin réalisée par la ligase I. Suite a la formation
d’adduits a I’ADN lié a I'exposition des Ly activés au B[a]P, une augmentation de I'expression
des genes associés a la réparation par excision de nucléotides tels que ERCC3, ERCC4, ERCC3,

RAD23B et SLK a été montrée (Liamin et al., 2017).

1.3.3.2  Réparation des cassures double-brin

Deux mécanismes de réparation des DSB sont activés selon plusieurs facteurs tels que
le type cellulaire, les phases du cycle cellulaire et la complexité de la cassure. La recombinaison
homologue (Homologous Recombination, HR) est une voie de réparation efficace et sans
erreur en utilisant la séquence homologue présente sur la chromatide sceur et faisant
intervenir plusieurs protéines. Cette recombinaison a lieu uniguement apres la réplication de
I’ADN c.a.d. lors des phases S ou G2 du cycle cellulaire. Le deuxiéme mécanisme correspond a
la religature d’extrémités non-homologues (Non-Homologous End Joining, NHEJ), une voie de
réparation a risque d’erreur. Elle consiste a lier les extrémités libres générant alors des
mutations. Une étude récente a montré que I'exposition des Lt activés au B[a]P pendant 48h
déclenche les mécanismes de réparation des DSB par recombinaison homologue. Cette voie
de réparation a été vérifié par I'augmentation de I'expression des facteurs de réparation par
HR (MRE11A, BRCA1, BRIP1 and BRCA2) sans exclure le fait qu’une partie des DSB générées

soit réparées par religature d’extrémités non-homologues (Liamin et al., 2017).
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1.4. Modifications épigénétiques, cas des microARN

A I'opposition des modifications génétiques (mutations) qui causent un changement
dans la séquence des génes aboutissant au changement de leur expression, les modifications
épigénétiques sont des changements moléculaires conduisant a une modification de
I’expression de genes sans en modifier la séquence. Ces modifications peuvent étre de
plusieurs ordres, la méthylation de I'ADN, les modifications post-traductionnelles des
histones, les complexes de remodelage de la chromatine et les ARNs non-codants. Dans cette

partie nous détaillerons uniquement le dernier mécanisme.

Les micro-ARN, ou miARN ou miR, sont des ARN courts (19-25 nucléotides) non codants
ayant un role important dans la régulation post-transcriptionelle de I'expression génique en
se liant a 'ARNm cible. Plus de 1000 miARN existent dans le génome humain, modulant
I'expression de 30 a 60% des génes codants pour les protéines (Friedman et al., 2009). Les
miARN sont impliqués dans le contréle des processus biologiques tels que le développement,
la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi que I'apoptose et la réponse au stress.
D’autre part, en régulant des genes suppresseurs de tumeurs et des oncogénes, les miARN

peuvent étre impliqués dans le développement du cancer (Kloosterman and Plasterk, 2006).

1.4.1. Biogenése et mode d’action des miARN

La biogenese des miARN a lieu en quatre étapes aboutissant a la formation d’'un miARN

mature capable d’exercer sa fonction de répression post-transcriptionnelle (Figure 1.13).

14.1.1 Transcription du miARN primaire

La premiere étape de formation d’'un miARN mature débute par la transcription du
géne codant pour le miARN. La majorité de ces génes sont localisés dans des régions non-
codantes de I’ADN et possedent leur propre systeme de transcription. Les transcrits primaires
du miARN (pri-miARN) sont transcrits sous I'action de I’ARN polymérase Il qui produit une
molécule d’ARN d’une centaine de nucléotides en forme d’épingle a cheveux ayant une coiffe

7-méthylguanosine en 5’ et une queue polyA en 3.
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1.4.1.2  Formation du pré-miARN

Les pri-miARN sont pris en charge par le complexe multi-protéique appelé «
microprocesseur » composé de I’'enzyme Drosha, une ribonucléase de type lll, associée a la
protéine de liaison a I’ARN double brin la DGCR8. L’enzyme clive le pri-miARN de maniere a
former un pré-miARN d’environ 70 nucléotides formant toujours une structure en épingle a

cheveux avec une extrémité 5’-phosphate et une 3’ libre de 2 nucléotides.

1.4.1.3  Export du pré-miARN vers le cytoplasme

Le pré-miARN généré dans le noyau est exporté dans le cytoplasme par I'exportin-5

(XPO5) qui reconnait le pré-miARN grace a son extrémité 3’ sortante.

1.4.1.4  Clivage du pré-miARN et libération du miARN

Dans le cytoplasme, le pré-miARN subit sa derniere étape de maturation qui consiste
en un clivage du pré-miARN par I'enzyme DICER, une ribonucléase de type Illl. Le miARN
résultant est un duplex de 21 nucléotides en moyenne formé d’un brin de miARN mature et

d’un autre brin de taille similaire issu du bras opposé du pré-miARN.

1.4.1.5  Mécanisme de régulation post-transcriptionelle

L'activité régulatrice des miARN est exercée au sein du complexe RISC (RNA-Induced
Silencing Complex). Le duplex formé dans les étapes précédentes s’associe avec le complexe
formé des protéines DICER-2, Argonaute (AGO 1-4), Trans-activation response RNA-Binding
Protein (TRBP) et Protein Activator of PKR (PACT). L’activité hélicase du complexe, avec I'aide
d’AGO, va aboutir a la dissociation des deux brins du miARN, en ne gardant que le brin
complémentaire de I’ARNm a cibler constituant le brin « guide » alors que 'autre brin sera

qualifié de brin « passager » et sera dégradé.

Le complexe RISC est ensuite guidé vers I’ARNm par le miARN qui se fixe au niveau de
la région 3’-UTR (Untranslated Regions) de ’ARNm cible auquel il est complémentaire. Ceci
aboutit a deux mécanismes d’action différents en fonction du niveau de complémentarité
entre les séquences du miARN et de I’ARNm. Une forte complémentarité conduit au clivage
de I'ARNm au niveau de I'appariement avec les nucléotides 10 et 11 du miARN, par I'activité

endoribonucléasique de RISC. Ago2 « slicer » est le seul membre de la famille des protéines
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Argonautes a posséder une fonction ribonucléase. Dans le cas d’'une complémentarité
’

imparfaite, la répression traductionnelle de ’ARNm a lieu par I’action de plusieurs RISC qui se
fixent au niveau de la région 3’UTR de I’ARN bloquant la traduction
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Figure I.13 : Biogenése et mode d'action des miARN (Vrijens et al., 2015)
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1.4.2. Effets des particules atmosphériques

Les profils d’expression des miARN ainsi que leurs susceptibilités envers I'exposition
environnementale est un domaine de recherche en expansion avec un petit nombre de
publications interrogeant ce mécanisme épigénétique. Suite a I'exposition aux particules
atmosphériques ou a leurs composants (COV, HAP, métaux), des modifications de I’expression
de nombreux miARN ont été enregistrées. Pour la suite, nous nous appuierons sur les études
réalisées sur les leucocytes notamment les lymphocytes afin d’illustrer les effets de

I’exposition aux particules et a leurs composants sur I’expression des miARN.

Une étude a mesuré la modification de I'expression du miARN dans les leucocytes des
femmes enceintes exposées aux COV (benzéne, toluene et xylene) présents dans la fumée de
cigarette. L'exposition maternelle a la fumée de tabac durant la grossesse est en corrélation
avec le niveau d'expression de miR-223 dans le sang. Les concentrations élevées de benzene
et de toluéne dans les maisons ont été associées a des concentrations plus élevées de miR-
223 dans le sang maternel. Une expression élevée de ce miR a été associée a un nombre faible
de Treg dans le sang (Herberth et al., 2014). Dans une étude transversale s’intéressant a
I'expression du miR-221 dans les lymphocytes des agents de station-service exposés au
benzéne, il a été montré que les niveaux de benzene et de I'expression du miR-221, un
oncogene potentiel, étaient plus élevés chez ces agents par rapport aux controles non
exposés, établissant alors une association significative entre le benzéne et le miR-221. Ceci a
permis de proposer une relation entre |’exposition au benzéne et I'élévation de I'expression

du miR-221 au niveau des lymphocytes humains (Hu et al., 2016).

Une étude s’est intéressée a I'expression de trois miARN (miR-222, miR-21 et miR-
146a) liés aux processus de stress oxydant et d’inflammation suite a I'exposition
professionnelle aux PMig riches en métaux (arsenic, fer, nickel, plomb, cadmium, chrome et
manganese). Les niveaux d’expression des miARN ont été déterminés dans les leucocytes de
63 travailleurs en aciérie avant et aprés exposition. L'expression des miR-222 et miR-21 a
significativement augmenté apres exposition suggérant que les changements dans
I'expression des miARN peuvent représenter un nouveau mécanisme qui intervient dans les

réponses aux PM et a ses composants métalliques (Bollati et al., 2010).
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Compte tenu de leur abondance dans le systéme cardiovasculaire, les miARN sanguins
sont étudiés en tant que biomarqueurs potentiels des maladies cardiovasculaires soutenant
la possibilité que la plupart des événements physiologiques et pathologiques dans le systéme
cardiovasculaire soient contrélés, au moins en partie, par les miARN. Une étude a ainsi prouvé
gue les miARN interviennent dans un mécanisme moléculaire qui sous-tend les effets liés a la
tension artérielle suite a I'exposition aux PM1o (Motta 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 peu invasif et

stable de la réponse cellulaire a I'exposition aux particules atmosphériques.

2. Mécanismes spécifiques au systéme immunitaire

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés, a une agression ayant pour origine physique, chimique ou biologique dans le but
de maintenir I'intégrité de I'organisme. La réponse inflammatoire est associée au systéme
immunitaire. Le déclenchement et le maintien de la réponse sont d{is a I'activation de tout un
ensemble de médiateurs cellulaires 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 médiateurs lipidiques de l'inflammation sont les produits terminaux du
métabolisme de I'acide arachidonique, tels que les prostaglandines (PG) et les leucotrienes
(LT) qui contribuent au recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire. Les
cytokines constituent une famille de médiateurs pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) et
immunorégulateurs (IL-10, TGF-B, IL-1ra) sécrétés par les cellules effectrices et qui
interviennent dans la régulation du processus inflammatoire. La balance entre les cytokines

pro- et anti-inflammatoires est la clé de la régulation de I'inflammation.
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2.1. Le déroulement de la réponse inflammatoire

Le déroulement d’une réponse inflammatoire présente toujours les mémes
mécanismes. Toutefois l'intensité, la durée ainsi que l'aspect lésionnel de la réponse
inflammatoire dépendent de la nature de I'agent pathogene, de I'organe ou I'inflammation se
déroule et du terrain physiologique de I’h6te. La réaction inflammatoire peut étre divisée en

trois étapes :

2.1.1. Reconnaissance de I’agent initiateur et déclenchement de la réaction

inflammatoire

Les agents initiateurs de linflammation peuvent étre physiques, chimiques ou
biologiques infectieux, endogenes ou exogenes. La reconnaissance de I'agent a lieu suite a
I'interaction entre les signaux de danger d’origine exogene, les motifs moléculaires associés
aux pathogénes (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) ou endogéne, les motifs
moléculaires associés aux dégats cellulaires (danger-associated molecular patterns, DAMPs).
Ces signaux de danger vont stimuler les récepteurs de I'immunité innée, les récépteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptors PRR) et activer la
phase aigle de I'inflammation. L'initiation passe principalement par I'activation du facteur de
transcription NF-kB, conduisant a 'augmentation des protéines pro-inflammatoires (TNF-a,
histamines, postaglandines, leucotrienes, sérotonines et le facteur d’activation plaquettaires

(Platelet Activation Factor, PAF).

2.1.2. Recrutement des cellules immunocompétentes, le passage relais entre

réponse innée et adaptative

Les signaux fortement pro-inflammatoires libérés suite a l'initiation de la réponse
inflammatoire, favorisent la vasodilatation et I'extravasion, les cytokines TNF-a et IL-1 et les
médiateurs lipidiques conduisent a la migration des leucocytes. Les premiers a arriver au
niveau du site inflammatoire sont les neutrophiles qui sécrétent des protéases et également
des ERO participant a la dénaturation des protéines et de I’ADN. Les neutrophiles ensuite
phagocytent les pathogénes. Les macrophages arrivent aprées les neutrophiles et mettent en

ceuvre les mémes mécanismes d’action ainsi que la phagocytose.
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Selon le type de I'infection, la réponse inflammatoire innée va pouvoir ou non éliminer
le pathogene. Une réponse spécifique est parfois nécessaire faisant intervenir la réponse
immunitaire adaptative grace au recrutement et I'activation des lymphocytes. Cette réponse
est une phase tardive pouvant étre humorale permettant grace aux anticorps produits par les
lymphocytes B de neutraliser I'agent infectieux, ou cellulaire faisant intervenir les
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 macrophages et les cellules dendritiques, qui
ayant capturé I'antigéne sont devenus des cellules présentatrices d’antigene. Ces cellules
migrent vers les organes lymphoides pour présenter les fragments antigéniques aux Lt
entrainant leur activation. Les CD8* exercent une fonction cytotoxique et éliminent les cellules
infectées. Leur implication dans les maladies inflammatoires n’est pas tres bien connue. Les
Lt CD4" jouent un role régulateur majeur dans la réponse immunitaire par la sécrétion de
cytokines spécifiques. Suite a I'activation, ces cellules naives proliférent et se différencient en
Ly effecteurs auxiliaires Th1, Th2 ou Th17. Les Thl induisent une réponse pro-inflammatoire
pour contrbler les pathogenes intracellulaires. Les Th2 se différencient et favorisent la
production d’'immunoglobulines contre les pathogénes extracellulaires. Ces cellules ont
également été associées a lI'asthme allergique. Les cellules Thl et Th2 produisent des
cytokines qui inhibent mutuellement l'activité et la prolifération de I'autre profil définissant
une balance Th1/Th2. Un troisieme profil regroupe les Th17. Leur profil de sécrétion
cytokinique les a placés au centre de I'inflammation tissulaire et de I'auto-immunité. lls jouent

également un role contre les infections bactériennes et fongiques.

2.1.3. Résolution de linflammation, retour a I’homéostasie ou passage a la

chronicité

Le retour a I’'homéostasie est assuré par de nombreux mécanismes mis en place afin
d’arréter la réponse inflammatoire en éliminant les éléments inducteurs de I'inflammation et
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
I'influx de neutrophiles et permettant le recrutement de monocytes afin de phagocyter les
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 neutrophiles. Les Treg jouent également un réle dans le contrdle
de I'inflammation en sécrétant des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) ou en entrant

en contact direct avec les Lt effecteurs ou les CPA.

Toutefois, dans certains cas comme par exemple la persistance de I'agent initiateur,
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 immunitaire a lieu.
L'inflammation chronique jouerait un réle important dans l'initiation, la progression et
I’aggravation de plusieurs pathologies cardiovasculaires telles que I'athérosclérose, I'accident
vasculaire cérébral et I'infarctus du myocarde. Cependant, les mécanismes expliquant ce lien
entre inflammation et maladies cardiovasculaires restent trés complexes et difficiles a

expliquer.

2.2 L’AhR régulateur de la réponse immunitaire

L'AhR joue un réle important dans le contréle de la réponse immunitaire adaptative. Il
est impliqué dans la prolifération et différenciation cellulaire ainsi que dans la production des
cytokines. Plusieurs génes liés a la réponse inflammatoire contiennent des domaines XRE en
amont de leur séquence ce qui peut contribuer a la régulation transcriptionelle de plusieurs

activités immunitaires suite a I’activation de I’AhR.

L'AhR est ainsi capable de réguler la différenciation des Thl7 et Treg. Dans
I’établissement du profil Th17, sa fonction varie selon le stade de différenciation. En stade
précoce, I’AhR exprimé en réponse a IL-6 et TGF-B limite I'effet inhibiteur d’IL-2 en bloquant
I'activation via la phosphorylation de STAT1 et STAT5. Quant au stade tardif, il se lie au
promoteur d’IL-17 et contribue a I'expression des cytokines IL-17, IL-21 et IL-22 (Figure 1.14a).
L’AhR intervient également dans le développement du profil Treg (Foxp3* Treg et Treg de type
1). Sous les conditions de polarisation des Lt en Foxp3* Treg, AhR interagit directement sur le
promoteur de Foxp3 induisant son expression. L’AhR augmente également I'expression de

SMAD1 aboutissant a la stabilisation de I’expression de Foxp3. Il limite aussi I'activité de STAT1
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connu pour son role dans l'inhibition de la différenciation en Treg. La différenciation en Treg
de type 1 fait également intervenir le facteur de transcription AhR en plus du facteur de
transcription, la c-maf. Ces deux forment le complexe AhR-c-maf qui se lie aux régions

promotrices d’IL-10 et d’IL-21 induisant la génération de ces cytokines (Figure 1.14b).
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Figure 1.14 : AhR au cours de la différenciation des Lren Th17 (a) et en Treg (b) (Nguyen et al., 2013).

2.3. Effet des particules atmosphériques

Le systéme immunitaire est une cible toxicologique sensible pour les xénobiotiques.
Les particules atmosphériques peuvent directement 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 illustrant les effets
de I'exposition a la pollution atmosphérique sur le systéme cardiovasculaire et le systeme
respiratoire. Une exposition a long terme aux particules atmosphériques peut causer une
inflammation et activer la réponse immunitaire humorale et cellulaire avec les effets les plus
importants causés par les PM;s. Une étude épidémiologique a montré une augmentation du
nombre de Lg, de Lt CD4*, de Lt CD8* et de NK suite a I’exposition aux PMig et PM3.s avec une
augmentation plus importante et plus significative aprés exposition aux PM; s (Leonardi et al.,

2000).
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La balance entre les profils lymphocytaires Thl et Th2 est importante pour réguler la
fonction immunologique et la réponse inflammatoire. Suite a I'exposition aux PM1o, une
réponse inflammatoire avec un profil mixte Th1/Th2 peut étre établie. Une induction du profil
Thl a été démontrée par I'augmentation des cytokines TNF-a et IFN-y. Au contraire, une
réponse inflammatoire allergique a été détectée lié a 'augmentation des cytokines du profil
Th2, IL-5 et IL-13 (Huang et al., 2017). Ces effets contradictoires tiennent au fait que les
particules forment un mélange hétérogene de composés pouvant favoriser la différenciation
vers un des deux profils. La différenciation des lymphocytes en Thl, connu pour la défense
contre les pathogénes intracellulaires et le LPS, est une réponse suite a I'exposition a la
composante microbienne des particules contenant une proportion d’endotoxine (Park et al.,
2011). D’autre part, I'induction du profil Th2 est assuré a travers une vois commune, le stress
oxydant. Le glutathion contribue a la différenciation des Lt en Thl en interférant dans la
production de I'lL-4. Le stress oxydant généré peut convertir le glutathion, en sa forme
oxydée. En plus, I'excés de stress oxydant cause une déficience en glutathion réduit ce qui
balance la réponse inflammatoire vers un profil Th2. Il a été montré que les particules fines

induisent le déséquilibre entre les deux profils au niveau transcriptionel.

Une étude s’est intéressée a déterminer si une exposition a court terme aux particules
fines par voie pulmonaire est capable de produire une réponse pro-inflammatoire détectable
au niveau des tissus cardiaques du rat. L’expression génique des facteurs de transcriptions des
deux profils ainsi que les niveaux des cytokines ont été mesurés. Suite a I'exposition, une
surexpression de STAT1, STAT6 et GATA-3, facteurs de transcription relatifs au profil Th2 a été
enregistré accompagné d’une diminution de I'expression de T-bet spécifique du profil Th1l.
Cette variation a montré que la déviation vers un certain profil a lieu au niveau transcriptionel
et qu’une exposition aux particules fines peut favoriser la différenciation des Lt en Th2. En
plus, la détection de I"'augmentation des cytokines du profil Th2 (IL-4, IL-3) et la diminution
des IFN-y dans le surnageant obtenu du myocarde du rat ainsi que I'augmentation du STAT1
lié al'apoptose suggere que le déséquilibre entre Th1 et Th2 peut contribuer a des défaillances
cardiaques. Le profil Th2 établi par les Lt sous-tend I'association démontré dans de
nombreuses études entre I'exposition aux particules et I'asthme (Saunders et al., 2010; Zhao

et al., 2012b).
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L'AhR fournit une voie moléculaire a travers laquelle les facteurs environnementaux
peuvent moduler la réponse immunitaire et, par conséquent, le développement de
dysfonctionnement a médiation immunitaire. Une étude mesurant le niveau d’expression
d’AhR dans différents profils lymphocytaires (Th1l, Th2 et Thl7) a montré que I'’AhR est
exprimé dans tous ces profils mais avec I'expression la plus importante au niveau des Th17
(Prigent et al., 2014). Suite a I'exposition in vitro a la fumée de cigarette connue pour la
présence des HAP, un profil Th17 avec une augmentation d’IL-22 ont été observés chez les Ly
primaires (Torii et al., 2011). L'augmentation de I'expression d’AhR liée a I'activation des Lt
ainsi que I'élévation du niveau d’expression des genes des EMX contrélés par I’AhR suggére
gue I'activation de I’AhR suite a la stimulation des Lt peut augmenter le pouvoir de ces cellules
a métaboliser les ligands de I’AhR dans le but de protéger les Lt en cours de prolifération

(Prigent et al., 2014).

3. Interactions entre les différents mécanismes cellulaires

3.1. Epigénétique - inflammation

Des liens ont été établis entre la variation de I'expression de certains miARN et la
régulation de la différenciation des cellules immunitaires telles que les Lt auxiliaires CD4*
(Monticelli, 2013). Il a été montré que le miR-24 et miR-181 sont sous-exprimés suite a
I’activation des CD4* par anti-CD3/CD28 qui aboutit a la surexpression de la cytokine IFN-y
(Fayyad-Kazan et al., 2014).

Il est de plus en plus évident que les expositions environnementales, en particulier la
fumée du tabac, induisent des changements épigénétiques, tels que la méthylation de I’ADN,
les modifications d’histone et les altérations de I'expression des miARN. Ces changements
affectent la différentiation des cellules épithéliales et immunitaires. Les miARN peuvent
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
(O’Connell et al., 2012). L’étude de Herberth sur I'exposition des femmes enceintes aux COV

présents dans la fumée de cigarette a montré une corrélation entre I'augmentation de
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I’expression du miARN-223 et la diminution du nombre de Treg dans le sang maternel et

placentaire suite a I'exposition des femmes au tabac (Herberth et al., 2014).

3.2 Stress oxydant — inflammation

Les ERO jouent un réle dans chacune des deux réponses immunitaires. Suite a la
liaison des PAMP et DAMP sur les récepteurs spécifiques (par exemple Toll like Receptor,
TLR), une augmentation des ERO est assurée via I'activité de la NADPH oxydase ou la
mitochondrie. Ces ERO sont nécessaires pour la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B, IFN-y, TNF-B) impliquées dans la réponse inflammatoire. Quant a
leurs rbles dans la réponse adaptative, une étude in vitro a montré que le traitement de
Lt primaires stimulés par des antioxydants, inhibe leur prolifération ainsi que la production
d’IL-2 (Chaudhri et al., 1986). La signalisation du TCR nécessite la génération des ERO. Ces
espéces interviennent également dans la balance Th1/Th2 ol une élévation de la
concentration des ERO, observée dans le cas d’un stress oxydant, diminue le nombre de
Lt Thl et augmente le nombre de Th2. Ce phénomene élucide le réle du stress oxydant
dans la régulation positive de I'inflammation causée par le profil Th2, aggravant ainsi la

sévérité des maladies allergiques (Kesarwani et al., 2013).

La réponse inflammatoire dépend du niveau des ERO. Une quantité treés faible
d’ERO peut causer une immunosuppression en inhibant I'activation de la réponse
inflammatoire. Un niveau faible de ces espéces maintient et améliore la réponse du
systéme immunitaire tandis qu’une élévation importante cause une augmentation de la
sécrétion des cytokines proinflammatoires et peut contribuer au développement de

maladies auto-immunes.

3.3. Stress oxydant - activation métabolique — génotoxicité

Le stress oxydant ainsi que I'activation métabolique peuvent influencer les effets
génotoxiques. A titre d’exemple, I'effet du polymorphisme génétique de la catalase (CAT),
enzyme antioxydante et du CYP1B1 impliqués dans la métabolisation des HAP, sur la
formation d’adduits a 'ADN a été étudié sur les lymphocytes sanguins exposés ex vivo au

B[a]P. Une corrélation a été observée entre les niveaux d’expression des genes CAT et CYP1B1.
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Il a été montré que le polymorphisme génétique dans la région promotrice de CAT peut
déterminer la quantité et I'activité de la catalase, qui peut ensuite réguler I'expression du
CYP1B1 modulant ainsi les niveaux d'adduits des métabolites du B[a]P a I'ADN dans les

lymphocytes (Schults et al., 2013).

Vieillissement et modifications des mécanismes cellulaires

Il est concevable que le vieillissement soit un processus dégénératif causé par une
combinaison de sous-produits toxiques issus du métabolisme normal, tels que les espéeces
réactives d'oxygene, les imperfections dans les systemes qui sont normalement capables de

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

Bien que le vieillissement ne soit pas considéré comme une maladie par lui-méme, il
entraine des pertes de fonction et rend I'organisme plus vulnérable a beaucoup de maladies
comme le cancer, les maladies cardiaques, neurodégénératives et le diabéte. Le taux de
cancer augmente avec I'age avec une incidence de 12-36 fois plus élevée chez les individus
agés de plus que 65 ans par rapport aux individus de 25-44 ans et de 2-3 fois plus que celle
des individus de 45-64 ans. 70% des cas de mortalité par cancer sont retrouvés chez les

personnes agées de plus de 65 ans.

1. Mécanismes non spécifiques au systéme immunitaire

1.1. Métabolisation

Peu d’études se sont intéressées a linfluence de I'dge sur le processus de
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
cytochromes P450, n‘ont pas subi de diminution de leur activité dans les microsomes
hépatiques en fonction de I’dge (Hunt et al., 1990; Schmucker et al., 1990). Egalement la phase
Il de métabolisation est bien préservée avec I’'age ou il a été montré que I'adge, a lui seul, ne

cause pas de baisse de I'activité des enzymes de cette phase (Herd et al., 1991). Toutefois, il
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est important de noter que le métabolisme pourrait étre réduit chez les personnes dgées

fragiles ou malades.

A notre connaissance, il n’existe pas d’études s’intéressant a I'influence de I'dge sur la

métabolisation des composés entrant dans la composition des particules atmosphériques.

1.2 Stress oxydant

La théorie du vieillissement par les radicaux libres, proposée par Harman, pose la
guestion de la contribution des ERO au vieillissement a travers leur réactivité envers les
macromolécules en particulier au niveau de la mitochondrie (Harman, 1956). Une
mitochondrie endommagée est capable de produire des quantités accrues d’ERO, affectant

ainsi les fonctions cellulaires.

Les espéces réactives de I'oxygene endommagent arbitrairement les macromolécules
dans la zone ou elles sont produites, menant, dans de nombreux cas, a la mort de la cellule
par apoptose. Le mécanisme de protection contre le stress oxydant semble étre perturbé par
le vieillissement. Il a ainsi été reporté que I'activité de la SOD diminue chez les personnes
agées. En revanche, I'activité de la catalase et de la glutathion peroxydase augmente avec
I’age, ce qui pourrait refléter une réponse compensatoire aux niveaux basals extrémement

élevés d’ERO dans les cellules des individus agés (Kedziora-Kornatowska et al., 2007).

Une étude mesurant le stress oxydant suite a I'exposition des jeunes enfants et des
personnes agées aux PM2s a montré que les personnes agées sont les plus susceptibles au
stress oxydatif ce qui pourrait expliquer le mécanisme des effets néfastes sur la santé tels que
les maladies cardiovasculaires ou respiratoires observées suite a I’exposition aux PM3s, en

particulier chez les personnes agées (Kim et al., 2009).

Toutefois, des observations récentes ont montré qu’une augmentation des ERO n’est
pas forcement néfaste pour le cycle de vie. Une légére augmentation de ces espéces peut
activer les réponses cellulaires augmentant ainsi les voies de signalisation. Cependant, un
niveau élevé des ERO pourrait hyper-activer les voies de signalisation favorisant le
développement d’inflammation, de cancer ou de mort cellulaire conduisant a I'accélération

du vieillissement (Schieber and Chandel, 2014).
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1.3. Génotoxicité

L'augmentation des dommages aux macromolécules, notamment I’ADN, est un
élément marquant dans le processus du vieillissement. En raison de son réle important, I’ADN
a longtemps été considéré comme une cible majeure des dommages cellulaires liés a I'age et
des dommages a I’ADN, cause potentielle du vieillissement. La majorité de ces dommages sont
réparés rapidement. lls ne seraient donc pas capables de déclencher le processus de
vieillissement. Cependant, certaines lésions trés néfastes et persistantes en trés faibles
guantités telles que les DSB, peuvent représenter une menace considérable pour la cellule et

I'organisme.

Les études ont montré que les foyers yH2A.X caractéristiques des DSB, sont trés
persistants et augmentent en nombre avec |'age. Cela a été démontré au niveau du nombre
de foyers dans les lymphocytes (Sedelnikova et al., 2008) ainsi que I'expression génique et
protéique de la yH2A.X dans les PBMC des personnes agées (Noren Hooten et al., 2010) ce qui
a suggéré la présence de cette modification d’histone dans le processus de vieillissement.
L'augmentation de yH2A.X n’est pas la cause d’un probleme de déphosphorylation (White et
al., 2015) ; elle montre que la réparation des DSB par la cellule est plus difficile avec I'adge ce
qui explique leur accumulation au cours du temps. Cela a été prouvé par la diminution de la
capacité des cellules a détecter et a réparer les dommages a I’ADN avec I'age. Les deux
mécanismes de recombinaison homologue (HR) et de religature d’extrémités non-
homologues (NHEJ) impliqués dans la réparation des DSB ont tendance a diminuer avec |’age.
Puisque la réparation par HR dépend de la réplication de I’ADN (phases S et G;), une
diminution de la réparation peut indiquer une diminution de la prolifération cellulaire dans

les tissus en cours de vieillissement en raison de la senescence cellulaire (Wang et al., 2009).

Jusqu’a présent, aucune étude ne s’est intéressée aux dommages a I’ADN des

lymphocytes chez les personnes agées suite a I’'exposition aux particules atmosphériques.
1.4. Epigénétique

Les connaissances sur le role des miARN au cours du vieillissement sont limitées. Une

étude a mis en évidence des changements au niveau de I'expression des miARN avec I'age. 32
81



Partie 4 : Mécanismes cellulaires de toxicité des particules atmosphériques

MiARN ont été testés chez les PBMC des jeunes (30 ans) et des personnes agées (64 ans). Une
sous expression a été notée chez les personnes agées pour 9 de ces miARN (miR-103, miR-
107, miR-128, miR-130a, miR-155, miR-24, miR-221, miR-496, miR-1538). Parmi ces miARN, 5

sont impliqués dans la pathogenése du cancer (Hooten et al., 2010).

Peu d'études ont concerné les changements dans I'expression des miARN en réponse
a des facteurs de stress environnementaux, y compris les particules atmosphériques. A notre
connaissance, une seule étude s’est intéressée a la variation de I'expression des miARN suite
a I'exposition de personnes agées aux particules. Au cours de cette étude épidémiologique, le
niveau d’expression des miARN a été mesuré dans les leucocytes sanguins provenant de 153
hommes agés. Il a été montré que suite a I'exposition aux particules fines notamment celles
liées au trafic routier, une régulation négative des microARN (miR-126, -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'inflammation, le dysfonctionnement

endothéliale et la coagulation) chez les hommes agés (Fossati et al., 2014).

2. Mécanismes spécifiques au systéme immunitaire

L'immunosénescence fait référence au vieillissement physiologique du systeme
immunitaire lors duquel certaines fonctions immunitaires sont réduites alors que d’autres
sont conservées et méme augmentées. L'immunosénescence contribue non seulement a
I'augmentation de la susceptibilité des personnes agées aux maladies infectieuses et a la
diminution de la qualité de la réponse vaccinale, mais également a I'augmentation de
I'incidence avec I’dge des maladies auto-immunes, des cancers, de |'ostéoporose, de certaines

maladies neurodégénératives et du diabéte.

L'« Inflamm-aging » est un état chronique d’inflammation légére accompagnant le
processus de vieillissement et caractérisé par une augmentation des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1) et des biomarqueurs de la phase aigué d’inflammation (la
protéine C réactive, CRP). Ce phénomeéne a été associé a une élévation de la morbidité et

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

absence d’infection pouvant produire a long terme une inflammation chronique.

Le phénomene d’immunosénescence est un remodelage complexe causant des
altérations au niveau des cellules souches hématopoiétiques ainsi que des cellules de

I'immunité innée et adaptative.

2.1. Changement au niveau des cellules hématopoiétiques et

involution thymique causés par le vieillissement

Le compartiment des cellules souches hématopoiétiques (CSH) est modulé
négativement avec I’age en subissant des changements au niveau de ses fonctions. La matrice
de la moelle osseuse subit des changements au niveau de la structure notamment une
diminution des cellules stromales avec I'age. La composition du compartiment
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
de leur capacité a s’orienter vers la lignée lymphoide alors que le potentiel myéloide est

augmenté.

L'involution thymique fait référence a une décroissance progressive, liée a I'age, du
thymus de 3% par an a compter de la puberté. Morphologiquement, cela correspond au
remplacement des cellules épithéliales thymiques par des cellules adipeuses. Une réduction
de la thymopoiése, accompagnée de la diminution de production de thymocytes, est associée
a 'involution du thymus. Ce processus est véhiculé par la régulation positive des cytokines
thymo-suppressives (IL-6) et la diminution de la production d’IL-7 important pour la
thymopoiése. L'involution thymique est la cause de la réduction progressive des Lt naifs avec
I’age. Chez les jeunes 50% des Ly sont des Ly naifs, ce pourcentage baisse a 35% chez les
personnes agées. Cette réduction d’export de Lt naifs est observée au niveau des Lt
cytotoxiques CD8* plus que pour les auxiliaires CD4*. A 70 ans les Ly naifs CD8* forment ainsi
seulement 10% de la population totale de CD8+ contrairement aux CD4* (40%) (Fagnoni et al.,

2000). Cette atrophie de thymus est une cause majeure de déclin des compétences

83



Partie 4 : Mécanismes cellulaires de toxicité des particules atmosphériques

immunitaires avec le vieillissement. Afin de maintenir I'intégrité et la diversité du pool de Lt

périphériques, des mécanismes homéostasiques préservent les Lt naifs et les Lta mémoire.

2.2. Immunité innée et vieillissement

Le pouvoir fonctionnel des cellules de I'immunité innée diminue avec I'age (Figure

1.15).

Les neutrophiles subissent des déficiences fonctionnelles traduites par la réduction de
leurs capacités phagocytaires et de leur chimiotactisme ainsi que de I'augmentation de la
production de I'anion superoxyde. De plus, I'expression et la fonction des récepteurs de
surface (Toll like receptor, TLR), ainsi que I'expression des molécules de surface (CMH classe

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

Le nombre de macrophages sanguins n’est pas modifié au cours du vieillissement
cependant leurs activités phagocytaires et leurs production d’ERO sont diminuées. Une
diminution du niveau de cytokines générées par ces cellules (IL-1, IL-6, TNF-a) est observée.

L’expression des molécules CMH-II est altérée avec I'age.

Les cellules dendritiques semblent étre affectées par le vieillissement au niveau de leur
distribution et leur capacité a migrer. Des changements dans les signaux de co-stimulation
entre ces cellules et les lymphocytes T sont également liés a I'age. Ceci peut contribuer au

déficit cellulaire en Lt au cours de I'immunosénescence.

L’activité cytotoxique des cellules NK diminue avec I'age notamment a cause d’une
défaillance dans la sécrétion de perforine et une polarisation défective des granules vers la

synapse immunologique. La production de I'lL-2, IFN-y, TNF-a et IL-12 diminue avec |'age.
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Figure 1.15 : Synthese des changements liés a I’dge au niveau de I'immunité innée (Bauer and Fuente,

2016).
2.3. Immunité adaptative et vieillissement
Les changements liés a I'age affectent les deux lignées lymphocytaires T et B (Figure
1.16).

2.3.1. Changement au niveau des Lt

Accompagnant la baisse du nombre de Lt naifs causée par I'involution du thymus, des
changements phénotypiques et fonctionnels au niveau des CD4* et CD8* sont également liés

au vieillissement.

Durant une réponse immunitaire, ou méme en cas de besoin de réapprovisionnement
en Lr lié au vieillissement, les Lt subissent des proliférations. Suite a plusieurs cycles de
division, les Lt sont atteints de « sénescence réplicative », un arrét essentiellement irréversible

de la prolifération cellulaire et restent alors bloqués dans un plateau d’arrét de croissance
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appelé « plateau de senescence réplicative » ou « plateau de Hayflick ». Les cellules sont
anergiques, résistantes a I'apoptose et ont des télomeéres plus courts en raison de |I'absence
graduelle de la télomérase au fur et a mesure des divisions. Avec cette senescence cellulaire,
I'expression du TCR est maintenue. Toutefois les CD4* et CD8* perdent I'expression des
molécules de co-stimulation CD28 et CD27 aboutissant a un changement phénotypique. Une
accumulation de Ly fortement différenciés CD27°/CD28 présentant des caractéristiques de
cellules effectrices a lieu. Ces cellules sécrétent des cytokines inflammatoires (IFN-y, TNF-a)
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 Lr de s’activer
indépendamment du TCR. Ces changements ont tendance a affecter les CD8* plus que les CD4*

ce qui suggere la soumission des CD4* a des mécanismes homéostatiques plus séveére.

Chez les adultes le ratio CD4/CD8 est d’environ 2 : 1. Un risque de faible immunité a
été attribué aux personnes ayant le ratio CD4/CD8 inversé (<1). Ce profil immunitaire observé
chez les personnes agées est associé a 'augmentation de mortalité et de morbidité liées a
I'age.

Concernant les profils lymphocytaires, les Lt ont une faible expression des facteurs de
transcription des profils Thl (T-bet), Th2 (GATA-3) et Th17 (RORyt). Toutefois, une expansion

de Treg (Foxp3™) a lieu.

2.3.2. Changement au niveau des Lg
Des détériorations majeures affectent les Lg au cours du vieillissement.

En raison de la capacité affaiblie des CSH a produire de nouveaux Lg, le nombre de Lsg
naifs diminue, réduisant la capacité de réagir face a un nouvel antigéne. Cela est accompagné

d’une augmentation du nombre de Lga mémoire résistants a I'apoptose.

Des changements au niveau de la production d’anticorps sont également liés a I'age.
Suite a la rencontre d’un antigéne, la réponse est lente chez les personnes agées. Une
diminution du pouvoir d’expansion clonale des Lg en corrélation avec un faible nombre
d’anticorps circulants suite a la rencontre d’un antigéne connu est observée. Il faut également
noter une faible diversité des réponses anticorps et le passage d’une réponse de haute affinité

contre I'antigéne a une réponse de faible affinité. Des perturbations de collaboration entre Lsg
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et Lt sont observées chez les personnes agées. La diminution de la production d’IL-2 avec I'age

peut favoriser la baisse de coopération des Lrdans la production des anticorps des Lg.
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Figure 1.16 : Synthése des changements liés a I’dge au niveau de I'immunité adaptative (Bauer and

Fuente, 2016).

3. Interactions entre les différents mécanismes cellulaires

Aucun mécanisme seul n’est capable d’expliquer tous les aspects du vieillissement. Des
processus multiples contribuent a ce phénomeéne. Les mécanismes a contribution majeure

sont le stress oxydant et I'inflammation a la base de I’'hypothése de I« oxi-inflamm-ageing ».

L'inflammation et I'oxydation sont deux processus interconnectés. Les cellules
immunitaires produisent des ERO qui en activant NF-kB sur-expriment les génes pro-

inflammatoires permettant aux cellules d’exercer leurs fonctions défensives. La surexpression
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de ces espéces est capable d’induire une réponse inflammatoire. Une perte d’homéostasie est
liée a I'age. Elle est traduite par une diminution de I’équilibre entre les ERO et les défenses
antioxydantes aboutissant a un stress oxydant chronique. Ce stress est également
accompagné de l'altération de I'équilibre entre pro- et anti-inflammation, causant une
inflammation chronique. Ces deux stress observés au cours du vieillissement affectent toutes
les cellules de I'organisme et en particulier les celles des systemes homéostatiques tels que le

systéme nerveux, endocrinien et immunitaire causant des altérations de leurs fonctions.
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Partie 5 : Biomarqueurs suite a I’exposition a la pollution

atmosphérique

Le terme « biomarqueur » ou « marqueur biologique » est de plus en plus utilisé dans
différents domaines d’application aussi bien au cours des études toxicologiques que dans le

développement pharmaceutique et la médecine clinique.

Selon le National Institute of Health (NIH), un biomarqueur est « une caractéristique
qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus biologiques
normaux, de processus pathogenes ou de réponses pharmacologiques a une intervention
thérapeutique » (Biomarkers Definitions Working Group., 2001). D’aprés |’organisation
Mondiale de la Santé (OMS), « un biomarqueur fait référence a toute substance, structure ou
procédé qui peut étre mesuré dans le corps ou ses produits et influencer ou prédire I'incidence
du résultat ou de la maladie » (WHO, 2001). Une définition plus large fait allusion non
seulement a I'incidence et au résultat de la maladie mais aussi aux effets des traitements, des
interventions et méme de I'exposition environnementale non intentionnelle, par exemple aux
produits chimiques ou nutriments. Le biomarqueur correspond 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, ou correspondre a une interaction moléculaire » (WHO,

1993).

En toxicologie, les biomarqueurs sont utiles pour la détection précoce des
changements liés aux maladies ou a I'exposition aux xénobiotiques via I'étude du mode
d’action ou des mécanismes de toxicité. lls sont également utilisés dans I’évaluation de la
relation dose-réponse et dans I’étude des corrélations des différentes étapes des processus
liés a la toxicité. Les biomarqueurs conviennent aussi pour |'évaluation de la variabilité
individuelle humaine dans la sensibilité ou la susceptibilité aux xénobiotiques. De ce fait, la

mesure d’'un biomarqueur aide a I'amélioration de I'identification des dangers.
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Les biomargueurs peuvent étre classés en fonction des approches utilisées pour les
identifiés (approche génomique, protéomique et métabolomique). Ils peuvent aussi étre
répartis sous trois types selon leurs utilités (biomarqueurs d’exposition, d’effet ou de

susceptibilité).

1. Classification des biomarqueurs moléculaires

Les biomarqueurs moléculaires ont été découverts en utilisant les technologies
« omique » (génomiques, protéomiques, métabolomiques). Ces biomarqueurs recoivent une
grande attention grace aux connaissances qu'ils peuvent apporter sur les processus

fondamentaux de lésions et de mort cellulaire.

1.1. Approche génomique d’identification des biomarqueurs

La génomique, I'analyse du génome, permet d’étudier les réponses altérées des génes
suite aux stimuli chimiques ou physiques. Cette approche est bien développée et les
techniques utilisées peuvent détecter les réponses biologiques des cellules au niveau du
génome. Les biomarqueurs identifiés par cette approche sont des mesures des modifications
d’un génotype ou d’une expression d’un gene spécifique. Ces mesures sont caractéristiques

d’un processus biologique, pathogénique ou d’'une réponse a une intervention thérapeutique.

Les puces a ADN permettent de suivre le profil d’expression de centaines de genes en
parallele. A partir de I’ARNm, une retro-transcription permet d’obtenir un ADN
complémentaire qui sera mis en contact avec des sondes d’ADN simple brins connues en des
endroits précis de la puce. Une hybridation entre la sonde d’ADN et ’'ADN complémentaire
peut avoir lieu et étre quantifier par la suite. Pour valider un biomarqueur, la RT-PCR reste a
ce jour la technique la plus sensible pour détecter et doser de faibles quantités d’ARNm. |l est
important de noter que pour l'analyse des données générées par ces techniques, la

bioinformatique et les biostatistiques sont indispensables.
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1.2 Approche protéomiques d’identification des biomarqueurs

La protéomique étudie les variations des taux d’expression des différentes protéines
en fonction du temps, de I’environnement de la cellule, de son état de développement, de son
état physiologique et pathologique et de I'espéce d'origine. Les biomarqueurs déterminé par
cette approche examinent les changements dans les protéines issues des produits génétiques

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

Différentes techniques sont disponibles pour identifier, doser et mesurer I'activité
d’une protéine telle que le gel d’électrophorése bidimensionnelle, le spectrométre de masse

ainsi que les techniques d'immunodosage (puces protéiques).

1.3. Approche métabolomiques d’identification des biomarqueurs

La métabolomique consiste a établir le profil d’expression des métabolites endogenes

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

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

des biomarqueurs.

2. Différents types de biomarqueurs

Les biomarqueurs sont utilisés pour évaluer I’exposition a un xénobiotique, les effets
dus a cette exposition et la susceptibilité des individus. On distingue alors trois types de

biomarqueurs :
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2.1. Biomarqueurs d’exposition

Ces marqueurs indiquent qu’une exposition a un composé a eu lieu par la mesure dans
I'organisme de ce composé, de son métabolite ou du produit de l'interaction entre le
xénobiotique et la molécule ou la cellule cible (formation d’adduits a ’ADN et aux protéines).
La présence de ce type de biomarqueurs indique seulement qu’une exposition a eu lieu mais
ne dévoile pas la pertinence biologique telle que la présence d’effets indésirables ou de

maladie.

Ces biomarqueurs peuvent étre des « biomarqueurs de dose interne » permettant
d’estimer la quantité de polluants présents ou I'un de ses métabolites dans I'organisme de
I'individu exposé ou des « biomarqueurs de dose biologique active », ceux sont les produits
d’interaction entre les xénobiotiques et les macromolécules cellulaires permettant d’estimer

la quantité du polluant (ou d’un de ses métabolites) présente au site d’action.

Parmi les différents types, les biomarqueurs d’exposition ont été largement utilisés. La
mesure des composés dans les matrices biologiques comme le plomb et la dioxine dans le
sang, le mercure dans les cheveux et le cadmium dans I'urine montrent que les substances
chimiques sont présentes au niveau de |'organisme mais n’indiquent pas I'implication
toxicologique de ces composés. Suite a I'exposition aux HAP, des biomarqueurs tels que la
mesure des adduits a I’ADN et aux protéines notamment ’lhémoglobine ainsi que la recherche
des métabolites dans I'urine ont été proposés dans plusieurs études. Toutefois la préférence
reste pour la technique non invasive de collection d’échantillons. La détection dans |'urine du
1-hydroxypyrene (1-OHP), un métabolite du pyréne, est un biomarqueur validé indicateur
d’une exposition aux HAP (Kl6slova et al., 2016). Aprés I’exposition a la fumée de cigarette, la
nicotine n'est pas indiguée comme biomarqueur vue gqu’elle est largement biotransformée en
plusieurs métabolites et présente une demi-vie courte (1-2h). Toutefois, la cotinine, un
métabolite majeur de la nicotine, est retrouvée dans le sang et I'urine et présente une demi-
vie biologique de 16 a 18 heures (Benowitz et al., 2009). Cependant, il s’avere intéressant de
doser la cotinine du fait qu'il est le métabolite de nicotine le plus abondant, la cotinine
apparait ainsi comme le biomarqueur idéal 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 nouveau-nés (Avila-Tang et al., 2013).
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2.2. Biomarqueurs d’effet

lIs font références aux altérations mesurables au niveau de I'organe cible qu’elles
soient biochimiques, physiologiques ou comportementales. Ces biomarqueurs peuvent
parfois étre associés a des déficiences de santé et a des maladies établies ou pouvant I'étre.
Ces biomarqueurs sont également nommés biomarqueurs de réponse étant donné qu’ils
indiquent la réponse de l'individu a I'exposition a des substances chimiques ou suite a un
traitement. Cette réponse est montrée par les niveaux d’expression des génes, la fonction des

geénes, les altérations des miARN, etc.

Suite a I'exposition aux particules atmosphériques, des biomarqueurs potentiels liés
aux maladies respiratoires ont été proposés tels que les genes CYP1A1 et OGG1 impliqués
dans les processus de stress oxydatif et de I'inflammation et liés spécifiquement au cancer des
poumons et a I'asthme. Nous pouvons également citer un biomarqueur indicatif du dommage
a 'ADN, le 8-OHdG, causé par le stress oxydant pouvant étre induit par les métaux entrant

dans la composition des particules (Kim et al., 2017a).

Les mutations des génes spécifiques sont les seuls biomarqueurs d’effet a long terme
caractéristiques d’une exposition passée. La mutation du géne suppresseur de tumeur TP53,

est spécifique aux mutations directement associées a la cancérogenese (IARC, 2017).

2.3. Biomarqueurs de susceptibilité

Les biomarqueurs de susceptibilité sont des indicateurs de la capacité inhérente ou
acquise d'un organisme a répondre a I'exposition a une substance xénobiotique spécifique. Ce

type de biomarqueurs est le moins bien compris.

La détermination de ces biomarqueurs prend en considération les facteurs influengant
la cinétigue du xénobiotique (son absorption, sa distribution, sa métabolisation et son
excrétion) ainsi que sa dynamique (ses effets biologiques). Les différences génétiques dans
I'expression des genes codants les enzymes de métabolisation peuvent étre une source

majeure de la variation de susceptibilité observée entre les individus. Plusieurs enzymes de
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métabolisation sont polymorphes chez ’'homme tel que les cytochromes CYP1A1, CYP1A2,
CYP2A6, CYP2D6, CYP2E1 et également la glutathionne S-transférase GST, la GSTML1 et la
GSTT1.

Les biomarqueurs sont prometteurs pour la détection précoce des effets des
xénobiotiques. Pour ce faire, des études de validation sont nécessaires pour que les

biomarqueurs atteignent leur potentiel prédictif complet.

3. Lavalidation des biomarqueurs : une étape critique

La validité est une caractéristique complexe qui décrit dans quelle mesure un
biomarqueur reflete un événement spécifique (exposition, effet, susceptibilité) dans un
systéme biologique. Il est admis que les marqueurs biologiques validés peuvent apporter une
contribution importante a la recherche toxicologique et épidémiologique et également a

I’évaluation du risque.

La recherche de biomarqueurs fait inclure presque toute mesure reflétant une
interaction entre un systéeme biologique et un agent environnemental tel qu’un xénobiotique.
Toutefois pour étre validé, les biomarqueurs devraient respecter certains criteres. Un

biomarqueur doit étre :

Robuste et persistant, capable d’étre détecté le plus longtemps possible dans la
matrice biologique utilisée (cellule, sang, urine...).

Non invasif / accessible, facile a collecter en utilisant des procédures non ou peu-
invasives telles que les préléevements sanguins, les échantillons urinaires, les
condensats d’air exhalé ou les sputa.

Spécifique, lié a I'effet cherché. Suite a I'exposition a la pollution atmosphérique, le
biomarqueur doit indiquer une exposition ou un effet en lien avec la pollution.
Sensible.

Représentatif de mécanismes biochimiques et des expositions a des doses réalistes.

Suite a la découverte d’'un biomarqueur, la technique utilisée pour sa détermination
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'intérét. Afin
d’adapter une méthodologie validée, plusieurs parametres doivent étre vérifiés ; la méthode

doit étre sensible, sélective, précise, exacte, reproductible et stable (Kollipara et al., 2011).

Les biomarqueurs sont des outils indispensables pour prévenir les maladies induites
par l'environnement. L'incidence croissante de ['exposition humaine aux polluants
environnementaux nécessite l'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. Les modifications observées suite a I’exposition
peuvent étre liés a la présence des composés présents au sein de la pollution atmosphérique
mais aussi par leur pénétration dans I'organisme par d’autres voies comme le tabagisme. Il
convient également de noter que 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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Problématique et objectifs

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
pollution atmosphérique sur la santé de I’homme. Parmi les polluants de I'air extérieur, les
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 pénetrent profondément dans le systeme respiratoire ou
les plus fines d’entre elles sont capables de se retrouver au niveau des alvéoles et méme au
niveau de la circulation sanguine. Les systemes les plus affectés suite a une exposition aigué
ou chronique sont ainsi le systéeme respiratoire et le systeme cardiovasculaire. Différentes
études épidémiologiques ont établi un lien de causalité entre I'exposition aux particules,
notamment les particules fines, et I'augmentation du risque de mortalité et morbidité par

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 « points noirs environnementaux ». Etant influencée par des activités
urbaines, le trafic routier, le transport maritime et une zone industrielle importante
comprenant une quinzaine d’établissements SEVESO, I'agglomération de Dunkerque

représente un site de référence.

Bien que la pollution atmosphérique affecte I'ensemble de la population, son effet est
d’autant plus prégnant pour les populations sensibles, telles que les personnes agées.
Différents changements liés a I’dge notamment au niveau du systéme immunitaire, connus
sous le terme d’'immunosénescence, augmentent la vulnérabilité de cette population face a la
pollution. De ce fait, le vieillissement de la population nous confronte a I'accroissement de

I'incidence des pathologies chroniques d’ordre inflammatoire ou tumoral.

L'augmentation de I'incidence de I'exposition a la pollution atmosphérique particulaire

fine de la population humaine, y compris les populations vulnérables, suscite I'importance de
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déterminer des biomarqueurs liés a cette exposition dans le but d’améliorer la détection
précoce des changements. Pourtant a I’heure actuelle, il n’existe pas de biomarqueur idéal et

validé.
Face a ces constats, deux questions importantes nous semblent émerger :

Les particules fines sont-elles susceptibles de causer des effets toxiques au niveau des
lymphocytes ? L’dge posséde-t-il une influence sur la réponse des lymphocytes face aux

particules fines ?

Ainsi, deux objectifs ont été définis. Dans un premier temps, nous avons cherché a
déterminer les changements liés a I'exposition des lymphocytes aux particules fines dans le
but d’identifier des biomarqueurs d’effet et/ou d’exposition. Dans un deuxiéme temps, nous

avons étudié I'influence de I’age sur la réponse des lymphocytes exposés.

Une stratégie scientifique a été mise en place dans le cadre de ce travail de Doctorat
(Figure 1.17). Nous avons prélevé des particules fines a Dunkerque pendant un an. Cet
échantillon a bénéficié d’une caractérisation physico-chimique détaillée. Par la suite, et afin
d’étudier les effets toxiques de ces particules, nous avons exposé ex vivo des lymphocytes
isolés de prélevements sanguins de sujets appartenant a trois classe d’age contrastées. La
recherche des effets liés a I'exposition a été menée sur trois niveaux : (i) I'évaluation de
I'activité métabolique des lymphocytes, par détermination de I'expression des enzymes du
métabolisme des xénobiotiques ainsi que la réponse au stress oxydant, (ii) le profilage
immunologique des lymphocytes via la sécrétion de cytokines et (iii) I'étude de variations

épigénétiques telles que |'expression et la modulation d’'un panel de miARN.
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Figure 1.17 : Méthodologie générale de I'étude.
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1. Prélevements des particules

1.1. Site de préléevement

L’échantillonnage des particules a été effectué a Dunkerque (51°04'N, 2°38'E) (Figure
[1.18). Cette ville située sur la céte sud de la mer du Nord regroupe environ 90 721 habitants
répartis sur 43,89 km? (données de 2014) (Insee, 2016). Toutefois le site d’échantillonnage
n’est pas seulement influencé par les activités urbaines. Cette zone est caractérisée d’une
part par sa localisation a I'interface France - Belgique - Royaume-Uni avec deux autoroutes
fortement fréquentées, A16 (65 000 véhicules/jour) et A25 (153 000 véhicules/jour) (données
INSEE, 2006), et d’autre part 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
Calais est I'un des plus importants au monde pouvant atteindre 800 navires par jour, ce qui

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

Mer du Nord

PN TGN,
L =

Figure 11.18 : Localisation du site de prélevement des particules atmosphériques (www.geoportail.gouv.fr).
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Cette ville dispose également d’une des plus importantes zones industrielles de
France. Celle de Dunkerque s’étale sur 7 000 hectares et présente une spécialisation dans le
domaine énergétique (pétrole et pétrochimie, gaz, charbon, énergie nucléaire et éolienne),
la métallurgie et la sidérurgie. Les activités industrielles offrent preés de 20 000 emplois directs
et indirects. La zone d'étude comprend une centrale nucléaire et 15 sites classés SEVESO de
haut seuil (MEDDE, 2017), présentant des risques d’accidents majeurs impliquant des
substances dangereuses. Ces industries se situent sur les communes de Dunkerque, Grande-
Synthe, Loon-Plage, Fort-Mardyck, Saint-Pol-sur-Mer et Gravelines (Figure 11.19). Elles
forment le secteur qui représente pres des deux tiers (65%) des émissions de particules PM3.s
sur le territoire de la Communauté Urbaine de Dunkerque (CUD), ce qui représente 1219
tonnes émises dans I'atmospheére en 2010 (Figure 11.20a) (ATMO, 2012). Tandis qu’au niveau
régional, le secteur des industries manufacturieres, du traitement des déchets et de la
construction forment a eux trois 21% des émissions en deuxieme place apres la contribution
de 41% du secteur résidentiel, tertiaire, commercial et institutionnel (Figure 11.20b).
L'ensemble de ces données fait de Dunkerque un site d’intérét particulier en matiére de
surveillance de la pollution atmosphérique et d’étude de I'évaluation de ses effets sur la

santé.
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Figure 11.19 : Les sites industriels classés SEVESO dans I'agglomération de Dunkerque (Frére and

Zwarterook, 2016).
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aquaculture hors UTCF

Extraction, transformation et
distribution de I'énergie

Industrie manufacturiére, traitement
des déchets, construction

® Emetteurs non inclus dans le total
France

m Résidentiel Tertiaire Commercial
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m Transport Routier

® Modes de transports autres que
routier

Figure 11.20 : Emissions de PM:z.sen 2010 sur (a) le territoire de la CUD et (b) comparées avec la région
Nord-Pas-de-Calais par secteur et en t/an (ATMO, 2012).

1.2 Les préléevements de particules atmosphériques

La technique de prélevement des particules atmosphériques utilisée est basée sur
I'impaction en cascade. Elle permet une collecte sélective des particules en fonction de leur
diameétre aérodynamique. L'impacteur comporte 5 étages d’impaction (plaques) munis de
fentes calibrées dont la largeur diminue en passant d’un étage a I'autre. Un filtre d’arrét (back
up) en fibre de quartz est placé aprés le cinquieme étage et la plaque support afin de collecter
les particules inférieures a 0,33 um. Ces particules, fixées au niveau du filtre, n"ont pu étre
intégrées dans I'étude toxicologique. Chaque impacteur est lié a une pompe aspirante a haut
débit (68 m3*/h) modeéle TFIA (Staplex, New York, USA) asservie aux conditions de
pluviométrie (arrét de la pompe en cas de pluie) via un systéme électronique de controle. En
parallele, les données météorologiques (direction et vitesse de vent, pluviométrie,

température, humidité) ont été enregistrées.

L'impaction en cascade est basée sur le principe de l'inertie des aérosols. Cette

méthode repose sur le fait que les particules ayant une inertie supérieure a une certaine
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valeur limite ne restent pas dans les lignes de courant de I'air échantillonné. Dans le dispositif,
le diameétre de la fente impose une vitesse du flux d’air étant donné que I'on opére a débit
constant. Les particules ayant un grand diametre aérodynamique équivalent Dae petit et une
grande inertie vont s'impacter sur la plaque ; les autres, de diamétre plus petit, vont continuer
leur trajectoire jusqu’aux étages suivants. D’un étage a l'autre, des particules de plus en plus
fines sont donc recueillies (Figure 11.21). Le filtre final est destiné a collecter la fraction la plus

fine des particules.

1 Flux d’air 1

I O O <+«—— 3&meplaque de récupération : Dae = 1,04 um
| | | | <+«—— 4&me plaque de récupération : Dae = 0,64 um
| e e | | 5&me plaque de récupération : Dae = 0,33 um

1¢re plaque de récupération surmontée
d’un filtre pour les PM de Dae > 5,08 um

28¢me plaque de récupération : Dae = 2,10 um

5&me plaque de récupération répétée :
Dae =0,33 um

Filtre d’arrét « backup » facultatif

Figure 11.21 : Schéma du principe d'impaction en cascade pour le prélevement de particules
atmosphériques. La premiére plaque de récupération est surmontée d’un filtre qui capte les PM de Diameétre
aérodynamique (Dae) supérieur a 5,08 um et évite leur rebond sur les plaques suivantes. La cinquiéeme plaque
est fréequemment doublée afin d’augmenter le rendement de collecte des particules de diametre de coupure le
plus fin. Un filtre d’arrét peut également étre ajouté afin de collecter les PM dont le Dae trop faible les empéche
de s’impacter sur les plaques de récupération.

L'échantillonnage des particules a été réalisé sur une durée d’un an (19 Mars 2014 —
18 Mars 2015). Cette durée de prélevement assure la représentativité de I’échantillon en
intégrant des épisodes de 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 68 m3/h) ont été utilisés en alternance (avec

une récupération des échantillons tous les 15 jours).

Avant chaque prélévement, les plaques d’impaction sont lavées au détergent pour

bain a ultrason (Nettoyant Microson, Thermofisher Scientifique, France), rincées plusieurs fois
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a I'eau ultra pure et puis séchées. Chaque systeme d'impaction est scellé dans un sachet

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

A chaque remplacement du systeme de plaque d’impaction, une vérification du débit
de chaque pompe est effectuée. Un débit supérieur a 68 m3/h doit toujours étre maintenu
pour assurer le respect des diamétres de coupure des plaques d’impaction. La téte de
I'impacteur est ramenée au laboratoire ou les plaques et les filtres sont mis a sécher sous la
hotte a flux laminaire pendant 48h. Apres séchage, les particules sont récupérées a I'aide d’un
pinceau, placées dans des tubes puis conservées a -20°C jusqu’a utilisation. Un échantillon
annuel moyen a été préparé a partir des échantillons recueillis en vue de la caractérisation

physico-chimique et de I’étude toxicologique.

Durant un an d’échantillonnage, une masse totale de 4,3 g de particules fines PF a été
prélevée. Sur la méme période, la concentration moyenne de PF était de 16,6 pg/m3, selon
les données recueillies dans une station de typologie urbaine a Dunkerque du réseau de
mesures Atmo Nord-Pas-de-Calais. Cette concentration moyenne est inférieure a la limite
annuelle de 25 pg/m? en vigueur en France depuis le 1" Janvier 2015, méme si des épisodes

de pollution plus intenses ont entrainé des pics de concentration.

1.3. Caractéristiques physico-chimiques

La caractérisation physico-chimique de I’échantillon moyen annuel de particules fines
PF a été réalisée par le Centre Commun de Mesure (CCM) de I'ULCO et par I'’équipe de Chimie
et Toxicologie des Emissions Atmosphériques (CTEA) de I'UCEIV. Les principales
caractéristiques physico-chimiques des échantillons de PF sont décrites par la suite ainsi que

les techniques utilisées.
1.3.1. Caractéristiques physiques

1.3.1.1 Granulométrie des particules

Afin de vérifier la sélectivité de la méthode d’échantillonnage, en particulier au niveau
du diameétre des particules ciblées, la distribution en taille des particules a été mesurée par

granulométrie laser, une technique basée sur la diffraction de la lumiére. La taille de la
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particule peut étre déterminée en mesurant l'intensité du rayonnement diffracté et I'angle

de diffraction lorsqu’un rayon laser éclaire la particule.

La distribution en taille des particules prélevées représentée sur la Figure 11.22 montre
que 98,0% des particules présentent un diametre < 1 um et 99,8% d’entre elles un diameétre
< 2,5 um. Ces résultats vérifient la sélectivité de notre technique d’échantillonnage qui nous

a permis de récupérer les particules au diametre désiré (Dae < 2,5 um).
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Figure 11.22 : 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 capacité d’adsorption des
particules. Elle a été déterminée par la méthode de Brunauer, Emmett et Teller (BET) basée
sur la mesure de la quantité d’azote qui peut étre physisorbée a basse température sur la

surface d’un solide.

La valeur d’aire spécifique des PF atteint 2 m?/g. Cette valeur peut apparaitre faible,
toutefois, cette mesure est réalisée sur des particules de la gamme de taille allant de 0,3 a3 2,5

um. Les particules ultrafines, qui contribuent le plus a la surface spécifique des particules, ne
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sont par conséquent pas prises en compte dans cette mesure. Par ailleurs, comme sera
présenté ci-dessous, I’échantillon contient également des particules riches en espéces
minérales, connues pour présenter une faible aire spécifique alors qu’en revanche, le noir de
carbone présent dans les particules devrait contribuer dans le sens d’une augmentation de la
surface spécifique. Néanmoins, il a été montré que les composés organiques fortement liés a
la surface des particules occupaient des sites d’adsorption, abaissant de ce fait la surface

spécifique (Billet et al., 2007).
1.3.2. Caractéristiques chimiques

Afin d’identifier les teneurs en especes ioniques hydrosolubles, une lixiviation de
I’échantillon a été réalisée sur une prise d’essai de 30 mg de particules pour 15 mL d’eau
ultrapure. L’extrait obtenu a été filtré et analysé par chromatographie ionique (modele ICS

5000, ThermokElectron).

Concernant la détermination de la teneur en éléments majeurs et éléments traces
métalliques, une minéralisation acide de I’échantillon a été réalisée sur une prise d’essai de
30 mg de particules afin de déterminer la teneur totale en éléments. La solution obtenue a

été analysée par ICP-AES (modeéle 6300 DUO, ThermoElectron). La fraction hydrosoluble a

également été étudiée en utilisant I'extrait aqueux réalisé pour le dosage des ions.

Les concentrations des especes ioniques hydrosolubles, des éléments majeurs et

éléments traces identifiés dans I'échantillon de PF sont données dans le Tableau II.6.

Dans I’échantillon de PF, les ions nitrates (NOs’), sulfates (SO4%), chlorure (CI), calcium
(Ca?*) et sodium (Na*) présentent les teneurs les plus élevées, suivis par les éléments
métalliques Fe et Al. On note une assez forte solubilité des éléments suivants : Mn, Mo et Sr.
La solubilité des autres éléments majeurs que sont Al, Fe, P, Zn, Cu est faible et ne dépasse
pas 2%. Ces composés pourraient alors demeurer sous forme particulaire dans les fluides

biologiques.

Les espéces NOs7, SO4% et NHs* représentent essentiellement des ions inorganiques
secondaires qui proviennent respectivement de la conversion des especes gazeuses NOx, SO3
et NHs reliées principalement aux activités humaines (processus de combustion utilisant des
énergies fossiles dans I'automobile ou l'industrie, agriculture,...).
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Les espéces Na*, Mg?* et CI sont connues pour &tre associées aux aérosols marins,
dont la contribution peut étre significative sur le site d’étude en raison de sa proximité avec
I’espace Manche-Mer du Nord. La valeur du ratio CI'/Na* observé ici de 1,41 (contre 1,8 dans
I'eau de mer), ce qui tend a montrer que des aérosols marins fraichement émis ont été
majoritairement collectés sur notre site d’étude, en lien avec la proximité de la fagade

maritime (Seinfeld and Pandis, 2006).

Les ions K* identifiés ont également en partie une origine marine, mais peuvent aussi
étre produits par certaines activités industrielles, comme |’agglomération de minerais dans

I'industrie sidérurgique (Hleis et al., 2013).

En ce qui concerne les éléments métalliques mesurés, Al et Fe peuvent provenir
d’émissions industrielles issues des activités sidérurgiques, métallurgiques ou cimentiéres.
Toutefois ces éléments, avec le Ca®* peuvent avoir des origines crustales traduisant en
particulier I'exposition du site d’études a des réenvols de particules issues du sol. Les métaux
Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V et Zn sont tres majoritairement associés a des origines anthropiques. Les
éléments Ni, Co et V peuvent étre considérés comme des traceurs de la combustion de fioul
lourd (Mazzei et al., 2008), tandis que les éléments Zn, Pb, Cr et Cu sont davantage associés a
I"'usure de pieces des véhicules comme les freins et les pneus (Gietl et al., 2010; Thorpe and
Harrison, 2008b). La présence de Ba peut trouver son origine dans les émissions des véhicules,
ce métal étant retrouvé dans les huiles moteur. Dans le cadre d’une étude réalisée sur le
dunkerquois sur I'origine des éléments métalliques retrouvés dans les particules, la présence
des espéces Pb, Zn, Cr et Mn a pu également étre reliée a I'activité sidérurgique, et en
particulier pour le Zn, a la présence d’une aciérie électrique (Kfoury et al., 2016b), et pour le

Mn, a la métallurgie du manganése (Hleis, 2010).
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Tableau 11.6 : 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 fraction hydrosoluble.

Concentration (ug/g)

Fraction totale Fraction soluble
Fe 37530 <5
Al 28 026 11,2
Mn 1767 627
P 1345 9,9
Zn 1293 24,2
Cu 639 14,2
Ti 369 <5
Ba 331 41,5
Pb 234 <5
Cr 144 <5
Sr 126 97,2
Ni 116 4,7
v 108 <5
Sn 78,3 <5
Mo 30,3 9,9
As 13,9 <5
Co 8,7 <5
Cd 6,3 <5
NOs 100 400
5042 75200
cr 60 900
Ca2* 44 600
Na* 43 300
NH4* 16 400
Mg2* 6 500
K* 4500
E- 200
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1.3.2.1 Identification des phases cristallines

Des éléments associés I'un a I'autre dans I’état solide peuvent se retrouver dans un
état cristallisé. La diffraction des rayons X est alors une technique non destructive et
appropriée pour l'identification des phases cristallines. Le recours a ce type d’analyse est une
facon d’obtenir une information sur la forme chimique des éléments détectés et selon la
nature des phases identifiées, de déduire I'origine et le mode de formation de certaines
particules. La Figure 11.23 représente le diffractogramme de I’échantillon de particules fines.
L’analyse par diffraction de rayons X a été réalisée sur un diffractrometre BRUKER D8 Advance
utilisant la radiation Cu Ka (A = 1,5406 A) dans une gamme de 20 allant de 10 & 70¢, un tempas

par pas de 0,02° et un temps d’intégration de 15 s.
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Figure 11.23 : Diffractogramme de rayons X de I’échantillon de PF collecté a Dunkerque entre mars 2014
et mars 2015.

En premier lieu pour les phases contenant du calcium, le carbonate de calcium CaCOs3
est un composé ayant une origine 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
carbonate de calcium. Rappelons également que notre site d’étude posséde une zone
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industrielle dans laquelle ce méme carbonate de calcium est une matiére premiere utilisée
dans I'industrie sidérurgique. L’origine du gypse CaS04, 2H,0 peut étre multiple. Celui-ci peut
provenir d’une part de poussiéres issues de matériaux de construction (Sturges and Harrison,
1989), il est également une matiere premiére dans l'industrie cimentiére et d’autre part, il
peut étre formé par I'intermédiaire de réactions dans I'atmosphére entre la calcite CaCOs et
I’acide sulfurique ou le dioxyde de soufre SO, (Mori et al., 1998) selon la réaction suivante :

H2S04 (aq,g) + CaCO3 (5) + H20 (aq,g) = CaS04, 2H,0 + CO;
La détection de chlorure de sodium (NaCl), de thermadite (Na;SOa) et de nitratine (NaNOs)
s’explique par la présence de sels marins primaires (NaCl) et anthropisés (NaNO3 Na,SO4) dans
les particules atmosphériques selon la réaction suivante :

HNOs3 (ag) + NaCl (ags) —> NaNOs3 (ag,s) + HCl (g)
Selon un mécanisme assez similaire, I’oxydation de SO,, essentiellement d’origine industrielle,
et la condensation de vapeurs de H.SOs sur des sels marins conduisent a la formation
de NazS0s selon la réaction suivante :

H2S04 (aq) + 2 NaCl (ag,s) = Na2S04 (aq,s) + 2 HCl (g)

Deux oxydes de fer (a-Fe,03 et Fe30as) ont été détectés dans les particules. Le premier
correspond a I'hématite o-Fe;03 qui est la phase cristalline d’oxyde de Fe la plus
fréguemment rencontrée dans des échantillons de particules atmosphériques (Querol et al.,
1996). Il s’agit d’'un composé qui est, d'une part rencontré a I'état naturel dans des sols
ferrugineux et, d’autre part présent dans des émissions anthropiques provenant de l'usure de
pieces métalliques comme les freins des véhicules (Gietl et al., 2010), dans les cendres
(Winburn et al., 2000) ou encore dans des particules d’origine sidérurgique (Hleis et al., 2013).
La magnétite FesO4 correspond a une forme partiellement réduite de I'oxyde de fer (présence
de Fe(ll) et Fe(lll)) et son origine 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 trés haute température, comme les émissions issues de hauts-fourneaux et d’aciérie (Hleis
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 cristallines contenant du silicium ont été mises en évidence : SiO,,

Al>Si;Os5(0H)4 et (FesAl)(AlSi3)O10(OH)s. La silice et les aluminosilicates sont des composés
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majoritaires du sol et la détection de ces phases révele la présence de particules d’origine
crustale mises en suspension dans I'air et se retrouvant dans les PF. Néanmoins, le composé
(FesAl)(AlSi3s)O10(OH)s n’est pas recensé en tant que phase principale du sol de la région Hauts
de France. En revanche, on ne peut exclure que sa présence s’explique par sa manipulation en

tant que matiere premiéere utilisée en sidérurgie.
1.3.2.2 Taille, morphologie et degré d’agglomération des particules

L’échantillon PF a été examiné en microscopie électronique a balayage de facon a
retirer des informations sur la taille des différents types de particules, leur morphologie, ou
encore leur degré d’agglomération. Les principales observations sont présentées sur la Figure

11.24.

Deux types de particules contenant le sodium ont été mis en évidence, avec dans le
premier, une association avec I'élément Cl (Figure 1.24a) et dans le second une association
avec |'élément S (Figure 11.24b). Les particules correspondantes présentent une forme
anguleuse de type parallélépipédigue 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 en évidence par DRX. Ces particules correspondent
aux sels marins primaires (NaCl) et marins anthropisés (Na;SO4), comme précédemment
décrit. Les clichés c et d de la Figure I1.24 montrent la présence de particules sans forme
particuliére, de composition riche en Si (Figure I1.24c) ou associant les éléments Si et Al, de
méme que les éléments Ca et Fe dans de moindres proportions. Ces observations sont
compatibles avec la présence de particules crustales riches en SiO; et en alumino-silicates,
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
particules crustales, de minerais de fer ou encore reliée a l'usure de pieces métalliques. La
présence de particules de forme sphérique est reliée a un mode de formation spécifique
faisant appel a un procédé a haute température (Machemer, 2004). Des microspheres et
nanosphéres se forment lors du refroidissement et de la condensation des émissions dans
I'air. La présence de ces particules sur notre site d’étude s’explique majoritairement par la
proximité de sources d’émissions sidérurgiques (hauts-fourneaux et aciérie) mais une
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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 2a 5
um et pouvant étre attribuées au gypse CaSO4, 2H,0 (Figure 11.24g). Enfin, le cliché h montre
des particules riches en carbone de taille proche de 100-200 nm 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 particules (Ambrogio et al., 2002).
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Figure 11.24 : Images de microscopie électronique a balayage des PF collectées a Dunkerque entre mars
2014 et mars 2015 (cliché a : Association Na avec Cl; b : Association Na avec S ; c : particules riches en Si ; d :
association Si avec Al ; e et f: particules riches en Fe ; g : particules riches en Ca et S; h : particules riches en
carbone).
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1.3.2.3 Dioxines, furanes et polychlorobiphényles

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

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

Les 209 congéneres de PCB sont répartis selon 2 catégories établies en prenant en
compte uniquement leurs effets tératogenes : les PCB de type dioxine (PCB Dioxine-Like ou
encore DL-PCB), et les autres PCB (PCB Non Dioxin-Like ou encore NDL-PCB). Les DL-PCB ont
une configuration plane, tres comparable aux dioxines. Parmi ceux-ci, 12 congénéres sont
considérés comme étant les plus toxiques (4 composés ortho : 77, 81, 126 et 169 ; et 8

composés non-ortho : 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 étant les composés a rechercher en priorité dans les analyses de matrices
organiques (sédiment, sang, chair et graisse) en raison de leur persistance et de leur
abondance dans I'environnement ainsi que pour leurs propriétés toxicologiques. Les « PCB
indicateurs » représentent prés 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 est un PCB-DL.

Les concentrations en dioxines, furanes et PCB mesurées dans |’échantillon de PF collecté sont

présentées dans le
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Tableau 11.7. Les concentrations en PCB, dioxines et furanes dans les divers compartiments de
I’environnement sont en général exprimées en équivalent toxique (I-TEQ : International Toxic
Equivalent) défini par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Pour un mélange donné, le
calcul en équivalent toxique (TEQ) consiste a multiplier la concentration de chaque molécule

par son facteur d’équivalent toxique (TEF) puis a sommer I'ensemble des contributions.
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Tableau 1.7 : Teneurs en dioxines, furanes et polychlorobiphényles de |'échantillon de PF collecté a Dunkerque de

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

, Concentration TEQ
Compose (pe/e) TEF fg/m?
PCB81 <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
PCB-DL PCB126 154 0,1 0,28028
PCB167 615 0,00003 0,00034
PCB156 1651 0,00003 0,00090
PCB157 408 0,00003 0,00022
PCB169 <LD 0,03 <LD
PCB189 <LD 0,00003 <LD
Total 12127
I-TEQ/ g PM 15,8 pg 0,2874
PCB28 1297
PCB52 2827
PCB101 4014
PCBi PCB138 9419
PCB153 11570
PCB180 8390
Total 37517
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
. 1,2,3,6,7,8HxCDD 81 0,1 0,14742
Dioxines
1,2,3,7,8,9HxCDD 1864 0,1 3,39248
1,2,3,4,6,7,8HpCDD 3587 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
1,2,3,4,6,7,8HpCDF 678 0,01 0,12340
1,2,3,4,7,8,9HpCDF 850 0,01 0,15470
OCDF 1051 0,0003 0,00574
Total 3 855
Dioxines et Furanes I-TEQ./ g PM 534,9 9,7456
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1.3.2.4 Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

Apres extraction Soxhlet des PF au dichlorométhane, puis concentration de I'extrait
sous flux d’azote et analyse par GC-MS (model 1200 TQ, Varian, USA), nous avons recherché
les teneurs en HAP de cet échantillon. Les concentrations déterminées pour les 16 HAP
prioritaires listés par I'United States Environmental Protection Agency (USEPA) sont données

dans le Tableau I1.8.

Les composés majoritairement détectés sont le dibenz[a,h]anthracéne (8,9 ug/g),
devant I'indéno[1,2,3-c,d]pyréne, le chrysene et le benzo[b]fluoranthene, avec 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]anthracene tout comme celle de benzo[b]fluoranthéne est constituée
des fumées d’échappement des moteurs Diesel (Duval and Friedlander, 1981). On retrouve
également ce composé dans la fumée de cigarette ou encore les émissions de cokerie (INERIS,
2006). L'indéno[1,2,3-c,d]pyreéne est lui aussi principalement présent dans les combustibles
fossiles. Il peut se retrouver dans I'atmosphére lors de la combustion incompléete de bois, de
charbon, de carburant essence ou diesel (INERIS, 2005). Le chryséne, quant a lui, est formé
avec d’autres HAP lors de la distillation du charbon et lors de la distillation ou pyrolyse de
graisses et d’huiles. Le chryséne est présent a des concentrations plus élevées que la plupart
des autres HAP dans les combustibles fossiles tels que I'huile brute. Il fait aussi partie des HAP
prédominants dans les émissions particulaires provenant des incinérateurs d’ordures
ménageres, des appareils ménagers a gaz naturel et des dispositifs de chauffage domestique,

en particulier ceux utilisant la combustion du bois (INERIS, 2011).

Rappelons que parmi les activités industrielles présentes autour de I'agglomération
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. Les composés majoritairement détectés sont donc

en cohérence avec I'implantation industrielle sur le territoire.

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 suivantes : 0,7 pour une zone urbaine et

0,96 pour une zone hautement industrialisée (Gogou et al., 1996; Yue and Fraser, 2004). Les
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valeurs calculées pour nos échantillons sont donc plutot caractéristiques d’un environnement

urbain.

Le calcul de ratios de HAP plus spécifiques ne contredit pas les hypothéses avancées
pour expliquer I'origine des HAP avec un ratio InPy/(InPy+B[ghi]P) = 0,58 , compatible avec les
émissions diesel (0,35-0,70) (Ravindra et al., 2008), mais aussi avec les émissions associées a
la combustion du charbon (>0,50) (Chen et al., 2014a). Le ratio B[a]P/ B[ghi]P = 0,87 est, quant
a lui, dans la gamme 0,6-1,7 caractéristique de I'activité de raffinage (Masclet et al., 1986). Le
ratio Fla/(Fla+Pyr) = 0,55 est lui aussi compatible avec la combustion de charbon (De La Torre-
Roche et al., 2009). En conclusion I'étude des ratios HAP met en évidence la contribution
majoritaire des émissions des moteurs diesel, ainsi que celles de I’activité industrielle relative

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

Les niveaux de concentration mesurés apparaissent en accord avec une précédente
étude réalisée a dunkerque au printemps 2011 (Landkocz et al., 2017). Néanmoins, les ratios
caractéristiques a I'’époque étaient quelque peu différents sans toutefois remettre en cause
les sources identifiées. Les particules caractérisées dans |'étude citée ont en effet été
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 11.8: Teneurs en Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (ug/g) de I'échantillon de PF collecté
a Dunkerque de Mars 2014 a Mars 2015 (<LD : inférieur a la limite de détection).

Concentration (pg/g)

Naphtaléne (Nap) 0,20
Acénaphtylene (Acy) 0,11
Acénaphtene (Ace) <LD
Fluoréne (Flu) 0,18
Phénanthréne (Phe) 0,99
Anthracene (Ant) 0,28
Fluoranthéne (Fla)? 2,12
Pyréne (Pyr)? 1,76
Benz[a]anthracéne (B[a]A)? 1,91
Chryséne (Chr)? 5,45
Benzo[b]fluoranthéne (B[b]F)? 5,30
Benzo[k]fluoranthéne (B[k]F)? 1,66
Benzo[a]pyréne (B[a]P)? 3,85
Indeno[1,2,3-c,d]pyréne (InPy)?! 6,06
Dibenz[a,h]anthracene (D[ah]A) 8,88
Benzo[g,h,i]péryléne (B[ghi]P) ! 4,43

IHAP associé a la combustion

119



Matériels et méthodes
2. Prélevements sanguins

2.1. Recrutement des sujets

Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet de recherche Aerotox 2, une étude
prospective pilote des effets ex vivo de la pollution atmosphérique particulaire. L'investigateur
principal est le Dr Pierre Gosset (UCEIV et Service d’anatomie pathologique, Hopital Saint
Vincent de Paul, Groupement des Hopitaux de l'Institut Catholique de Lille, GHICL). Le
Responsable scientifique est le Dr Sylvain Billet (UCEIV). Suite a I'accord du Comité pour la
Protection des Personnes Nord-Ouest (CPP) (ECH 15/39 du 10/09/2015), le recrutement de
105 volontaires a été déclenché par le Centre Nutrition Clinique Naturalpha, installé au sein
de I’'Hopital Saint Vincent de Paul (GHICL), parmi les sujets présents dans sa base de données,
sous I'encadrement des Dr Xavier Deplanque, Philippe CLADET et Antonio CUENCA, puis pour
des raisons organisationnelles directement dans les services du GHICL, notamment le Service
de médecine interne et gériatrie de I'Hopital Saint Philibert, sous I'encadrement des Dr Céline

Delecluse et Fabien Visade.

Le recrutement des volontaires s’est fondé sur des critéres d’inclusion et d’exclusion
précis, que rappelle le Tableau I1.9. L'objectif du projet de recherche étant d’une part de
déterminer les changements liés a I'exposition des Ly aux particules fines dans le but
d’identifier des biomarqueurs d’effet et/ou d’exposition, puis d’autre part d’évaluer
I'influence de I'dge sur la réponse des lymphocytes exposés, les volontaires recrutés
appartiennent a trois classes d’age : 20-30, 45-55 et 70-85 ans (35 sujets / classe). Leur
inclusion a été réalisée de maniére homogéne selon le sexe des sujets. L'influence du
tabagisme n’étant pas étudiée dans le présent projet, les patients inclus étaient non-fumeurs

afin d’éviter ce potentiel biais de confusion.

Une fois le respect de I'ensemble des criteres vérifié par le médecin investigateur lors
de I'entretien précédant le prélévement, les échantillons ont ensuite été anonymisés avant
d’étre transportés a I’'UCEIV par la société spécialisée AreaTime. Chaque préléevement était
donc codé et fourni avec les seuls renseignements suivants : age et sexe des volontaires, ceci

afin de pouvoir assigner chaque prélévement a une classe d’age.

120



Matériels et méthodes

Les différents tests réalisés sur les échantillons sanguins, ainsi que le plan d'analyse
statistique défini par 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 non-paramétriques) a été réalisé apres vérification de la normalité
et de I'nomoscédasticité des distributions. En cas d'absence de normalité ou d"égalité des
variances d'au moins un échantillon, le test de Kruskal-Wallis et le test U de Mann Whitney,
au risque a=5%, en bilatéral ont été utilisés comme tests de référence. Tous 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 1.9 : Criteres d'inclusion et d'exclusion des sujets.

Criteres d’inclusion Critéres d’exclusion
e Age du volontaire compris dans une e Age du volontaire non compris dans
des trois classes : une des trois classes attendues
20-30, 45-55 ou 70-85 ans e Absence de signature du
e Signature du consentement éclairé consentement éclairé
e Non-fumeur ou ancien fumeur e Patient traité par corticoides,
depuis plus de 10 ans immunosuppresseurs,

radiothérapie, chimiothérapie

e Fumeur ou ancien fumeur depuis
moins de 10 ans

e Consommation d’alcool moyenne
supérieure a 3 unités par jour

e Exposition professionnelle

(métallurgie, pétrochimie, peintre)

Le recrutement des sujets a permis d'initier le processus de prélévements sanguins. Un
volume de 50 mL de sang a été prélevé sur tubes EDTA. Une Numération Formule Sanguine
(NFS) et un dosage de la protéine C-réactive (CRP) ont été réalisés pour chaque sujet,
permettant d’éliminer les prélévements caractérisés par une inflammation aigué ou des

perturbations de NFS. Les échantillons sanguins ont été traités dans un délai de 4 a 6 heures
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apres le préléevement. En raison du nombre élevé de prélevements sanguins a réaliser dans
cette étude, nous avons testé la cryopréservation des lymphocytes suite a leur isolement du
sang total dans le but de limiter le nombre d’expositions a réaliser. Nous avons tenté de
congeler des cellules dans une solution composée de 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO), 40%
RPMI-1640 et 50% SVF et de les conserver dans de I'azote liquide pendant 3 mois. Le comptage
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

d’exposition.

2.2. Caractérisation de la population

2.2.1. Numération Formule Sanguine et dosage de la CRP

2.2.1.1 Principe

La Numérisation Formule Sanguine (NFS) ou hémogramme constitue I'exploration

hématologique de base. Elle comprend :

e Un examen quantitatif avec :

- La numération des éléments figurés du sang (hématies, leucocytes et plaquettes),

La détermination de I’'hématocrite,

Le dosage de I’'hémoglobine (Hb),

L'établissement de la formule leucocytaire (lymphocytes, monocytes,
neutrophiles, éosinophiles et basophiles).
e Les calculs des indices érythrocytaires : le 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 intéressés a la formule leucocytaire
et plus précisément au pourcentage de lymphocytes dans le sang. Les valeurs de référence

pour les différentes cellules sanguines sont représentées dans le Tableau 1.4.

La Protéine C-Réactive (CRP) est une glycoprotéine synthétisée par le foie, initialement

décrite dans la pneumonie a pneumocoque et portant son nom du fait qu’elle réagit avec le
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C-polysaccharide de la paroi du pneumocoque. Elle a pour role de mobiliser les défenses
immunitaires de I'organisme par activation de la voie du complément et stimulation de la
phagocytose. C'est la protéine la plus sensible de I'inflammation aigué, caractérisée par une
cinétique rapide. Au cours de la réponse a la phase aigué des états inflammatoires, le taux
plasmatique de cette protéine s’éléve trés rapidement (dés la 6™ heure) et peut étre
multipliée par 500 ou 1000 lors d’une inflammation aigué. Une normalisation rapide a lieu
aprés la disparition de la source d’inflammation (7 a 14 jours). Le dosage de la CRP est un
examen sensible, rapide et considéré comme un marqueur précoce d’une réaction

inflammatoire aigué. 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. Ces analyses ont été effectuées par le laboratoire de biologie médicale

de I'Hopital Saint Philibert (GHICL).

Pour le dosage des éléments figurés, I'analyse des globules blancs a été réalisée par
cytométrie en flux. Aprés I'analyse des globules rouges et des plaquettes, I’'hémoglobine est
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
désormais se lier a I’heme, contenant un atome de fer, et former un complexe coloré stable
(SLS-Hb) qui est analysé a I'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. Finalement, le VGM, la TCMH et la CCMH sont calculés a partir

de la quantification des Globules Rouges, de 'lhémoglobine et de I’'hématocrite.

Le dosage de la CRP a été réalisé par néphélémétrie, une technique utilisée en
immunologie pour déterminer la concentration sérique d’une protéine. Une solution dilué de
I’échantillon est mélangée avec des particules en latex recouvertes d’anticorps monoclonal de
souris anti-CRP. La CRP présente dans |’échantillon forme un complexe antigene-anticorps
avec la particule en latex. La diffusion de la lumiére suite a la rencontre de la particule est
mesurée aprés 6 minutes par néphélémétrie. Cette diffusion est proportionnelle a la
concentration de CRP présente dans I’échantillon. Une courbe d’étalonnage est tracée pour

déterminer les concentrations de CRP.
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2.2.1.3 Analyse

Le traitement et I'analyse des données de NFS et CRP ont été réalisés suivant le plan
d'analyse statistique déposé auprés du CPP. Dans un premier temps, les variables mesurées
ont été décrites par leur moyenne accompagnée de lintervalle interquartile. Aprés
détermination des conditions de normalité (test de Shapiro-Wilk) et d'homoscédasticité (test
de Levene), les variations des parametres en fonction de I’age ont été mis en évidence grace

au test de Kruskal-Wallis et au test U de Mann-Whitney, au risque a=5%.
2.2.2. Marquage anti-CD45

2.2.2.1 Principe

L’étude des deux isoformes du marqueur de surface CD45 présent chez les Lt a été
réalisée par cytométrie en flux. Le pourcentage de lI'isoforme exprimé suite au marquage
donne une idée sur le stade de stimulation et d’activation des Lr. Les Lt au repos, Lt naifs,
expriment l'isoforme CD45RA. Suite a leur activation, ces cellules expriment l'isoforme

CD45RO0 et forment alors les Lta mémoire.

2.2.2.2 Protocole

L'identification des deux isoformes a été réalisée sur du sang total de chacun des sujets
prélevés. Un volume de sang a été transféré dans 10 volumes de solution de lyse pour les
érythrocytes (15,5mM de NH4Cl, 1ImM de KHCOs et 0,01mM d’EDTA) pendant 5 min suivie
d’une centrifugation a 300xg, 10 min, 4°C permettant la récupération des cellules. Le reste du
sang a été centrifugé a 1300xg, 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 tube a été divisé en deux, dans un premier tube, un marquage avec
I'anticorps anti-CD45RA (CD45RA-PerCP, clone HI100, Milipore) et anti-CD45RO (CD45RO-
FITC, clone UCHL1, Milipore) a été réalisé. Pour le second tube, 5uL de chaque controle
isotypique (Mouse 1gG1-FITC 1/100 et Mouse IgG1-Per-CP 1/100) a été ajouté. Apres
I'incubation a I'obscurité pendant 60 minutes, I’échantillon est analysé par cytométrie en flux
(cytometre Attune®, Life Technologies, Saint Aubin, France). La mesure des paramétres de
granulométrie (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 vérifiées par un marquage spécifigue des monocytes (anti-CD14-FITC,
clone MEM-15, Abcam) et des lymphocytes (anti-CD3-PerCP, clone MEM-57, Abcam).
L'identification des deux isoformes (CD45RA et CD45R0) a été réalisée sur les lymphocytes

(CD3%).
2.2.2.3 Analyse

Le pourcentage de cellules CD3*CD45RA* et CD3*CD45R0" a été relevé pour chaque
échantillon. Afin d'identifier les différences significatives dans les proportions de
CD3*CD45RA* et CD3*CD45R0O*, un test de Kruskal-Wallis a été réalisé (p<0.05) puis les
différences entre les différentes catégories ont été évaluées par le test U de Mann-Whitney

(p<0.05).

2.3. Isolement, purification et activation des lymphocytes T

Afin d'optimiser les étapes d'isolement des lymphocytes, une poche de sang de 500 mL
provenant de I'Etablissement Frangais du Sang (EFS) a été utilisée. Les autres étapes du
protocole (isolement, activation et exposition) ont été réalisées et optimisées en paralléle sur
cing prélevements sanguins de 50 mL inclus dans la base AEROTOX 2 et fournis par

Naturalpha.

2.3.1. Isolement des lymphocytes

La technique d’isolement des lymphocytes utilisée est celle décrite par Béyum 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 réaliser 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 anneau au-dessus de

la solution de séparation (Bgyum, 1968).

Deux solutions de densité 1,077 ont été testées: le Lymphoprep™ (ProteoGenix,
France), qui est un mélange de diatrizoate de sodium et de polysaccharide et le Nycoprep™

(ProteoGenix, France) qui est une solution de nycodenz® en absence de polysaccharide.
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L'isolement des lymphocytes en utilisant le Lymphoprep™ tube (ProteoGenix, France) a
également été testé. Ce tube pré-rempli avec la solution de Lymphoprep™ dispose d’une
membrane en plastique permettant a I'échantillon de sang d’étre versé plus facilement dans

le tube.

Dans le but de choisir le meilleur milieu de séparation, nous avons utilisé une poche de
sang total de 500 mL provenant de I'EFS Nord. Le sang a été divisé en trois échantillons, pour
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
déposé sur le milieu de séparation adéquat pour chaque essai. Une centrifugation a 800xg
pendant 20 min en absence de frein a été réalisée afin de séparer les différents constituants
sanguins. L'anneau des cellules mononucléées (PBMC) a été récupéré, dilué dans du PBS et
centrifugé a 250xg pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a été remis en suspension dans le
milieu de culture RPMI-1640 (Gibco, Cergy Pontoise, France) supplémenté de 10% de Sérum
de Veau Feetal décomplémenté (HI-SVF), 1% de L-Glutamine et 1% de solution d’antibiotiques

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

Afin de déterminer le milieu de séparation le plus adapté a notre étude, nous avons
observé I'aspect des différents éléments apres la centrifugation (culot d'érythrocytes, anneau
de PBMC, etc.) et nous avons réalisé un comptage des éléments cellulaires présents dans

I'anneau, par exclusion au bleu de Trypan.

L'observation des tubes apreés la centrifugation a montré que I'anneau de PBMC était
moins visible et moins défini en utilisant le Nycoprep™ comme milieu de séparation, en
comparaison avec les deux autres techniques (Lymphoprep™ et Lymphoprep™ tube). Au
niveau du comptage, nous avons récupéré une concentration équivalente de PBMC : 0,92 x
10° PBMC/mL de sang total pour Lymphoprep™ et Lymphoprep™ tube et 1,2 x 10 PBMC / mL
de sang total pour le Nycoprep™. En raison du rendement d’isolement proche et du nombre
élevé d’échantillons de sang a traiter dans cette étude (105 échantillons sanguins de 50 mL),
nous avons logiquement choisi d’utiliser la technique la plus rapide, c’est a dire le

Lymphoprep™ tube.
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2.3.2. Purification des lymphocytes T

Cing sujets tests ont été recrutés par Naturalpha en respectant les critéres d’inclusion
et d’exclusion afin d’obtenir cing échantillons sanguins de 50 mL. Cela nous a permis d’une
part, de tester la chaine de prélevement comportant I'étape de prélevement sanguin a Lille,
de transport jusqu’au laboratoire a Dunkerque ainsi que la durée nécessaire pour ces deux
étapes. D’autre part, ces préléevements ont servi pour continuer I'optimisation du protocole.
La premiere étape qui consiste a isoler les PBMC, a été réalisée en utilisant les tubes

Lymphoprep™ avant de procéder a I'étape de purification des lymphocytes T.

Suite a la récupération de I'anneau de PBMC, les cellules ont été comptées puis mises
en culture dans des flacons de culture dans un milieu RPMI 1640 supplémenté a 10% de SVF,
1% de L-Glutamine et 1% de PSN. Cette culture permet la séparation des lymphocytes des
monocytes en se basant sur la capacité d’adhésion de ces derniers sur le plastique du flacon.
Les lymphocytes, cellules non adhérentes, présents dans le milieu de culture ont par la suite
été récupérés. Une heure et demie de culture a 37°C, 5% CO; est suffisante pour réaliser cette

séparation.

Deux comptages cellulaires ont donc été réalisés : un premier avant la mise en culture
correspondant au nombre de PBMC récupérés, et un deuxiéme suite a I'adhésion des
monocytes, faisant référence au nombre de lymphocytes récupérés (Tableau 11.10). Les
lymphocytes récupérés suite a I'adhésion des monocytes représentent 85% des PBMC ce qui

est conforme avec le pourcentage attendu de lymphocytes dans les PBMC (entre 70 et 90%).

Les lymphocytes T ont été ensuite isolés des autres populations lymphocytaires par
sélection négative. Cette technique permet d’éliminer toutes les cellules non désirées de la
suspension cellulaire de départ et de récupérer les cellules non marquées dans un état viable.
Le principe du tri négatif a I'aide de billes magnétiques repose sur un marquage de la sous-
population a éliminer par un anticorps spécifique couplé a une bille magnétique. La population
cellulaire d’intérét est ensuite séparée des autres populations sous |'effet d’'un champ
magnétiqgue. Nous avons recours a cette technique de sélection surtout lorsqu’il y a un risque
de modification de la fonction cellulaire par I'anticorps. On utilise alors une technique de
déplétion en marquant toutes les cellules non désirées, et en récupérant des cellules

dépourvues d’anticorps et de billes.
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Pour réaliser cette séparation, nous avons utilisé le kit Dynabeads® Untouched™
Human T Cells (Life Technologies, Cergy Pontoise, France). Dans un premier temps, le milieu
contenant les lymphocytes 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,
Natural Killer, monocytes, granulocytes, érythrocytes, cellules dendritiques...) a été ajouté ;
une période d’incubation de 20 minutes entre 2-8°C permet la fixation de cet anticorps sur les
cellules. Durant ce temps, des billes magnétiques capables de se fixer aux cellules marquées
par I'anticorps ont été préparées a la bonne concentration (4x10° billes pour 10° cellules) et
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 minutes dans 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 les Lt non marqués sont élués et récupérés. Cette étape a été répétée une
deuxiéme fois pour assurer une récupération maximale de Lr. Une centrifugation a 300xg
pendant 10 min a été réalisée pour remettre ces Lt en culture dans du RPMI 1640 a 10% de

SVF, 1% de L-Glutamine et 1% de PSN pendant une nuit.

Deux comptages cellulaires ont eu lieu : le premier suite a I'étape du tri négatif et le
deuxiéme aprés une culture des Lt pendant une nuit permettant de vérifier 'absence de mort

cellulaire importante (Tableau 11.10). Les résultats ont montré une viabilité de 93%.

Tableau 11.10 : Concentration des cellules rapportée au millilitre de sang total suite aux étapes
d’isolement et de purification. Les valeurs de concentration cellulaire pour les cinqg sujets étant tres proche, la
moyenne a été représentée dans ce tableau.

ETAPES CELLULES (par mL sang total)
Apres isolement des PBMC 1,07 x 10® PBMC
Apreés adhésion des monocytes 0,91 x 108 lymphocytes
Aprés tri négatif des Lt 0,42 x 10°Ly
Apreés culture des Lt pendant une nuit 0,39 x 106 Ly
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Un échantillon de sang total a été analysé par cytométrie en flux aprés lyse des globules
rouges. Les diagrammes de la Figure 11.25 représentent la granularité des cellules en fonction
de leur taille. L’échantillon de sang total hémolysé passé en cytométrie en flux a montré trois
populations cellulaires distinctes (a). Afin d’identifier chacune des populations, deux types de
marquage ont été réalisés : un marquage anti-CD3* spécifique aux lymphocytes ainsi qu’un
marquage anti-CD14* pour identifier les monocytes. Les marquages spécifiques ont été utilisés
pour définir la fenétre (gate) relative a chaque lignée cellulaire et permettant alors d’identifier
trois populations : les lymphocytes représentant environ 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

ce qui valide I'efficacité de cette technique de sélection négative des L.

SSC-H
SSC-H

. Monodytes

FSC-H FSC-H

Figure 11.25 : Les différentes populations cellulaires identifiées par cytométrie en flux (a) dans un
échantillon de sang total hémolysé (b) dans un échantillon de culture cellulaire suite a la sélection négative.

2.3.3. Activation des lymphocytes T

Apreés une culture d’une nuit, les lymphocytes T ont été mis en contact avec des billes
enrobées d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 du kit Dynabeads® Human T-Expander CD3/CD28
(Life Technologies, Cergy Pontoise, France). Ce systéme mime |’activation des Lt in vivo ou la
Cellule Présentatrice de I’Antigéne (CPA) se lie aux marqueurs CD3 et CD28 présents a la
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surface du Ly au repos déclenchant de ce fait I'activation de la cellule. Une fois liées aux
marqueurs CD3 et CD28 du Ly, les billes fournissent a la fois les signaux primaires et ceux de

co-stimulation nécessaires a I'activation et a I'expansion des Lr.

Afin de déterminer le temps d’activation nécessaire, des Lt ont été activés pendant
24h, 48h, 72h et 96h. Des Lt non activés ont été utilisés comme témoin négatif. Une fois les
billes préparées a la bonne concentration (3 x 10° billes pour 1 x 10° lymphocytes), les Lt ont
été mis en culture en présence des billes dans du RPMI 1640 a 10% de SVF, 1% de L-Glutamine
et 1% de PSN a 37°C, 5% CO.. Différents tests ont été réalisés suite aux temps d’activation

dans le but de s’assurer de la nécessité de 'activation et de son efficacité.

2.3.3.1 Test de prolifération cellulaire
2.3.3.1.1. Principe

La prolifération cellulaire a été suivie en cytométrie en flux a I'aide du kit Violet
CellTrace™ (Invitrogen, Thermofisher, France). Cette technique d’analyse de la prolifération
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 facon 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 présente le Violet CellTrace™, la
stabilité de la coloration fluorescente permet de visualiser jusqu’a dix générations de cellules
en prolifération avant que le signal n’interfere avec celui lié a I'auto-fluorescence des cellules.
Cette technique permet également de mesurer des marqueurs d’activation de maniére

simultanée.
2.3.3.1.2. Protocole

L'étude de la prolifération cellulaire a été réalisée sur les lymphocytes T aprés leur
culture pendant une nuit. Les cellules ont été réparties a une concentration de 10° Lt/ mL et
ensuite marquées par le Violet CellTrace™ préparé dans du DMSO a une concentration finale

de 5 uM. Des Lt non marqués ont servi de contréle reflétant I'auto-fluorescence des cellules.

Suite au marquage avec le Violet CellTrace™, les cellules ont été incubées pendant 20
min dans I'obscurité et a 37°C. Cette étape est suivie par un lavage au milieu complet afin

d’éliminer toute présence de reste du colorant dans la solution. Les Lt ont été activés ou non
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par les billes anti- CD3/CD28 et incubées pendant 96h a 37°C, 5% CO; pour étre ensuite
exposés aux PF pour une durée de 72h (paragraphe 2.3.4). Le Tableau Il.11 résume les

différentes conditions testées.

Tableau 11.11 : Conditions du test de prolifération cellulaire.

Condition Marquage Activation Exposition
(Violet CellTrace™) (billes anti-CD3/CD28) (PF)
Cc1 + - -
Cc2 + - +
c3 + + -
Ca + + +
Controle = + -

Pour chacune des conditions, des cellules ont été prélevées et analysées au cours de
différents temps de culture par cytométrie en flux (Attune®, Life Technologies, Saint Aubin,
France) en mode haute sensibilité et a une vitesse d’acquisition de 25 pL/minute. Les fleches

indiquent les temps auxquels un prélévement de cellules a été réalisé (Figure 11.26).

d g g d g g g

05 24 48 72 24 48 72 h

O
[¢))

Activation Exposition

Figure 11.26 : Temps de mesure utilisés lors du test de prolifération cellulaire.

2.3.3.1.3. Analyse

Apres acquisition, les résultats obtenus pour le test CSFE ont été analysés par le
logiciel FlowJo v10.0 (FlowlJo LLC, USA), en utilisant I'algorithme d'analyse de prolifération du

logiciel en mode automatique.
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2.3.3.2 Détection des marqueurs d’activation
2.3.3.2.1. Principe

Deux marqueurs de surface témoins d’une activation des Lt ont été testés par
cytométrie en flux. Le CD69 est un marqueur précoce lié a la stimulation. Il est de ce fait
exprimé suite a cette étape et subit une diminution rapide une fois la stimulation terminée.
Le deuxieme marqueur 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 conditions du Tableau 1.11. Le
volume prélevé pour I’analyse de la prolifération par le Violet CellTrace™ a été divisé sur trois
tubes. Dans le premier tube, un marquage anti-CD25 (CD25-FITC, clone BC96, Biolegend) a été
réalisé. Dans le deuxiéme, un marquage anti-CD69 (CD69-FITC, clone FN50, Biolegend) et pour
le dernier tube le contrdle isotypique FITC 1/100 (Mouse IgG1-FITC, Invitrogen) ont été

effectués. Aprés incubation a I'obscurité pendant 30 minutes, I’échantillon a été analysé.
2.3.3.2.3. Analyse

Apres passage des échantillons en cytométrie en flux, I'analyse des résultats a été
réalisée en utilisant le logiciel Flowing Software v.2.4.1 (Turku Centre for Biotechnology,
Finlande). Pour chacun des échantillons et chacun des deux marqueurs (CD25 et CD69), une
normalisation par rapport au contréle isotypique a été appliquée afin d’éliminer le bruit de

fond de la fluorescence :

AMFlechantillon = MFlcp2s ou cpes - MFIcontréle_isotypique.

Ensuite le ratio AMFlcpas/AMFlcpgs a €té calculé permettant d’exprimer les résultats

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 cytométrie en flux suite a un marquage spécifique de

I’ADN par le FxCycle DNA stain (LifeTechnology, France), colorant fluorescent qui reconnait
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spécifiguement I’ADN double brin. L'ADN a été quantifié dans les cellules afin d’analyser le

cycle cellulaire et ses différentes phases (Go/G1, S, G2/M).
2.3.3.3.2. Protocole

Suite aux différents temps d’activation testés (24, 48, 72 et 96h), les Lt ont été
récupérés par centrifugation a 200xg pendant 5 min a 4°C. Afin de les fixer et de conserver la
structure de la cellule, le culot a été remis en suspension dans du PBS contenant 2% (v/v) de
formaldéhyde. Aprés une incubation de 20 min a température ambiante, les cellules ont été
mises sur la glace pendant une minute avant d’étre centrifugées (300xg, 5 min a 4°C). Les
cellules ont ensuite été perméabilisées. Un volume de 900 ulL de surnageant a été remplacé
par 900 pL de méthanol froid qui assure la perméabilisation des cellules déja fixées en
dissolvant les lipides membranaires. Les cellules ont été incubées sur de la glace pendant
30 min. Suite a une centrifugation (300xg, 5 min a 4°C), les cellules ont été remises en
suspension dans 500 pL de PBS et marquées avec 0,5 pL du FxCycle DNA stain. Apres une
incubation d’au moins 30 minutes a I'obscurité, les cellules ont été passées en cytométrie en

flux.
2.3.3.3.3. Analyse

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel Flowing Software v.2.4.1 afin de

déterminer la proportion des cellules dans chacune des phases du cycle cellulaire.

Concernant la durée d’activation a appliquer durant le traitement des préléevements
sanguins, nous avons décidé d’activer les Lt pendant 96 heures (voir le chapitre 3, partie 0)
dans le but d’obtenir un nombre de lymphocytes suffisant et une quantité d’ADN et d’ARN

suffisante pour réaliser les différents tests toxicologiques détaillés dans la partie 3.
2.3.4. Exposition des lymphocytes T

2.3.4.1  Préparation des particules

Les particules ont été mises en suspension a une concentration de 9 mg PF / mL de
PBS. Pour éviter la formation d’agrégats et recueillir un échantillon homogene, les suspensions

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

La cytotoxicité de I’échantillon de PF a été évaluée en mesurant I'activité de 'enzyme
lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture. Celle-ci reflete la perte
d’intégrité membranaire. Le test se base sur le fait que les cellules mortes ou ayant subi des
dommages auront une membrane cellulaire endommagée qui laisse s'échapper des 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 pyruvate, entrainant en méme
temps la réduction du NAD* en NADH/H*. La diaphorase transfere 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 déterminée par spectrophotométrie.
2.3.4.2.2. Protocole

Le test a été réalisé sur des Lt exposés ou non pendant 24, 48 ou 72h aux PF a des
concentrationsde 0; 5; 15 ;45 ; 135 pug / mL. Des cellules exposées au Triton-X100 2% (v / v)

ont servi de témoin positif avec 100% de mortalité.

Le dosage de la LDH a été réalisé en utilisant le kit Cytotoxicity Detection LDH (Roche
Diagnostics, Meylan, France) selon les instructions du fabricant. A la fin du temps d’exposition,
100 pL du surnageant ont été transférés dans une plaque 96 puits. 100 pL / puits du réactif
LDH ont été ajoutés. Aprés 30 min d’incubation a 37°C, I'absorbance a été mesurée en utilisant
un lecteur de microplaques de type Multiskan (Thermo Fisher Scientific). La concentration en
formazan a été déterminée a la longueur d’onde de 490 nm et une mesure a 600 nm a été

prise comme référence.
2.3.4.2.3. Analyse

Afin d'éliminer le bruit de fond, les valeurs d’absorbance a la longueur d’onde de
référence ont été soustraites a celles obtenues a la longueur d’onde d’intérét pour chaque

puits. Pour déterminer le pourcentage de cytotoxicité, la formule suivante a été utilisée :

échantillon—controle solvant

Cytotoxicité (%)=

controéle positif —controéle solvant x 100
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La valeur de I'échantillon utilisée est obtenue en utilisant la médiane d'absorbance
490-600 nm des huit réplicats biologiques par concentration de PF. Dans un deuxiéme temps,
ces résultats de cytotoxicité ont été modélisés pour chaque temps d’exposition pour obtenir

les concentrations d’effet a 10 % (CE1o).

2.3.4.3 Exposition aux PF

Les lymphocytes T ont été exposés aux PF a une concentration de 45 pg/mL pendant
72h (voir le chapitre 3, partie 2). Des cellules non-exposées ont été utilisées comme témoin

dans chaque expérience. Pour chaque volontaire, 2 conditions ont été testées :

- Ly non exposés aux PF,
- Lrexposés aux PF.

2.3.4.4 Contrdles positifs
Les contréles positifs suivants ont été réalisés sur des Lt exposés pendant 72h a :

- 10 pg/mL d’oxyde de cuivre (CuQ), connu pour ses effets cytotoxiques et génotoxiques
(Di Bucchianico et al., 2013) ;

- 2 mM de Benzo[a]Pyréne (B[a]P), un HAP souvent pris comme modeéle pour I'étude de
I’activation métabolique des composés organiques (Billet et al., 2008).

2.3.4.5 Récupération des cellules et des surnageants

Des prélevements de 200 pL de surnageant ont été réalisés a 24, 48 et 72h aprés
exposition aux PF et a 72h apres exposition des controéles positifs et ont servi pour le profilage

immunologique réalisé en ELISA multiplex (voir la partie 3.2)

Apres 72h d’exposition, les Lt ont été centrifugés (250xg ; 15 min ; 20°C). Les

surnageants ont été récupérés dans des cryotubes de 4,5 mL et placés a -80°C.

Une partie 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 -80°C jusqu’a leur utilisation.

La Figure 11.27 représente les différentes étapes optimisées ainsi que le protocole final

appliqué.
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Figure 11.27 : Protocole développé dans cette étude (a) ensemble des conditions testées avec en rouge les
étapes optimisées (b) le protocole final optimisé.

2.3.5. Extraction et dosage de I’ADN, de ’ARN et des protéines

L'extraction de I’ADN, de I'ARN et des protéines a été réalisée en utilisant le kit
Nucleospin® TriPrep (Macherey-Nagel, France). L'ADN, I’ARN et les protéines sont isolés sans
division de I'échantillon antérieurement a I'extraction ce qui est particulierement intéressant

pour les échantillons uniques et précieux comme dans le cas de cette étude.

La premiere étape consiste a lyser les cellules par un tampon de lyse qui inactive
immédiatement les enzymes présentes (DNases, RNases, proteases, and phosphatases) et
crée des conditions de liaison appropriées favorisant I'adsorption de I’ADN et de I’ARN sur la
membrane de silice et permet aux protéines de traverser la colonne. Aprés deux étapes de
lavage, 'ADN est élué avec un tampon a faible teneur en sels (DNA Elute) qui élue
sélectivement ’ADN et maintient I’ARN sur la colonne. L’ADN résiduel lié a la membrane de
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silice est éliminé par une solution de DNase. Des étapes de lavage avec deux tampons
différents éliminent les sels, les métabolites et les composants cellulaires macromoléculaires.
L’ARN pur est finalement élué avec de I'eau ne contenant pas de RNase (RNase free water).
Quant aux protéines, elles sont isolées par précipitation sous forme dénaturée en milieu
tamponné (Protein Precipitator). Aprés une étape de lavage, le culot de protéines est dissous
dans un tampon de resolubilisation des protéines contenant I'agent réducteur TCEP. Les
acides nucléiques concentrés ADN et ARN, ont été dosés par spectrophotométrie en utilisant
la pdrop™ plate (ThermoFisher, France), puis conservés a 4°C (ADN) et -20°C (ARN). Les
protéines ont été quantifiées par le Protein Purification Assay Kit (Machery Nagel, France) et
conservées a -80°C. La quantité et la qualité de I’ARN ont également été évaluées grace au
bioanalyseur (puce Agilent RNA 6000 Nano Chips, Agilent Technologies, France). Le pic du
marqueur ainsi que les deux pics de ribosomes 18S et 28S étaient bien définis sur
I’électrophorégramme, avec un ratio ribosomal [285/18S] supérieur a 2 et un RNA Integrity

Number (RIN) supérieur a 9.

3. Tests toxicologiques

3.1. Expression génique par RT-qPCR

3.1.1. Principe

La détermination du niveau d’expression des génes dans les lymphocytes a été réalisée
par la méthode de Trancription inverse (Reverse transcription, RT) suivie par une PCR
guantitative en temps réel, qPCR (real-time quantitative Polymerase Chain Reaction. Cette
technique se base sur la détection et la quantification d’un fluorochrome pendant le processus
d’amplification. Chaque cycle d’amplification se déroule en trois étapes : la dénaturation du
double brin d’ADNc par chauffage, I’hybridation des amorces et finalement I'élongation
permettant la synthése de la séquence complémentaire au brin matrice. Dans ce cas, le
fluorochrome émetteur est libéré du suppresseur ce qui permet I'émission de la fluorescence
proportionnelle au nombre de copies formées durant chaque cycle. Ce cycle est répété n fois.

La PCR est précédée par une étape de Retro-Transcription RT durant laquelle une ADN
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polymérase ARN-dépendante synthétise, a I'aide des dNTP, un brin d’ADN complémentaire

(ADNc) de ’'ARNm obtenu aprés I’extraction.

3.1.2. Protocole

La RT a été réalisée a partir de 13 puL d’ARN (2 000 ng) auxquels ont été ajoutés 7 uL de
mélange réactionnel du kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fischer,

France) contenant :

2 uL de RT Buffer 10X,

- 2 pL de RT Random Primer 10X,
- 1 pL de RT Enzyme Superscribe,
- 0,8 uLde dNTP 100mM,

- 1 uL de Rnase inhibitor,

- 0.2 uL d’eau ultra-pure.

La RT a été effectuée en utilisant le thermocycleurPTC-100® (PTC-100™ Programmable

Thermal Controller, MJ Research, INC) programmé comme suit :

- 90 min a 37°C (rétro-transcription de ’ARNm en ADNc),
- 5 min a95°C (inactivation de I'’enzyme de la RT),
- maintien a 4°C.

L’ADNc simple brin formé a été conservé a 4°C avant d’étre amplifié en PCR en temps
réel. Nous avons quantifié les ARNm dans les cellules exposées ou non aux PF et aux contrdles
positifs. Des duplicats techniques ont été réalisés pour chaque échantillon. Concernant la
normalisation, quatre génes de référence candidats ont été comparés. Les génes testés ainsi

que la référence de leurs amorces sont présentés dans le Tableau 11.12.
La PCR a été réalisée a partir de 4,5 pL d’ADNc et de 5,5 pL du mélange suivant :

0,5 pL de I'amorce a tester

- 5plLduTagMan® Fast Advanced Master Mix (2X)
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Chaque plaque a été couverte par un film adhésif et centrifugée brievement. L'appareil
utilisé pour la PCR est le thermocycleur 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies,

France) programmé selon le protocole suivant :

- activation de I'enzyme a 95°C pendant 20 s,
- 40 cycles de PCR : dénaturation a 95°C pendant 3 s suivie de I'"hybridation et de

I’élongation a 60°C pendant 30 s.

Tableau 11.12 : Amorces des genes de référence et des génes cibles utilisées pour la RT-qPCR.

GENE DE REFERENCE AMORCE GENE CIBLES AMORCE
18S Hs99999901_s1 AhR Hs00169233_m1
RPL13A HS04194366_g1 CYP1A1 Hs01054797_gl
IPO8 HS00914059_m1 CYP2Ss1 Hs00258076_m1
B2M HS00187842_m1 CYP2E1 Hs00559368_m1
NQO1 Hs02512143 sl
SOD2 Hs00167309_m1
Catalase Hs00156308_m1
HMOX1 Hs01110250_m1

3.1.3. Analyse

Le cycle seuil Ct(Cycle threshold) correspond au nombre de cycles d’amplification pour
lequel une augmentation significative de I'intensité de fluorescence au-dela du seuil de
fluorescence est atteint. Pour chaque échantillon, cette valeur a été déterminée par le logiciel
« Sequence Detection 7500 Software v2.0.3 » (Life Technologies). La moyenne des valeurs de
Ctdes duplicats a été calculée obtenant ainsi une valeur Ct cible. Cette valeur est rapportée a
celle du géne de référence par la formule suivante, et permet d’obtenir une ACt pour chaque

échantillon de cellules (Livak and Schmittgen, 2001).
ACt ¢chantillon= Ct cible — Ctigs

Puis, pour chaque condition d’exposition, nous avons rapporté la valeur de ACt a celle
du témoin, ce qui correspond dans notre cas, a I'expression relative par rapport aux cellules

non exposées :

AA Ct = ACt expo — A Ct témoin
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Par la suite, la quantification relative RQ pour chaque échantillon a été déterminée :

RQ = Z—AACt

3.2 Quantification des cytokines par le MAGPIX®

3.2.1. Principe

La technique MILLIPLEX® MAP est une technologie qui allie les compétences de la
cytométrie en flux et celles du test d’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). En
immunologie, elle est utilisée pour quantifier des cytokines. Cette méthodologie fait appel a
I"utilisation de billes sur lesquelles sont liés des anticorps de capture. Deux fluorochromes sont
incorporés a l'intérieur des billes. 1l existe pour chaque bille un ratio précis de la quantité de
ces deux fluorochromes. Une fois les billes ajoutées a I’échantillon a tester, I'analyte d’intérét
est capturé par une bille. Durant leur passage au niveau des 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.

Cette technique présente des avantages par rapport au test d’ELISA. Elle est plus
sensible, nécessite moins de temps de manipulation et présente la capacité de multiplexer les
analytes. Elle permet de détecter et de quantifier simultanément jusqu’a 50 analytes

(cytokines, chimiokines, facteurs de croissance etc.) dans 25 plL d’échantillon.
3.2.2. Protocole

Les cytokines d’intérét ont été quantifiées en utilisant le kit commercial Millipore
MILLIPLEX® MAP Human cytokine/chemokine kit (MilliporeCorp., Billerica, MA) basé sur la
technologie Luminex xMAP®. Les cytokines suivantes ont été analysées : IL-4, IL-10, I1L-12p40,
IL-13, IL-17A et IFN-y. Dans le but de quantifier ces cytokines, nous avons utilisé des
surnageants prélevés a 24, 48 et 72h des cultures de Lt exposés ou non aux PF. Les surnageants

de 8 sujets par catégorie d’age ont été inclus dans ce test.

Une gamme étalon a été préparée et déposée dans chacune des plagues 96 puits.
Aprés le dépot de 25 uL / puits des différents échantillons, un volume de 25 pL de mélange
d’anticorps des 6 cytokines a tester a été ajouté. Suite a I'incubation pendant une nuit a 4°C,
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les plagues ont été lavées 2 fois avant d’ajouter 25 pL / puits de chacun des anticorps de
détection. Aprés une incubation d’une heure a température ambiante, 25 plL de Streptavidine-
phycoérythrine ont été ajoutés par puits et les plaques incubées pendant 30 minutes. Suite a

une étape 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 systeme MAGPIX® et le logiciel
« XPONENT software ». La quantification des différentes cytokines est obtenue par
comparaison avec une gamme d'étalonnage et l'utilisation d’'une droite de régression

polynomiale d’ordre 2.

3.3. Etude transcriptomique des miARN

3.3.1. Extraction d’ARN total contenant les miARN

Pour I'analyse des miARN, les ARN totaux des cellules ont été extraits a I'aide du kit
Nucleospin®  TriPrep  (Macherey-Nagel, France) comme décrit précédemment
(paragraphe 2.3.5), puis quantifiés avec la pdrop™ plate (ThermoFisher, France). La qualité et
la qualité des ARN ont été ensuite vérifiées a I'aide du bioanalyseur (puce Agilent RNA 6000

Nano Chips, Agilent Technologies, France).

Parmi les 30 volontaires (10 individus par catégorie d’age) formant notre population
d’étude, 6 individus (3 hommes et 3 femmes) ont été choisis dans chacune des trois classes
d’age (exposés et non exposés aux particules). Les échantillons d’ARN ayant un RIN supérieur

a 9, provenant de 18 sujets ont été analysés en puce a miARN.

3.3.2. Puce a miARN

L'analyse de la puce a miARN ainsi que le traitement statistique des résultats obtenus

ont été réalisés par la plate-forme de génomique de I'Institut Cochin a Paris.

La puce Affymetrix” GeneChip® miRNA Arrays (Affymetrix, Inc., SantaClara, CA, USA) a
été utilisée pour le criblage des miARN en utilisant le FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit.
La normalisation de la puce a été réalisée a I'aide de I'algorithme RMA (Robust Multi-Chip

Average) en utilisant le fichier d’annotation miARN humains du site Brain array.
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Cette puce de derniere génération correspondant a la base de données miRbase 2014

(v21) a permis d’analyser 4 459 miARN dont 2 579 miARN matures (Figure 11.28).
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2 MATURE_hsa-mir-99b-5p 3.35804 4.34983 0.988966 1.20524 3.80583 4.43977 2.81932
3 MATURE_hsa-mir-99b-3p 0.737861 1.01715 0.713259 0.534352 0.990546 1.38517 0.67045
4\ MATURE_hsa-mir-99a-5p 0.698319 0.84343 0.873552 0.827842 0.81473 0.772278 0.537688
5 |MATURE_hsa-mir-99a-3p 0.592651 0.609879 0.612412 0.606926 0.641219 0.653846 0.667024
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7 MATURE_hsa-mir-98-3p 0.81978 0.732926 0.722178 0.642118 0.563872 0.72233 0.905154
8 MATURE_hsa-mir-96-5p 0.750308 0.615027 0.76096 0.724639 0.678222 0.787332 0.534563
9 MATURE_hsa-mir-96-3p 1.02321 0.430494 0.912031 0.410023 0.859609 0.504471 0.741508
10 MATURE_hsa-mir-9-5p 0.580671 0.568302 0.606172 0.61218 0.73581 0.65532 0.449687
11 |MATURE_hsa-mir-95-5p 0.716059 1.03027 0.921869 0.686714 0.745245 0.295821 0.599909
12 | MATURE_hsa-mir-95-3p 0.906673 0.93937 0.842602 0.72404 0.796303 0.731313 0.65968
13 MATURE_hsa-mir-944 0.53084 0.82274 0.563087 1.16728 0.558201 0.549125 1.00865
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17 MATURE_hsa-mir-941 1.01358 2.00838 1.40576 0.97058 3.69857 3.34307 3.0181
18 MATURE_hsa-mir-940 2.88136 2.08395 3.56614 3.13271 2.26398 3.20343 1.67488
19 MATURE_hsa-mir-9-3p 0.711662 0.819422 0.623618 0.826119 0.628698 0.807751 0.914104
20 |MATURE_hsa-mir-939-5p 5.58872 5.67456 6.41545 6.88096 5.60864 5.90135 6.17594
21 |MATURE_hsa-mir-939-3p 0.582746 0.824881 0.733215 0.561693 0.706931 0.585441 0.768266
22 |MATURE_hsa-mir-938 0.806622 1.02135 0.801194 0.75463 0.741905 0.731313 0.845826
23 |MATURE_hsa-mir-937-5p 8.69866 8.53678 9.39962 9.34295 8.74672 9.09497 8.69476
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Figure 11.28 : Extrait des résultats générés par la puce a miARN.

Apres I'analyse de la puce, un traitement statistique matAnova a été réalisé afin de

déterminer les différences significatives des niveaux d’expression des miARN entre les cellules

témoins et celles exposées aux particules pour chaque classe d’age, ainsi qu’entre les

différentes classes d’age pour les cellules témoins d’une part et les cellules exposées aux

particules d’autre part. Suite a I'analyse statistique, une « p-value », un « ratio » et un « fold

change » ont été calculés pour chague miARN et pour chague comparaison effectuée (Figure

11.29).
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A U v W X z
1 ColumnID p-value(A * exp vs. A * hon exp) Ratio(A * exp vs. A * non exp) Fold-Change(A * exp vs. A * non exp) p-value(B * exp vs. B * n¢
2 MATURE_hsa-mir-99b-5p 0.203309 1.82468 1.82468 0.574292
3 MATURE_hsa-mir-99b-3p 0.227183 1.1748 1.1748 0.946847
4 MATURE_hsa-mir-99a-5p 0.408711 0.956119 -1.04589 0.674977
5 MATURE_hsa-mir-99a-3p 0.73942 1.01504 1.01504 0.293235
6 MATURE_hsa-mir-98-5p 0.063047 0.882774 -1.13279 0.0581914
7 MATURE_hsa-mir-98-3p 0.3489 0.952727 -1.04962 0.328468
8 MATURE_hsa-mir-96-5p 0.387932 0.950053 -1.05257 0.270091
9 MATURE_hsa-mir-96-3p 0.00602418 0.812916 -1.23014 0.558579
10 MATURE_hsa-mir-9-5p 0.96056 0.998371 -1.00163 0.708418
11 MATURE_hsa-mir-95-5p 0.0990361 0.872314 -1.14638 0.504951
12 MATURE_hsa-mir-95-3p 0.658817 0.967723 -1.03335 0.922018
13 MATURE_hsa-mir-944 0.105004 1.12615 1.12615 0.167589
14 MATURE_hsa-mir-943 0.12109 0.780653 -1.28098 0.273172
15 MATURE_hsa-mir-942-5p 0.617433 1.03359 1.03359 0.710915
16 MATURE_hsa-mir-942-3p 0.0626559 1.24892 1.24892 0.76951
17 MATURE_hsa-mir-941 0.933925 0.969809 -1.03113 0.430683
18 MATURE_hsa-mir-940 0.12741 1.43143 1.43143 0.786078
19 MATURE_hsa-mir-9-3p 0.965125 0.998326 -1.00168 0.393909
20 MATURE_hsa-mir-939-5p 0.540364 1.11161 1.11161 0.205172
21 MATURE_hsa-mir-939-3p 0.396968 1.07339 1.07339 0.30071
22 MATURE_hsa-mir-938 0.921965 1.00765 1.00765 0.171672
23 MATURE_hsa-mir-937-5p 0.985342 0.997517 -1.00249 0.061058
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Figure 11.29 : Extrait de I’analyse statistique des résultats générés par la puce.

A partir du traitement statistique des résultats de la puce, 13 miARN matures ont été
choisis (voir le chapitre 3, partie 3, paragraphe 3) afin que leurs niveaux d’expression génique
soient testés par PCR : miR-124-3p, miR-1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-16-5p, miR-212-3p,
miR-212-5p, miR-324-5p, miR-3613-5p, miR-373-5p, miR-378a-3p, miR-605-5p et miR-99b-5p.

Les miARN de référence candidats miR-191-3p et miR-25-3p ainsi que le petit ARN
nucléaire U6 (small nuclear RNA ou snRNA) ont aussi été analysés par PCR afin d’identifier
lequel devait étre utilisé pour la normalisation des résultats de PCR (voir le chapitre 3, partie

3, paragraphe 3.1).
3.3.3. RT-qPCR (miARN et U6 snRNA)

La RT et PCR ont été réalisées pour les échantillons témoins et exposés des 30 sujets

de la population d’étude.

3.3.3.1 RT pour les miARN

Les ARN totaux extraits des cellules ont été dilués dans de I’eau RNase free jusqu’a une

concentration d’ARNiotal de 5 ng/ul. Le protocole appliqué pour la RT est celui du kit TagMan®
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Advanced miRNA Assays (Applied Biosystems™, California, USA). La RT spécifique aux miARN

se déroule en 4 étapes principales :

Réaction d’ajout de la queue Poly(A),

Réaction de ligation,

Réaction de retro-transcription,

Réaction d’amplification des miRNA.
La RT a été réalisée en utilisant le thermocycleur (PTC-100™ Programmable Thermal

Controller, MJ Research, INC).

3.3.3.2 PCR pour les miARN

La PCR a été réalisée en utilisant le protocole du kit TagMan® Advanced miRNA Assays. Les

amorces des genes testés sont représentées dans le Tableau 11.13.

La PCR a été réalisée a partir de 2,5 yL du produit de RT dilué au dixieme et de 7,5 uL

du mélange réactionnel contenant :

- 0,5 pL du TagMan® Advanced miARN Assay (20X),
- 5L duTagMan® Gene Advanced Master Mix (2X),
- 2 ulLd’eau ultra-pure.
L’appareil de PCR en temps réel utilisé est le thermocycleur 7500 Fast Real-Time PCR

System (Life Technologies, France) programmeé selon le protocole suivant :

- activation de I'enzyme a 95°C pendant 20 s,
- 40 cycles de PCR: dénaturation a 95°C pendant 3 s suivie de I’hybridation et de

I’élongation a 60°C pendant 30 s
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Tableau 11.13: Amorces des miARN quantifiés par PCR

GENE AMORCE GENE AMORCE

miR-124-3p 477879_mir miR-25-3p 477994 _mir
miR-1246 477881 _mir miR-324-5p 478024 _mir
miR-1290 477895 _mir miR-3613-5p 479424 mir
miR-132-3p 477900_mir miR-373-5p 478073_mir
miR-16-5p 477860_mir miR-378a-3p 478349 _mir
miR-191-3p 477951 _mir miR-605-5p 478174 _mir
miR-212-3p 478318 mir miR-99b-5p 478343 mir
miR-212-5p 478767_mir

3.3.3.3 RT pour U6 snRNA

Les ARN totaux extraits des cellules ont été dilués dans de I’eau RNase free jusqu’a une
concentration d’ARNitai de 40 ng/uL. Le kit TagMan® Small RNA assays (Applied

biosystems™, California, USA) a été utilisé. Le mélange réactionnel est composé de :

0,15 pL de dNTP a 100 mM,
- 1 pL de I'enzyme MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL),
- 1,50 pL du Reverse Transcription buffer (10X),
- 0,19 pL de RNase inhibitor (20 U/uL),
- 4,16 pL d’eau ultra-pure.
Aux 7 uL du mélange sont ajoutés 3 pL de I'amorce U6 snRNA (5X) et 5 uL de I’ARN
total. La RT a été effectuée en utilisant le thermocycleur PTC-100® selon le programme

suivant :

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

La PCR du gene U6 [001973] a été effectuée avec 2 plL du produit de la RT auquel est ajouté

un volume de 8 pL du mélange suivant :

- 5plLduTagMan® Fast Advanced Master Mix (2X),
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- 0,5 puL du TagMan™ microRNA Control Assays [U6 snRNA (20X)],
- 2,5 puLd’eau ultra-pure.
La plaque a été couverte par un film adhésif et analysée par PCR en temps réel (7500 Fast

Real-Time PCR) selon le programme ci-dessous :

- 1cyclede 20sa95°C,
- 40cyclesde3sa95°Cetde 30sa60°C.

3.3.4. Choix des miARN pour I’'analyse fonctionnelle

Parmi les 13 miARN testés en PCR, seulement 8 miARN ont été retenus pour I'analyse
fonctionnelle : miR-124-3p, miR-1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-16-5p, miR-324-5p,

miR-378a-3p et miR-99b-5p (voir le chapitre 3, partie 3, paragraphe 3.2).

3.3.4.1  Analyse fonctionnelle

Une analyse fonctionnelle a été réalisée a 'aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis
(IPA®) (Ingenuity Systems, California, USA) afin de pouvoir identifier les cibles potentielles des
miARN choisis. IPA® est un puissant outil d'analyse et de recherche qui révele I'importance
des données « omiques » et identifie de nouvelles cibles ou des biomarqueurs candidats dans
le contexte des systémes 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
I'analyse, I'intégration et I'interprétation des données issues d’expériences d’omiques, telles
qgue le séquencage de 'ARN (RNA-seq), le séquencage des petits ARN (small RNA-seq),
I'analyse des puces (microarrays) y compris les miARN et le polymorphisme nucléotidique
(SNP, Single-Nucleotide Polymorphism), la métabolomique, la protéomique et les expériences

a petite échelle.

L’outil « miARN Target Filter » du logiciel IPA® nous a permis de prédire les cibles
potentielles des miARN dont le niveau d’expression a été retrouvé modifié en fonction de I'dge
et/ou suite a I'exposition aux particules. Afin de sélectionner les cibles dont I'interaction
miARN-géne a été observée expérimentalement, seule la catégorie « cibles validées
expérimentalement » a été considérée en utilisant miRecords, Tarbase, TargetScan et la base

de connaissances Ingenuity® comme sources. Le logiciel IPA® a également été utilisé pour
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identifier les voies biologiques concernées par les interactions miARN-cible(s) et choisir les

voies les plus significativement enrichies dans les Lt exposés aux PF.

3.3.4.2

RT et PCR des ARN cibles

Suite a I'analyse IPA®, 13 genes cibles semblent pertinents. Il s’agit des genes suivants :

Bax, Bcl-2, BMI1, CDK2, CDKN1A, CDKN2A, CDKN2D, CHP1, CTNND1, DFFB, RASSF5, RB1 et

TLN1. Le niveau d’expression génique de ces cibles sera évalué en PCR en temps réel. Le

protocole de la RT-qPCR pour les genes cibles a été préalablement décrit (voir le

paragraphe 3.1.2). Les références des amorces des génes cibles sont présentées dans le

Tableau 11.14.

Tableau 11.14 : Amorces des genes cibles testés et des deux génes de référence mesurés par RT-qPCR.

GENE DE REFERENCE

REFERENCE

GENE DE REFERENCE

REFERENCE

RPL13A HS04194366_gl IPOS HS00914059_m1
GENE CIBLES AMORCE GENE CIBLES AMORCE
Bax Hs00180269_m1 CHP1 Hs00819122_m1
Bcl-2 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 (P16) 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 travail
de these. Il sera divisé en trois parties. La partie 1 portera sur les travaux d’optimisation qui ont
été menés afin de valider notre modeéle d’étude ainsi que le protocole expérimental mis en place.
Dans la partie 2, les caractéristiques de la population d’étude seront présentées. Enfin, la partie
3 sera consacrée aux résultats des impacts toxiques et des effets causés par I’exposition des Lt

aux PF. L’ensemble sera suivi d’une discussion générale.
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Notation des échantillons

Afin de faciliter la lecture, une notation sera adoptée pour tous les parametres testés. Elle

désignera les différentes catégories d’age, la population d’étude ainsi que les conditions

expérimentales.

Des codes couleurs sont récapitulés dans le Tableau Il1.15.

Tableau I11.15 : Notation des échantillons de Lr.

Non exposés

Exposés aux PF

Exposés au controle

positif

« A »20-30 ans

« B » 45-55 ans

« C» 70-85 ans

« ABC » population d’étude
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Partie 1 : Validation du modele d’étude

1. Verification de la nécessité et de I’efficacité de I’étape d’activation

Dans le but de vérifier la nécessité de I'étape d’activation des lymphocytes T dans leur
maintien en culture, différents tests ont été menés. Dans un premier temps, un test de
prolifération cellulaire a été réalisé. Ensuite, I'efficacité des billes anti-CD3/CD28 dans I’activation
des Lt a été vérifiée via le suivi de I'expression de deux marqueurs témoins de I'activation ainsi

gu’a travers I'analyse du cycle cellulaire.

1.1. Test de prolifération cellulaire

Nous avons réalisé un suivi de la prolifération cellulaire chez des Lrisolés du sang total et
mis en culture pendant 7 jours. Cette analyse a eu pour but de vérifier la nécessité de I'étape
d’activation. Dans un deuxiéme temps, nous avons testé la capacité des PF a activer notre modéle

cellulaire en absence de 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 marquage des Lt par
le fluorochrome du Violet CellTrace™ avant la mise en culture permet de différencier les cellules
n’ayant pas subi une division. Ces derniéres présentent toujours une fluorescence élevée, tandis
que des Lt divisés 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 Lt marqués par le fluorochrome du Violet CellTrace™ et
activés par les billes anti-CD3/CD28 (conditions C3 et C4) ont été comparés aux Lt non stimulés
(conditions C1 et C2). L'absence de stimulation a pour but de tester le pouvoir des Lt a démarrer
leur cycle cellulaire en absence d’activation. A partir de ces cellules non stimulées, la fluorescence

maximale des cellules sans division a pu étre déterminée. En parallele, des Lt non marqués
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(controle) ont été mis en culture pendant 96h. La fluorescence détectée représente |'auto-
fluorescence des Ly. Des lectures de la fluorescence ont été réalisées pour chacune des conditions
a 5h, 24h, 48h, 72h et 96h de culture. La Figure 111.30 représente les résultats obtenus 96h sans

activation (a) ou aprés activation des Lt par les billes anti-CD3/CD28 (b).

a b
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Figure 111.30 : Test de prolifération cellulaire suivi par cytométrie en flux révélant la réponse des Lt apres 96h :
en absence d’une activation par les billes anti-CD3/CD28 (a) ; suite a I'activation par les billes anti-CD3/CD28 (b)

déterminé par le marquage Violet CellTrace™. Le pic gris de gauche (b) correspond a I’auto-fluorescence des Lt non
marqueés.

En absence d’activation, le marquage donne un seul pic (Figure 111.30a). Ce pic regroupe
les Lt de la génération 0 n"ayant pas subi de division. Suite a 'activation des Lt par les billes anti-
CD3/CD28, I'histogramme met en évidence cing pics (pic 0 a pic 4) (Figure 111.30b). Le pic O
regroupe les cellules non divisées. Les pics 1 a 4 font référence aux 4 divisions cellulaires
successives qui ont eu lieu. 96h aprés activation, 51,7% des Lt sont entrés en division (résultat

non représenté).
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Dans un deuxiéme temps, et apres 96h de culture en absence d’activation, nous avons
exposés des Lt aux PF pendant 72h (voir la partie 2). Une comparaison du suivi de la prolifération
pendant 72h chez les Lt exposés et les Lt non exposés permet d’évaluer |'effet potentiel des PF
sur la prolifération des Ly non activés. Nos résultats n’ont pas montré de déclenchement d’une
division cellulaire ce qui suggere que les PF, sont incapables a elles seules de déclencher une

activation des L.

Le Violet CellTrace™ est un nouveau colorant de suivi de la prolifération cellulaire ayant
un mode d'action similaire au colorant de référence, le CFSE (Carboxyfluorescein Diacetate
Succinimidyl Ester). Une étude comparative des deux colorants suite a I'activation des Lt pendant
8 jours, a montré qu’au jour 5 aprés activation, plusieurs générations de lymphocytes ont pu étre
détectées. Des résultats similaires 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 les Lt (Zolnierowicz et al., 2013). Une étude récente
a montré une augmentation progressive du nombre de Lt et des générations prolifératives du
jour 3 au jour 7 qui ont suivi I'activation des CD3* par des billes anti-CD2/3/28 et leur marquage
par CFSE. Un temps de culture de 5 jours est considéré optimal. Cette durée reflete la moyenne
d’accroissement de la population des CD3* la plus importante ainsi que le temps convenable pour
avoir une prolifération uniforme (Dock et al., 2017). Avec le méme modele d’activation que celui
utilisé dans notre étude (billes anti-CD3/CD28), Li et Kurlander ont détecté, par le CFSE, un début
de division cellulaire des Lt entre les 40 et 60 heures qui suivaient I'activation avec une expansion
cellulaire mesurable vers 60 heures (Li and Kurlander, 2010). Une autre étude a également
montré un déclenchement de la division cellulaire, chez des Lt activés pendant 72h par des billes
anti-CD3/CD28 (Liamin et al.,, 2017). Les résultats obtenus lors de notre étude sont donc
cohérents avec d'autres études menées dans le méme modeéle cellulaire et utilisant le méme

moyen d’activation.
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1.2. Détection des marqueurs d’activation CD25 et CD69

Nous avons mesuré I'expression des deux marqueurs d’activation CD25 et CD69 a la
surface des Lt en culture pendant 7 jours, en présence et en absence d’activation et/ou
d’exposition aux PF. Les résultats sont représentés sous forme du ratio CD25/CD69 permettant
de suivre I’évolution de I'expression de chacun des marqueurs en fonction du temps (intervalle

de 24h).

La Figure 111.31 représente I'évolution du ratio CD25/CD69 en absence d’activation chez
des Lt témoins ainsi que chez des Lt exposés aux PF aprés 96h de culture. Les résultats montrent
un ratio stable tout au long de la culture. Ce profil a été observé chez les Ly qu’ils soient exposés
ou non aux PF. Les valeurs obtenues étant proche de 1, ne mettent pas en évidence une
surexpression de I'un des deux marqueurs par rapport a I'autre. Toutefois, nous remarquons une
tendance a la baisse a partir de 120h de culture chez les Lt témoins ainsi que chez des Lt exposés.
Nous suspectons un début de mort cellulaire des lymphocytes au-dela de 5 jours de culture en

absence d’activation.
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Figure 111.31 : Variation du ratio CD25/CD69 en fonction du temps chez les Lt non activés et exposés ou non aux PF
pendant 96h
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Nous avons ensuite comparé ce ratio a celui obtenu aprés activation des Ly par les billes
couplées aux anticorps anti-CD3/CD28 (Figure 111.32). Suite a la stimulation (Oh), les résultats ont
montré des ratios croissants mais inférieurs a 1 jusqu’a 72h apreés activation. Le ratio CD25/CD69
le plus faible de 0,18 a été mesuré a 24h, mettant en évidence une surexpression précoce du
marqueur CD69 non observée en I'absence d’activation. Une inversion du ratio a lieu entre 72h
et 96h, ol le ratio est passé de 0,70 a 72h a 1,55 a 96h soulignant une expression importante du
marqueur CD25 associée a une faible expression du CD69. Les Lt exposés ce jour-la ont présenté
la méme tendance que celle des Lt témoins tout au long de la culture. Le ratio a continué a
augmenter pour atteindre la valeur maximale 6 jours (144h) aprés la stimulation, 2,75 pour les Ly
témoins et 3,19 pour les Lrexposés. Une faible diminution a été observée le 7°™¢ jour (168h) dans

les deux conditions.
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Figure I11.32 : Variation du ratio CD25/CD69 en fonction des heures d’activation chez les Lt exposés aux PF apres 96h
d’activation et chez les Lt témoins non exposés. L’astérisque (*) représente I’activation. Les courbes en gris
représentant les ratios chez les Lt non activés ont été ajoutées au graphique afin de faciliter la comparaison.

CD25 et CD69 sont deux marqueurs d’activation exprimés suite a une stimulation

antigénique qui cause I'activation des Ly. L'expression stable de ces marqueurs tout au long de la
154



Partie 1 : Validation du modeéle d’étude

culture en absence d’activation montre que les Lt sont incapables de s’auto-activer. Cette
hypothése peut étre confirmée et validée lorsque I'on observe I'augmentation de I’expression de
ces marqueurs suite a l'activation des Ly par les billes anti-CD3/CD28. D’autre part, la
comparaison des ratios chez les Lt exposés aux PF en absence et en présence d’activation
confirme aussi l'incapacité des particules seules a activer les L. Peu de variations du ratio

CD25/CD69 ont été détectées entre les Ly témoins et les Lt exposés aux PF.

L’évaluation de I'expression du marqueur CD69 nous a permis de mettre en évidence une
surexpression précoce, 24h apres la stimulation, suivie d’une diminution rapide. CD69 est un
marqueur lié a la stimulation et dont I'expression diminue trés rapidement une fois la stimulation
du TCR est finie. L'expression de ce marqueur est normalement perdue 4-5 jours aprés la
stimulation indiquant un effet de mitose. Trickett et Kwan ont signalé que I'activation des Lr,
évaluée par I'expression du CD69, commence a se produire 1h apres la stimulation avec des billes
anti-CD3/CD28 (Trickett and Kwan, 2003). Une autre étude a montré que 24h apres la stimulation
de Lt par les anticorps anti-CD3 et anti-CD28, 80% des cellules exprimaient ce marqueur. Des
stimulations répétées réalisées tous les 3-4 jours de culture causaient a nouveau des pics de CD69
peu de temps aprés la stimulation du TCR (Hedfors and Brinchmann, 2003). Une étude plus
récente a montré que 90% des CD4* et des CD8* exprimaient le marqueur CD69 48h apres la
stimulation par les billes anti-CD3/CD28. Toutefois la prolongation de la stimulation jusqu’a 72h,
a entrainé une diminution de I'expression du CD69 de 90% a 50% chez les CD4* et 25% chez les

CD8* (Motamedi et al., 2016).

L’activation du Lt se caractérise également par I'expression de CD25, la chaine a du
récepteur d’IL-2. Ce marqueur amplifie la prolifération des Lrvia une boucle autocrine d’IL-2, une
cytokine décrite comme un facteur de croissance indispensable pour la prolifération des Lt
(Boyman and Sprent, 2012). Une étude a montré que 90% des CD4* et CD8* exprimaient le
marqueur CD25 apres 72h d’activation par les billes anti-CD3/CD28 (Motamedi et al., 2016). Nos
résultats ont signalé une augmentation de I'expression du CD25 au 4¢™¢ jour d’activation. Ils sont

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 paragraphe 1.1) et I'analyse du cycle cellulaire (voir

le paragraphe 1.3).

Un début de perte d’expression du CD25 au 7°™ jour a été observé chez les Ly activés.
Hedfors et Brinchmann ont montré qu’apres |'expression importante de CD25 observé au jour 4
aprés activation, une diminution de I'expression a commencé au 8°™¢ jour de la culture malgré la
division cellulaire en cours (Hedfors and Brinchmann, 2003). Le récepteur de I'IL-2 est constitué
de 3 sous chaines dont la chaine a (IL-2Ra ou CD25), la chaine B (IL-2RB) et une chaine yc (CD132).
Ensemble, ces trois chaines lient IL-2 a son récepteur avec une grande affinité. La diminution du
niveau de CD25 durant la prolifération suggére la non-nécessité d’une forte affinité pour

maintenir la prolifération des Lt (Hedfors and Brinchmann, 2003).

1.3. Analyse du cycle cellulaire

L'analyse des différentes phases du cycle cellulaire suite a I'activation des Lt a été réalisée
en cytométrie en flux pendant plusieurs heures qui suivaient I'activation par les billes anti-
CD3/CD28. La Figure 111.33 représente le pourcentage de Lt dans chacune des phases du cycle

cellulaire 96 heures apres I'activation.
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Figure 111.33 : Pourcentage de Lrdans les différentes phases du cycle cellulaire (Go/G1, S et G2/M) en présence
et en absence d’une étape d’activation. L’astérisque (*) fait référence a une activation.
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La comparaison du pourcentage de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire
entre les Ly activés (*) et ceux non activés montre qu’en absence d’activation, 95,4% des cellules
sont en phase GO/G1. Par contre suite a |'activation, ce pourcentage diminue et les cellules

entrent en stade S (14,8%) et G2/M (26,8%).

Le passage des Lr des phases GO/G1 - durant lesquelles les cellules sont hors cycle
cellulaire ou en préparation a la réplication - aux phases S de réplication de I’ADN et G2/M de
croissance et de préparation a la mitose, mettent en évidence I'efficacité de la stimulation par

les billes.

Le comptage de Ly en paralléle a I'analyse du cycle cellulaire a montré une croissance
cellulaire proportionnelle a la durée d’activation (résultats non présentés). Ces résultats valident
le systéme d’activation utilisé constitué de billes couplées aux anticorps CD3/CD28, capables de

déclencher le cycle cellulaire des Ly.

2. Etude de la cytotoxicité

Afin d’évaluer les différents effets liés a I'exposition des Lr aux PF, une évaluation
préalable de la cytotoxicité des particules est nécessaire dans le but de déterminer des

concentrations de travail pertinentes.

La cytotoxicité des PF a été évaluée aprés 24, 48 et 72h d’exposition a des concentrations
de 5 ; 15 ; 45; 135 pg/mL grace au dosage de l'activité extracellulaire de la Lactate
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
donnés dans le Tableau IIl.16 ont été normalisés par rapport au témoin et représentent le
pourcentage de viabilité cellulaire suite a I'exposition aux différentes concentrations de PF et

pour les 3 temps.
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Tableau 111.16 : Pourcentage de viabilité des Lt exposés pendant 24, 48 et 72h a des concentrations
croissantes de PFen utilisant le test LDH. Les résultats sont décrits par les médianes accompagnées de l'intervalle
interquartile de 8 réplicats (n=8). [Test U de Mann-Whitney ; comparaison par rapport au témoin ; en gras, p<0.05].

PF [pg/mL]

100,0 [98,1-100,7] 102,4 [96,6-103,6] 98,2 [94,1-100,1] 100,0 [98,9-100,3] 98,2 [95,7-99,7]

100,0 [97,1-101,2] 98,6 [96,4-100,4] 96,9 [96,1-100,6] 93,2 [91,8-94,6] 75,0 [71,6-77,2]

100,0 [98,1-106,6] 100,9 [91,6-112,7] 98,5 [97,0-100,0] 89,7 [83,1-96,5] 85,6 [82,0-89,3]

Comme le montre le Tableau I1.16, aucune différence significative n’a été observée entre
les témoins et les cellules exposées a 5 et 15 pg/mL quelle que soit la durée d’exposition. Par
contre, les Lt exposés a des concentrations plus élevées, de 45 et 135 pg/mL, révelent des
diminutions significatives et dose-dépendantes de la viabilité par rapport aux cellules non
exposées mais uniquement aprées 48 et 72h d’exposition. Nous pouvons donc constater que la

viabilité des Lt diminue avec la concentration en PF et la durée de I'exposition.

L’exposition des Lt pendant 72h a 45 pg/mL provoque une diminution de la viabilité de
10,3 %, se plagant ainsi aux environs de la CE1o. Dans ces conditions d’exposition, il n’existe pas
d’effet majeur sur la viabilité des cellules. L’'ensemble de ces résultats nous a permis de choisir

une concentration de 45 ug/mL de PF et une durée d’exposition de 72h pour I'étude finale.

Au cours des étapes d’optimisation, nous avons pu valider notre protocole expérimental
qui consiste a activer les cellules par des billes anti-CD3/CD28 avant de les exposer a 45 ug/mL de
PF, une dose non cytotoxique. Le test de prolifération cellulaire met en évidence la nécessité
d’activer notre modéle cellulaire afin de déclencher une prolifération. D’aprés nos résultats, les
billes magnétiques couplées aux anticorps anti-CD3/CD28 permettent une stimulation efficace

des Lt vérifiée par la surexpression des deux marqueurs spécifiques a la stimulation (CD69) et a
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Iactivation (CD25) ainsi que par le déclenchement du cycle cellulaire et les différentes générations
de Ly détectées. Une activation pendant 96h, représente un temps idéal au cours duquel les

premiéres divisions cellulaires ont lieu
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Partie 2 : Caractéristiques des populations étudiées

1. Population totale échantillonnée

Dans le cadre du projet de recherche PACATox, 91 sujets ont participé a I'’étude. Suite a
I’accord du CPP du Nord-Ouest (le 10/09/2015, ECH 15/39), I'inclusion des sujets a été menée par
le centre de nutrition clinique « Naturalpha » et le Groupement de Hopitaux de I'Institut
Catholique de Lille. Les sujets ont été recrutés selon les critéres d’inclusion et d’exclusion définis
dans Tableau 11.9. La campagne de prélevement a débuté le 3 février 2016 et s’est terminée le 8
décembre 2016. A la fin des 10 mois d’échantillonnage, nous avons pu recueillir des échantillons
de 91 sujets répartis sur les 3 catégories d’age selon les proportions suivantes : 34 sujets entre
20 et 30 ans, catégorie « A » ; 31 sujets agés de 40 a 55 ans, catégorie « B » et 26 personnes agées

de 70 a 85 ans, catégorie « C ».

1.1. Caractéristiques des Numérations Formules Sanguines et dosage de

la protéine C-réactive CRP

Pour chaque prélévement, une Numération Formule Sanguine (NFS) ainsi qu’un dosage
de la protéine C-réactive (CRP) ont été réalisés pour chaque sujet permettant I'élimination des
prélévements caractérisés par une inflammation aigué (une anomalie dans la NFS et une CRP>10
mg/L). Le Tableau 111.17 représente la NFS de la population totale échantillonnée ainsi que celle

de chacune des trois catégories d’age.

Afin de choisir le meilleur test statistique pour la comparaison des valeurs, la normalité
(test de Shapiro-Wilk, p>0.200) et I'homoscédasticité (test de Levene, p>0.200) ont été testées.
Si certains parametres sont distribués de facon normale, on constate que nous avons rarement
des distributions normales dans les trois catégories d’age. Nous avons par conséquent utilisé les

tests non paramétriques que sont le test de Kruskal-Wallis et le test U de Mann Whitney pour
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mettre en évidence les différences entre les parameétres. De plus, les conditions d’égalité des
variances (homoscédasticité) ne sont pas respectées pour les monocytes, les leucocytes, les

hématies, les plaquettes et les basophiles dans au moins une des catégories d’age.

Tableau 11l.17: Numération Formule Sanguine de la population totale échantillonnée et des trois catégories
d’dge. Les résultats sont décrits par les médianes accompagnées de l'intervalle interquartile. [Comparaisons Inter-
classes test U de Mann-Whitney ; a : p<0.05 entre les catégories « A » et « B », b : p<0.05 entre les catégories « B »

et « C», c: p<0.05 entre les catégories « A » et « C »].

Population totale

[26,30-35,90]

[30,50-42,50] b, c

[27,35-35,90]

Médiane [Q1-Q3] =01 « A»n=34 « B»n=31 « C»n=26
Age 51,00 26,00 52,00 72,50
[28,00-71,00] [24,00-28,00] [50,00-53,00] [72,00-75,00]
Ervltohlrzocyfes 4,94 5,05 4,86 4,76
( /mL) [4,61-5,18] [4,81-5,23] c [4,61-5,13] [4,36-5,19] ¢
Plaquettes (10°/mL) 258,00 [220,00- 263,50 258,00 246,00
290,00] [234,00-290,00] [227,00-281,00] [190,00-287,50]
i 5,90 5,70 5,80 6,00
(10°/mL) [5,20-7,00] [5,20-6,50) [5,40-6,80] [5,10-7,95
Lymphocytes (%) 32,20 36,65 34,40 30,45

[20,70-33,00] b, c

Monocytes (%)

8,10
[6,90-9,80]

8,00
[6,35-9,85] ¢

7,50
[6,85-8,40] b

9,00
[8,15-10,75] b, c

Neutrophiles (%) 55,00 50,45 54,40 56,95
[51,50;60,50] [45,45-58,4] a, c [52,50-61,1] a [54,00-62,60] ¢
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] [1,90-4,10]

Les valeurs de la NFS pour la population totale de 91 sujets correspondent aux normes
décrites dans le Tableau 1.4. Afin de détecter la présence de différence significative entre les trois

classes d’age, nous avons réalisé dans un premier temps, le test de Kruskal-Wallis. Concernant
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les trois constituants sanguins (érythrocytes, plaguettes et leucocytes), aucune différence
significative n’a été détectée entre les populations « A », « B » et « C » pour les plaquettes et les
leucocytes. Toutefois, nous constatons qu’il existe, au seuil a=5%, au moins une différence
significative entre les trois populations au niveau des érythrocytes. Le taux d’érythrocytes
diminue significativement entre les personnes agées et les plus jeunes (« C » vs « A ») (test U de
Mann Whitney, p<0.05) tout en restant dans les normes. Quant aux constituants de la population
leucocytaire, le test de Kruskal-Wallis a mis en évidence au moins une différence significative
entre les classes d’age « A», « B» et « C» pour les lymphocytes, monocytes et neutrophiles.
Nous avons par la suite réalisé le test U de Mann Whitney qui a mis en évidence 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
agées par rapport aux plus jeunes (p<0.05 entre les 75-85 ans et les 20-30 ans et entre les 75-85
ans et les 45-55 ans). Toutefois ce pourcentage reste dans les normes chez les personnes agées.
Quant a I'augmentation du pourcentage de neutrophiles, elle est significative entre les jeunes et
les personnes agées (« A » vs « C ») ainsi qu’entre les jeunes et classe d’age intermédiaire (« A »
vs « B »). Egalement le pourcentage de monocytes croit avec I'dge (p<0.05 entre les 75-85 ans et
les 20-30 ans et entre les 75-85 ans et les 45-55 ans). Les valeurs restent néanmoins 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 variation significative en fonction de
I’age, nous pourrons alors constater que ce dépassement de normes observé au niveau des
monocytes n’est pas significatif. Concernant les autres cellules leucocytaires, a savoir les

basophiles et les éosinophiles, aucune variation significative liée a I’dge n’a été enregistrée.

La CRP dosée chez les 91 sujets est <10mg/L pour 91,2% des sujets avec 51,65% de ces
sujets ayant une CRP <1 mg/L. Les valeurs de CRP enregistrées inférieures a la valeur limite pour
la majorité des sujets permettent de vérifier I'absence d’inflammation aigue chez les sujets
participant a I’étude.
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Les résultats de la NFS ainsi que le dosage de la CRP n’ont pas révélé de valeurs hors
normes. Ceci nous a permis d’inclure tous les sujets prélevés dans notre base de données

(collection biologique Aerotox 2, selon I'accord du CPP Nord-Ouest N°ECH 15/39).

1.2 Distribution des sous-populations de lymphocytes T en fonction de
I’'édge
Pour chacun des échantillons sanguins, nous avons évalué par la cytométrie en flux la

distribution des Lt CD3* naifs et CD3*a mémoire, en se basant sur I’'expression des marqueurs de

surfaces isoformes CD45RA (naif) et CD45R0O (mémoire) (Figure 111.34).

a b
CD3*CD45RA" (population totale) CD3"CD45R0O" (population totale)
100 % 100 %
................. .*... * ..................*.................. *
] e wl T e B
I 60+ S s0-
n wn
a S
o O
52 404 2 40+
20 20
0 . 0 . . ;
v < o v @ o

Figure I11.34 : Pourcentage des Lt (CD3*) exprimant le marqueur CD45RA (a) et CD45RO0 (b) dans chacune des
trois catégories d’dge de la population totale échantillonnée (n=91). L’astérisque (*) indique une différence
significative (p<0.05) entre les catégories.

Les boites a moustaches de la Figure I11.34 représentent le pourcentage de chacun des
deux isoformes CD45RA et CD45R0 au sein de la population de Ly (CD3*) en fonction des trois

catégories d’dge. Les résultats montrent une diminution du pourcentage des CD3*CD45RA*
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(Figure 11l.34a) accompagné par I'augmentation du pourcentage des CD3*CD45RO* (Figure
[11.34b) en passant de la catégorie « A » a la catégorie « C ». Les analyses statistiques montrent
que la distribution des paramétres CD45RA et CD45R0 suit une loi Normale, mais I'égalité des
variances n’est pas respectée. Nous avons donc réalisé des tests non-paramétriques. Le test de
Kruskal-Wallis montre qu’il existe au moins une différence significative entre les catégories « A »,
« B » et « C» pour les paramétres CD45RA et CD45RO0. Des différences significatives au niveau
de ces profils ont été observées entre les catégories « A» et « B», «kA» et «C», « B» et « C»

(p<0.05, test U de Mann Whitney).

L'expression en majorité d’une des deux isoformes du marqueur CD45 dépend de la sous-
population des Ly. L'isoforme CD45RA est exprimé en majorité chez les Lt au repos. Ces Lt naif
CD45RAY, activées par une variété de stimuli différents peuvent étre amenées a se différencier
en Lt a mémoire CD45R0O". Il a été montré que les proportions de ces deux isoformes varient avec
I’'age. Une réduction de I'export de Ly naifs du thymus est enregistrée avec le vieillissement
(Hirokawa and Makinodan, 1975). L’analyse des changements liés a I'age au niveau des Lt CD4*
et CD8* a montré que la réduction des Lt naifs était importante dans ces deux sous-ensembles
de Lt accompagnée par une augmentation simultanée des Lt a mémoire (Fagnoni et al., 2000;
Sansoni et al., 2008). Ceci est en accord avec nos résultats mettant en évidence la méme
distribution des sous populations de Lt en fonction de I'age. Les sujets jeunes présentent plus de

Lt naifs tandis que chez les personnes agées une population de Lt a mémoire prédomine.

L’existence d’une différence significative au niveau du profil CD45 entre les différentes
catégories d’age valide l'intervalle de 15 ans choisi entre les 3 catégories permettant de former

trois classes d’age contrastées sur les Lt a mémoire et les Lt naifs.

164



Partie 2 : Caractéristiques des populations étudiées

2. Population d’étude

Pour la suite de I'étude, et vu le nombre important de sujets recrutés, nous avons
sélectionné 10 sujets par catégorie d’age, formant ainsi une sous-population d’étude de 30 sujets
au total. Afin d’obtenir une population la plus homogéne possible et représentative de la

population échantillonnée, des critéres de sélection ont été appliqués :

- Les prélevements sanguins appartenaient a différents jours de prélévement,
- La majorité des sujets choisis avaient une CRP <1,
- Une distribution égale entre les deux sexes a été respectée pour chaque catégorie d’age

(5 femmes et 5 hommes).

2.1. Caractéristiques des Numérations Formules Sanguines et dosage de

la CRP

La population d’étude choisie présente des valeurs de NFS (Tableau I11.18) qui respectent

les pourcentages et les normes des différents constituants sanguins (Tableau 1.4).
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Tableau 111.18 : Numération Formule Sanguine de la population d’étude et des trois catégories d’dge. Les
résultats sont décrits par les médianes accompagnées de l'intervalle interquartile. [Comparaisons Inter-classes test
U de Mann-Whitney ; a : p<0,05 entre les catégories « A » et « B », b : p<0,05 entre les catégories « B» et « C», C:

p<0,05 entre les entre les catégories « A »et « C »].

Médiane [Q1-Q3]

Population totale
n=30

« A»n=10

« B »n=10

« C» n=10

Age

51,50 [27,00-71,50]

25,00 [25,00-26,00]

51,50 [27,00-71,50]

72,00 [71,00-74,00]

Erythrocytes
(10*?/mL)

4,91 [4,65-5,19]

5,14 [4,72-5,19]

4,85 [4,71-4,95]

4,84 [4,63-5,19]

Plaquettes (10°/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
(10°/mL)

5,70 [5,25-6,05]

5,50 [5,20-5,80]

5,70 [5,40-6,40]

5,90 [5,10-6,70

Lymphocytes (%)

35,20 [28,70-37,75]

40,10 [34,90-46,90]
C

35,60 [28,80-36,00]

30,45 [23,90-33,30]
C

Monocytes (%)

8,20 [7,30-9,95]

8,30 [7,50-9,40]

7,50[6,90-8,10] b

9,20 [7,90-11,00] b

Neutrophiles (%)

53,30 [49,45-57,25]

49,30 [44,20-52,50]
a,c

53,20 [52,50-55,10]
a

56,95 [53,40-57,30]
C

Basophiles (%)

0,65 [0,50-0,90]

0,60 [0,50-0,90]

0,70 [0,60-0,70]

0,70 [0,50-1,20]

Eosinophiles (%)

2,75 [1,75-3,90]

1,90 [1,30-3,10]

2,70[2,20-3,40]

3,15 [2,20-4,40]

Le test de Kruskal-Wallis a montré qu’il existe, au seuil a=5%, au moins une différence
significative entre les catégories « A», « B» et « C» uniqguement pour les lymphocytes, les
monocytes et les neutrophiles. L’analyse statistique que nous avons réalisée nous permet de
mettre en évidence de différences significatives (p<0.05, test U de Mann Whitney) au niveau du
pourcentage de lymphocytes uniquement entre les jeunes et les personnes agées (« A » vs « 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 agées « C» en ayant toujours les valeurs dans les normes malgré un
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pourcentage qui dépasse de 1% la norme. Les neutrophiles ont également subi une élévation de
leurs pourcentages entre les jeunes et chacune des deux autres catégories d’age. Les valeurs
restent normales chez les sujets agés. Aucune différence significative n’est observée entre les

trois classes d’age pour les plaquettes, les leucocytes, les basophiles et les éosinophiles.

Les analyses statistiques ont révélé I'absence de différences significatives pour tous les
parametres dosés en NFS entre la population d’étude (n=30) et la population totale
échantillonnée (n=91). Notre sous-population d’étude est donc homogene et représentative de

la population totale échantillonnée.

Tous les sujets sélectionnés dans cette population d’étude ont une CRP inférieure a 10

mg/L avec 63,3% de ces sujets ayant une CRP <1 mg/L.

2.2 Distribution des sous populations de Lr en fonction de I’dge

Nous avons déterminé le pourcentage de chacun des deux isoformes du marqueur de

surface CD45 (CD45RA et CD45R0) au sein des 30 sujets de notre population d’étude.
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Figure I11.35 : Pourcentage des Lt (CD3*) exprimant le marqueur CD45RA (a) et CD45R0 (b) dans chacune des
trois catégories d’dge de la population d’étude (n=30). L’astérisque (*) indique une différence significative (p<0.05)
entre les catégories.

La fFigure I11.35 représente les boites a moustaches indiquant le pourcentage médian de
chacun des deux isoformes CD45RA et CD45RO0 pour les 10 sujets de chacune des trois catégories
d’age. Le méme profil que celui observé au niveau de la population totale échantillonnée a été
enregistré. Le pourcentage le plus élevé de Lt ayant le profil CD3*CD45RA* est observé chez les
jeunes. Ce pourcentage subit une diminution en fonction de I’dge. Quant aux CD3*CD45R0O* le
pourcentage est significativement plus élevé chez les sujets de la catégorie « C » par rapport aux
sujets des deux catégories « A » et « B ». Les différences au niveau des profils CD45RA et CD45R0O
sont significative entre les catégories «A» 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
échantillonnée ne présentant pas d’anomalie ou de risque d’atteinte d’une inflammation aigué.
Des différences significatives ont été notées au niveau des cellules sanguines en fonction de I’dge
toutefois les valeurs étaient toujours dans les normes. De plus, la distribution des Lrentre naifs et
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Lt a mémoire est corrélée avec I'dge des sujets et présente des différences significatives entre les
trois catégories «A », « B » et « C » validant ainsi le choix de ces classes d’dge espacées d’un
intervalle de 15 ans. Nous avons également vérifié que la sous-population d’étude formée des 30
sujets ne présentait pas de différences significatives avec la population totale. Elle pourra donc
étre considérée comme une sous-population représentative de la population totale

échantillonnée.
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Partie 3 : Effets de I'exposition aux PF, influence de I'age

1. Expression génique

Nous avons, en premier lieu, cherché a valider un géne de référence adapté pour notre
modeéle cellulaire pour pouvoir, par la suite, étudier le potentiel de métabolisation des Lt et

I’activation d'un stress oxydant suite a I'exposition aux PF.

1.1. Choix du géne de référence

1.1.1. Résultats

La PCR en temps réel (qPCR) est jusqu’a présent la technique la plus utilisée pour étudier
le niveau d'expression génique, notamment chez I'homme qu'il s'agisse de cellules en culture ou
de cellules primaires. Toutefois cette technique est influencée par de nombreux facteurs tels que
la quantité d’ARN, I'efficacité de la transcription inverse (RT) ou celle de I'amplification. Une
étape de normalisation est donc nécessaire afin d’obtenir des résultats fiables et qui sont fidele
au niveau d'expression réel. La stratégie la plus appliquée pour normaliser les résultats de la PCR
consiste a amplifier un géne de référence en paralléle a la cible (Bustin, 2002). Par définition, les
génes de références ou genes de ménage (HKG, houskeeping genes) sont des genes
constitutivement exprimés nécessaires pour assurer les fonctions basiques de la cellule
(Eisenberg and Levanon, 2003). Plusieurs genes de références sont utilisés en se basant sur le
concept que ces genes ont un niveau semblable d’ARNm dans les différents échantillons
considérés. Toutefois, il nexiste pas de géne de référence universel et constant. Un géne
considéré stable pour une lignée cellulaire et pour des conditions expérimentales précises, peut
ne pas I'étre en changeant le modele d’étude ou les conditions expérimentales. Afin qu’un gene
soit validé comme gene de référence, il doit étre stable dans les conditions expérimentales

testées et son niveau d'expression doit étre le plus proche possible de celui du géne cible.
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Dans le cadre de notre étude, nous avons analysé le niveau d'expression de 4 géenes
fréguemment décrits dans la littérature comme génes de référence utilisables sur notre modeéle
cellulaire. Le niveau d'expression a été étudié dans toutes les conditions expérimentales, afin de
choisir celui dont I'expression est la plus stable. Ces génes codent pour des protéines appartenant

a des classes fonctionnelles différentes, diminuant ainsi le risque de co-régulation :

le 18S, le gene codant pour I’ARN ribosomique 18S, constituant la petite sous-unité (40S)
du ribosome chez les eucaryotes ;
- la B2M, codant pour la protéine sérique beta-2-microglobulin, trouvée en association
avec le Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type | ;
- I'IPO8, codant pour I'importine-8, une protéine nucléaire permettant la régulation de
I'importation des protéines ;
- la RPL13A, codant pour la protéine ribosomale L13A, de la famille des protéines L13P
constituant la grande sous-unité (60S) du ribosome ;
Nous avons testés ces 4 génes candidats dans tous nos échantillons cellulaires de la
population d’étude « ABC » en considérant nos deux conditions expérimentales c’est a dire dans
les cas d’une exposition aux PF ou non. Nous avons ensuite comparé le niveau d’expression de

ces génes afin de choisir les meilleures références.
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Génes de référence :

. 4 Geénes de références :
Médiane et étendue (min-max)

Mediane et espace inter-quartile
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Figure I11.36 : Ct médiane des 4 génes de références testés (IPO8, B2M, 18S et RPL13A) avec I’étendue (a). Ct

médiane et espace interquartile des 3 géenes de références (IPO8, B2M et RPL13A) (b).

La représentation graphique ci-dessus montre le Ct médian ainsi que la valeur minimale
et maximale pour chaque géne, quelle que soit la catégorie d’age (Figure Ill.36a). Parmi les 4
genes candidats testés, le 18S présente la plus grande étendue en fonction des différents
individus testés. Le gene 18S ne semble pas étre le plus favorable a utiliser pour la normalisation.
Suite a la comparaison des Ct médianes et de I'espace interquartile des trois genes restants
(Figure 111.36b), le gene RPL13A parait le plus stable avec I'espace interquartile le plus petit, suivi

par B2M et IPOS8.

Dans le choix d’'un géne de référence, la stabilité du gene est un facteur important. Nous
avons étudié la stabilité des 4 génes candidats en utilisant 3 logiciels dédiés a la normalisation
des génes de référence, « NormFinder », « geNorm » et « BestKeeper ». Ces programmes
permettent d’identifier, parmi un panel de génes testés, une combinaison de génes de référence
appropriée a une expérience donnée. Le logiciel « BestKeeper » permet de classer les genes
candidats en se basant sur la variation de I'expression de leurs Ct. Quant a « geNorm », c’est un
test de variation par paire de génes. Il mesure une moyenne de stabilité « M » de I'expression de
chaque gene. Une valeur « M » plus petite indique une meilleure stabilité. Contrairement a
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« BestKeeper » et « geNorm », « Normfinder » tient en considération non seulement la variation
globale de I'expression du géne, mais aussi la présence d’un ou de plusieurs groupes dans I'étude.
De ce fait, il estime par son algorithme les variations inter- et intra- groupe. Pour chacun des
génes candidats, une valeur de stabilité « S » est attribuée. La meilleure stabilité est observée
pour les génes présentant la valeur « S » la plus faible. Le Tableau II.19 représente les résultats
de l'analyse de la stabilité des 4 genes réalisée par « BestKeeper », « Normfinder » et

« geNorm ».

Tableau 111.19 : Résultats de I'analyse BestKeeper, Normfinder et GeNorm chez les Lt stimulé par anti-
CD3/CD28. Stabilité des genes de ménages (housekeeping gene, HKG) calculé sur n=30 échantillons appariés (témoins
et exposés) en utilisant les logiciels « Bestkeeper » (Pfaffl et al., 2004), « Normfinder » (Andersen et al., 2004) et
« geNorm » (Vandesompele et al., 2002). Les moyennes géométriques et arithmétiques (MG et AG), ainsi que le
coefficient de variation (CV) ont été déterminés avec Bestkeeper”. Les valeurs de M (geNorm) et de S (Normfinder)
sont obtenues grdce a l'algorithme. Plus les valeurs de M et S augmentent, plus la stabilité diminue.

185 RPL13A IPO8 B2M

MG [Ct]* 9,74 21,86 23,85 16,86
MA [Ct]* 9,94 21,91 23,91 16,92
min [Ct]* 6,56 19,85 21,39 14,38
max [Ct]" 23,85 28,26 27,23 21,53
CV [% ct]* 15,55 4,60 6,30 7,21
M-value 0,279 0,163 0,188 0,175
S-value 0,184 0,038 0,088 0,067

Les résultats de la Figure 111.36 sont cohérents avec les données obtenues des trois
logiciels. Parmi les 4 génes candidats, 18S présente |'étendue la plus grande [6,56-23,85] et le
coefficient de variation (15,55%) le plus élevé. En termes de stabilité, il est caractérisé par les
valeurs de parametres de stabilité « M » (0,297) et « S » (0,184) les plus élevées. « GeNorm » et
« Normfinder » ont identifié RPL13A comme étant le géne le plus stable ayant les valeurs de
« M » et «S» les plus faibles. Le deuxieme géne candidat serait B2M suivi par /PO8 avec des
valeurs de stabilité proches pour ces deux genes. A part la stabilité, un deuxieme facteur doit étre

pris en considération dans le choix du meilleur géne de référence. Le géne candidat doit
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également avoir un niveau d’expression proche de celui des genes cibles. Le niveau d’expression
d’un géne est déterminé grace au Ct. Des valeurs de Ct faibles indiquent une forte expression du
géne. Les valeurs des moyennes géométriques (MG) et arithmétiques (MA) des Ct observés pour
les 4 génes montrent que le 18S est un géne fortement exprimé (MG de 9,74 et MA de 9,94) suivi
par B2M (MG de 16,6 et MA de 16,92), RPL13A (MG de 21,86 et MA de 21,91) et /PO8 (MG de
23,85 et MA de 23,91). Suite a la comparaison des Ct des genes de référence candidats avec celles
des genes cibles testés dans notre étude, les deux genes RPL13A et IPO8 semblent étre les plus
adaptés pour la normalisation des résultats d'expression génique dans nos conditions

expérimentales.
1.1.2. Discussion

Le choix du gene de référence comme standard interne de la RT-gPCR est une étape
critique afin de bien estimer les niveaux d’ARNm et d'obtenir des résultats fiables. Parmi les génes
largement utilisés comme genes de références en qPCR, on peut citer I’ARN ribosomal 18S (18S),
la B-actine (ACTB) et la GlycérAldéhyde-3-Phosphate DésHydrogénase (GAPDH). La stabilité de
ces trois génes de référence a été comparée au cours d’'une étude sur des Lt avant et aprés
activation. Les lymphocytes provenant de 15 sujets ont été isolés et activés par I'anticorps anti-
CD3 jusqu’a 96 heures. Suite a la comparaison du niveau d’expression de ces trois genes entre
les Lt au repos et les Lractivés, I'ARNm du géne codant pour le 18S apparait comme le plus stable,
suivi par B-actine et GAPDH respectivement. Le 18S a été préféré pour la normalisation dans cette
étude. Toutefois des variations de I'expression du 18S ont été observées entre les différents

sujets (Bas et al., 2004).

Dans une autre étude, une approche systématique pour la sélection du géne de référence
a été développée en fonction de la variance de Ct et de la normalité de la distribution. Mane et
al. ont comparé I'expression d’un panel de 11 génes de ménage chez des Lt CD4" isolés de 6
donneurs et activés ou non pendant 4h par la PMA (Phorbol Myristate Acetate) et I'ionomycine.
Parmi ces génes, nous retrouvons le 18S, RPL13A et B2M testés dans notre étude. Les valeurs de
Ct du RPL13A suivent une loi normale avec des écart-types faibles indiquant une expression

constitutive de ce géne méme apres I'activation des Lt. De plus, ce gene présente les variations
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du niveau d’expression les moins importantes entre les 6 sujets. Quant a B2M et 18S, des
variations importantes des Ct ont été enregistrées, ne nous conduisant pas a les choisir comme
génes de référence pour ce modele cellulaire. D’aprés cette étude, RPL13A semble étre le géne
de ménage le plus adapté pour les Lt CD4* présentant une stabilité en fonction des conditions

expérimentales et entre les différents donneurs (Mane et al., 2008).

Les 4 genes testés au cours de cette étape d’optimisation ont été également proposés
comme genes de référence stables pour les Lt activés. Ledderose et al. ont étudié la stabilité de
I’expression d’un panel de 17 genes de référence chez des Lt au repos ou activés pendant 24h
par des billes anti-CD3/CD28. Le classement en fonction de la stabilité réalisé par les trois logiciels
utilisés, « BestKeeper », « geNorm » et « NormFinder », était trés similaire au classement obtenu
lors de notre étude. D’aprés |'étude de Ledderose et al. les deux genes les plus conseillés pour
les Lt au repos ou activés sont RPL13A et IPO8. Le 18S a été sélectionné parmi les candidats
stables et est classé troisieme par « geNorm », toutefois, vu son niveau d’expression élevé, il sera
probablement inapproprié pour la normalisation de I'expression de la plupart des genes cibles

(Ledderose et al., 2011).

Au vu de nos résultats et de ceux des études décrites ci-dessus, nous utiliserons non pas
un mais deux genes de référence pour normaliser le niveau d'expression génique des Lt activés
et exposés ou non aux PF. Le couple RPL13A-IPO8 regroupe les génes de référence appropriés en
termes de stabilité et du niveau d’expression par rapport aux genes cibles lors de I'étude de
I’expression génique chez les Lt activés. Nos données seront normalisées par la moyenne
géométrique du niveau d’expression de ces deux genes, comme recommandé dans la littérature

(Pfaffl et al., 2004; Vandesompele et al., 2002).

1.2. Activation métabolique de la fraction organique des PF

Nous avons mesuré le niveau d’expression des génes codant pour le récepteur AhR et
pour quatre enzymes de métabolisation des xénobiotiques (CYP 1A1, 2E1, 251 et NQO1) dans les
Lt exposés pendant 72h a 45 ug/mL de PF. Puisque le B[a]P est connu pour étre la molécule de
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référence des HAP pro-cancérogénes, il a été utilisé comme témoin positif pour élucider les effets
induits par les HAP, et pour la comparaison des effets produits par le B[a]P et les PF. Le choix de
ces cibles est justifié par I'implication de leurs genes dans la métabolisation des HAP, des dioxines

et des PCB retrouvés dans notre échantillon de PF.

Les résultats de |’évaluation de I'expression génique sont rapportés sous la forme des Quantités
Relatives (RQ) d’ARNm par rapport au témoin. Ces résultats quantitatifs sont exprimés par le
niveau d’induction d’'un géne donné dans les cellules exposées aux PF ou au control positif par
rapport a ce méme gene exprimé dans les cellules témoins non exposées, par rapport aux genes

de référence choisis.

1.2.1. Effetde I'exposition des Lr aux PF

La Figure Il1.37 représente les niveaux d’expression des ARNm dans les Lt de la

population d’étude « ABC ».
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Figure 111.37 : Expression génique relative du récepteur AhR et des enzymes de métabolisation des
xénobiotiques (CYP1A1, CYP2S1, CYP2E1 et NQO1) dans les Lt de la population d’étude « ABC » (n=91) exposés
pendant 72h a 45 ug/mL de PF. Le B[a]P (2uM) est utilisé comme contréle positif. Les résultats sont rapportés aux Lt
non exposeés. Les résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3).
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Aucune variation significative n’a été enregistrée pour le gene AhR entre les Lt exposés
aux PF et les Lt témoins. De méme, I’exposition aux B[a]P pendant 72h n’a pas modifiée le niveau

d’expression de ce géne.

L'exposition aux PF a entrainé une induction fortement significative de I'expression du
CYP1A1 (RQ=17,00). Ce gene est également induit dans les cellules exposées au B[a]P (RQ=8,30),

mais a un niveau plus faible que dans les Lt exposées aux particules.

Concernant le CYP2S1, son niveau d’expression est aussi augmenté significativement suite
a I'exposition aux PF ainsi qu’au B[a]P avec des valeurs de quantification relative (RQ) de 2,68 et

2,55 respectivement.

Aucune variation significative de I'expression du CYP2E1 n’a été rapportée aprés 72h
d’exposition aux particules fines. Nous avons observé par ailleurs une faible induction suite a

I’exposition au B[a]P (RQ=2,66).

La derniere EMX testée est la NQO1. Ni les PF, ni le B[a]P n’ont modifié le niveau

d’expression du gene codant pour cette enzyme.

1.2.2. Effet de I'exposition des Lt aux PF, influence de I'dge

Afin de chercher l'influence de I’'dge sur le niveau d'expression des EMX, nous avons
étudié le niveau d’expression des cing génes au niveau de chacune des catégories d’age (Figure

111.38).
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Figure 111.38 : Expression génique relative du récepteur AhR et des enzymes de métabolisation des
xénobiotiques (CYP1A1, CYP251, CYP2E1 et NQO1) dans les Lt de chacune des trois catégories d’dge (« A », « B » et
« C ») exposés pendant 72h a 45 ug/ml de PF. Le Bla]P (2uM) est utilisé comme contréle positif. Les résultats sont
rapportés aux Lt non exposés de la méme catégorie. Les résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1,
Q3) (A:n=34;B:n=31;C:n=26)

L'expression de I’AhR n’a montré aucune variation significative par rapport au témoin

dans les trois catégories d’age sous |'effet des PF ainsi que suite a I’exposition au B[a]P.

Concernant le CYP1A1, une augmentation significative de I’'expression du gene a été mise
en évidence dans les trois classes d’age suite a I’exposition aux PF avec des RQ de 12,94, 21,16 et
18,44 pour les catégories « A », « B » et « C » respectivement. Ces valeurs sont plus élevées que
celle obtenue aprés exposition au B[a]P (RQ=8,30). Suite a I'exposition aux particules, le niveau
d’induction le plus élevé a été noté chez les Lt de la catégorie « B » (allant jusqu’a 21,16 fois celui
du témoin) suivi par celui de la catégorie « C » et finalement celui de la catégorie « A ». Toutefois

ces variations entre les trois classes d’age ne sont pas significatives (p>0.05).

Une induction significative du géne CYP2S1 a été enregistrée dans les 3 catégories d’age
sous |'effet des PF. L’induction la plus importante a été observée chez les personnes dgées « C »
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avec une valeur de RQ de 6,34. Toutefois aucune variation significative en fonction de I’'dge n’a

été observée.

Aucune variation de I'expression du CYP2E1 n’a été notée en fonction de I’age sous I'effet

des PF.

Nous avons observé une induction significative du ggéne NQO1 uniquement chez les Lt de
la catégorie « C ». Des différences significatives en fonction de I'age ont été reportées pour ce
géne. Le niveau d’expression du gene NQOI1 est significativement différent entre la catégorie
«A» et «C» (p=0.016) et la catégorie « B» et « C» (p=0.049). Nous n’avons pas noté une

variation significative entre les sujets jeunes et ceux de la catégorie intermédiaire (« A » vs « B »).

L'expression génique de I'AhR, CYP 1A1, 251 et 2E1 n’a montré aucune différence
significative en fonction de I’dge. Une variation significative a été observée uniquement pour le

géne NQOI1 entre les personnes agées « C » et chacune des deux autres catégories « A » et « B ».

1.2.3. Discussion

Pour les deux comparaisons réalisées, I'expression de I’ARNm d’AhR n’a montré aucune
induction significative aprés 72h d’exposition aux PF et au B[a]P. Ces résultats sont conformes
avec des études réalisées sur d'autres modeles cellulaires. Une absence d’induction du gene AhR
a été reportée suite a I'exposition des cellules pulmonaires BEAS-2B aux PM;s pendant 24h
(Gualtieri et al., 2011) et aux nitro-HAP ainsi qu’au B[a]P pendant 10h (@vrevik et al., 2010).
Toutefois, les Lt expriment ce gene. Il a été montré que I’AAR est un gene précoce exprimé a son
niveau maximal 4h apres I'activation des Lt avant de retourner au niveau basal entre 72h et 120
h. Cette étude a également vérifié que le récepteur AhR était fonctionnel et qu’une translocation
vers le noyau, suivi de I'activation de ses génes cibles a eu lieu aprés I'activation des Lt et
I’exposition au B[a]P et a la dioxine (Prigent et al., 2014). Cette étude valide que nos Lt activés
sont capables d’exprimer I’AhR. Suite a son activation, I’AhR se dissocie de son complexe et entre
dans le noyau ou il se lie a 'ARNT, son partenaire de dimérisation. Aprés la formation du

complexe AhR/ARNT, la transcription de plusieurs génes a lieu via le XRE.
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Nos résultats ont mis en évidence une forte induction du CYP1A1 aprés exposition aux PF
contre une induction moindre aprés exposition au contréle positif. Le CYP1A1 est un des genes
cible de I’AhR les plus étudiés. Ce dernier est bien connu pour son réle physiologique important
dans le contrOle de I'expression de génes de détoxification des xénobiotiques d'une maniere
dépendante du ligand. L'expression du CYP1A1 suggere fortement qu’une activation d'AhR s’est
produite dans nos cellules exposées et que des ligands a I'’AhR sont présents dans notre
échantillon de PF. L'AhR est considéré comme le récepteur primaire des HAP, des PCDD et de
certains PCB dioxine-like (Rushmore and Kong, 2002; Schmidt and Bradfield, 1996). Nos résultats
évoquent la compétence métabolique des Lt capables de déclencher une activation métabolique
suite a I'exposition au B[a]P et aux PF. Les résultats sont en accords avec les caractéristiques
chimiques des PF révélant la présence des HAP, des dioxines et des PCB dans notre échantillon
(voir la partie 1.3.2.4). En effet, les particules PF contiennent plusieurs HAPs, dont les principaux
sont le dibenz[a,h]anthracéne, I'indéno[1,2,3-c,d]pyréne, le chryséne et le benzo[b]fluoranthene.
Leur présence est reliée a des procédés de combustion et nous avons pu montrer plus
précisément qu’elle s’expliquait par la contribution majoritaire des émissions des moteurs diesel,

de I'activité industrielle relative a la sidérurgie (cokerie) et au raffinage de pétrole.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'expression du géne codant pour le CYP2S1, un
des cytochromes les plus récemment décrits et caractérisés. Bien qu’il appartienne a la famille
des CYP2, il présente plusieurs caractéristiques typiques de la famille des CYP1. Le CYP2S1 est
connu pour sa localisation extra-hépatique ressemblant ainsi au CYP1A1 et CYP1B1. Le niveau
d’expression le plus élevé a été reporté dans les tissus exposés aux contaminants présents dans
I’environnement, notamment au niveau des systémes respiratoire et digestif, ce qui confére a ce
géne un role dans le processus de détoxification des xénobiotiques. Toutefois, une expression a
été détectée au niveau de la rate et des leucocytes périphériques lui conférant également une
fonction endogéne au niveau du systeme immunitaire (Rylander et al., 2001). Une surexpression
de ce géne a été notée en réponse a une maladie inflammatoire, la psoriasis (Smith et al., 2003).
Ce géne est également régulé au niveau transcriptionel par la méme voie d’induction que les

CYP1 : le complexe AhR/ARNT (Saarikoski et al., 2005). Des études ont montré une induction de
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ce géne suite a I'exposition a la dioxine (Rivera et al., 2002) et aux HAP (Karlgren et al., 2005).
Nos résultats ont montré une induction du CYP2S1 suite a I'exposition aux PF ainsi qu’au B[a]P.
Ces résultats sont en accord avec la composition des PF riches en HAP et dioxines, comme évoqué

précédemment.

Ensuite, nous avons cherché a quantifier le niveau d’expression du géne CYP2E1, impliqué
dans la métabolisation de nombreuses telles que les alcools (I'éthanol, le butanol, le méthanol),
les COV (benzéne, toluéne, styréne), les hydrocarbures halogénés (le tétrachlorure de carbone,
le chloroforme, le trichloréthylene) ainsi que les nitrosamines (Tanaka et al., 2000). Le niveau
d’expression du CYP2E1 n’a pas montré une induction significative apres 72h d’exposition aux PF.
Une faible induction, inattendue, a été reportée apres exposition a 2uM de B[a]P. Toutefois, une
induction significative du CYP2E1 a été rapportée apres exposition de rats aux ligands de 'AhR
(Sinal et al., 1999) dont le B[a]P (Aboutabl et al., 2009). L’absence d’induction suite a I’exposition
des Ly aux PF n’exclut pas la présence des COV dans les particules, méme s’il ne semble pas vy

avoir une quantité libérée des particules suffisante pour induire le CYP2E1.

Enfin, nous avons évalué le niveau d’expression du géne NQO1, impliqué dans la réduction
de la toxicité des métabolites en modifiant leur statut oxydatif. L’action de la NQO1 engendre
une réduction des quinones, formées par les cytochromes P450, en hydroquinones minimisant
la possibilité de génération d’ERO par le cycle redox. L’absence d’une induction significative a été
notée suite a l'exposition des Lr aux PF ainsi qu’au B[a]P. L'induction était significative
uniquement chez les personnes agées (catégorie « C »). Cette induction retardée avec un niveau
d’expression inférieur a celui du CYP1A1 peut étre expliquée par le « fine-tunning » exercé par le
CYP1A1 sur la NQO1. Il a été montré que I'augmentation de I'expression du CYP1A1, via la
batterie AhR, régule I'expression d’autres EMX notamment la NQO1 via une deuxieme batterie
impliquant le stress oxydant (Marchand et al., 2004). La métabolisation des HAP et des dioxines
par le CYP1A1 peut conduire a la libération d’Especes Réactives de I'Oxygene (ERO). Ces especes
causent une augmentation de la production du facteur de transcription NF-E2-related factor 2
(Nrf2) et son passage vers le noyau, ou il se lie a I'élément de réponse aux antioxydants
(Antioxidant Responsive Element, ARE) localisé dans la région promotrice du NQO1 (Miao et al.,
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2005). Ainsi, I'induction du NQO1 est affectée par le CYP1A1. L'induction significative observée
entre les groupes de personnes agées « C » et chacun des groupes de personnes les plus jeunes
« A» et du groupe intermédiaire « B » suggere la possibilité qu’une sécrétion d’ERO plus
importante a lieu au niveau de la métabolisation des HAP et des dioxines chez les sujets agées
aboutissant par la suite a I'induction de la NQO1. Un lien existe entre le vieillissement et le stress
oxydant (Harman, 1956b). Les personnes agées présentent un niveau basal élevé d’ERO (Schieber

and Chandel, 2014).

1.3. Expression des génes du stress oxydant au niveau des Lt

Dans le but de tester la capacité des particules fines a induire un stress oxydant au niveau
des Ly et d'étudier la réponse des Lt a la présence des ERO, nous avons mesuré |'expression
génique de 3 genes (SOD2, CAT et HMOX1) codant pour des enzymes ayant une activité
antioxydante. L'oxyde de Cuivre (ll) nanoparticulaire (CuO) a été utilisé comme témoin positif du

stress oxydant.

1.3.1. Effetde I'exposition des Lr aux PF

Les niveaux d’expression des trois genes testés au niveau des Lt de la population

d’étude « ABC » sont représentés dans la Figure I11.39.
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Figure 111.39 : Expression génique relative des enzymes du stress oxydant (SOD2, CAT et HMOX1) dans les Lt
de la population d’étude « ABC » (n=91) exposés pendant 72h a 45 ug/mL de PF. Le CuO (10 ug/mL) est utilisé comme
contréle positif. Les résultats sont rapportés aux Lt non exposés. Les résultats sont décrits par les médianes et les
quartiles (Q1, Q3).

Suite a I'exposition des Ly pendant 72h aux PF, les valeurs de RQ obtenues pour les génes
S0D2 (0,86), CAT (1,18) et HMOX1 (1,27) ne montre aucune induction significative. Par contre,
I’exposition des Lt pendant 72h a 10 ug/mL de CuO a créé une sous expression du niveau de la

SOD2 (0,42), et une augmentation de I'expression de la CAT (2,94) et de HMOX1 (5,54).
1.3.2. Effet de I'exposition des Lr aux PF, influence de I'dge

L'expression des génes a ensuite été étudiée au niveau de chacune des trois catégories
d’age « A », « B » et « C ». Cette représentation (Figure 111.40) permet d’élucider I'éventuel effet

de I'dge sur la réponse de Lt aprés exposition aux PF et au contrdle positif.
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Figure 111.40 : Expression génique relative des enzymes du stress oxydant (SOD2, CAT et HMOX1) dans les Lt
de chacune des trois catégories d’dge (« A », « B » et « C ») exposés pendant 72h a 45 ug/mlL de PF. Le CuO (10 ug/ml)
est utilise comme contréle positif. Les résultats sont rapportés aux Lt non exposés de la méme catégorie. Les résultats
sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3) (A :n=34; B :n=31; C: n=26).

Aucune variation significative n’a été reportée pour la SOD2 au niveau des trois catégories
d’age aprés exposition aux PF. Cependant, nous avons observé une sous expression au niveau
des Lt des jeunes « A » (0,36) et des personnes agées « C » (0,34) aprés exposition au CuO. Ces

variations entre les trois catégories ne sont pas reportées comme étant significatives (p>0.05).

De plus, I'expression génique de la CAT n’a pas révélé de variations significatives par
rapport aux Lt non exposés aux PF. Toutefois, suite a I'exposition au contréle positif, une
surexpression a été notée chez les catégories « A » (2,94) et « C » (4,97). Quant a la catégorie
« B », le niveau de CAT est le méme que celui des témoins. Aucune différence significative en

fonction de I'age n’a été détectée entre les trois catégories.

Le dernier gene testé, HMOX1, n’a pas montré une variation significative suite a
I’exposition des Lt des trois classes d’age pendant 72h aux PF. Par contre, sous I'effet du CuO,
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une induction significative a été notée au niveau de chacune des trois catégories « A » (4,73),
«B» (13,7) et «C» (29,43). Nous pouvons observer une tendance d’augmentation de
I'expression de HMOX1 avec I'age en passant des jeunes « A » aux personnes agées « C»;

toutefois, nous n’avons pas détecté de différence significative entre les trois catégories (p>0.05).

1.3.3. Discussion

Nous avons cherché a évaluer le niveau d’expression de trois genes codant pour les
enzymes impliquées dans le mécanisme du stress oxydant pouvant étre induit par les PF. Nos
résultats ont mis en évidence une sous expression de la SOD2 et une surexpression des deux génes
CAT et HMOX1 suite a I’exposition au CuO. Toutefois aucune variation n’a été notée aprés 72h

d’exposition aux PF.

La variation significative de I’expression des trois genes suite a I'exposition au contréle
positif justifie que notre modele est capable de détecter un stress oxydant et par la suite d’induire
une réponse antioxydante enzymatique. Il est connu que les oxydes de métaux de transition tels
qgue le cuivre, le fer et le manganése, sont capables de générer des ERO via la réaction de Fenton
(Birben et al.,, 2012). Parmi les différents oxydes de métaux rencontrés sous forme de
nanoparticules (CuO, TiO3, ZnO, CuZnFe;0a, Fe30a, Fe;03), le CuO semble étre I'oxyde de métal
déclenchant la réponse la plus élevée quant a la cytotoxicité, la génération d’ERO et la création
de dommages a I’ADN (Karlsson et al., 2008). Des études sur différents modeles cellulaires tels
que les cellules pulmonaires A549, les cellules épithéliales Hep-2 et les cellules endothéliales
cardiaques HMVEC-C ont confirmé le potentiel oxydatif du CuO (Fahmy and Cormier, 2009;
Karlsson et al., 2008; Sun et al.,, 2011). Ce caractére cytotoxique du CuO peut expliquer la
présence d’un stress oxydant accompagné d’une expression significative des génes antioxydants

méme apres 72h d’exposition.

Le géne SuperOxyde Dismutase (SOD) code pour I'enzyme impliquée dans le systéme
antioxydant agissant pour protéger la cellule des dommages induits par le stress oxydant. Cette
enzyme catalyse la dismutation de I'anion SuperOxyde en peroxyde d’hydrogéne. La SOD2 est un

des 3 isoformes de la SuperOxyde Dismutase. Localisé dans la mitochondrie, Mn-SOD est une des
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enzymes antioxydantes les plus efficaces jouant un réle dans I’élimination des ERO au niveau de
la mitochondrie protégeant la cellule et atténuant le processus de I'apoptose. Cette enzyme est
caractérisée également par une activité anti-tumorale (Miao and St. Clair, 2009; Valko et al.,
2006). Suite a I'exposition des Lt au CuO, une sous expression significative de la SOD2 a été
mesurée. La génération des ERO est normalement accompagnée d’une surexpression des genes
codant les enzymes antioxydantes protégeant ainsi la cellule des dommages du stress oxydant.
Toutefois une sous expression de la SOD2 et de 'activité de I'’enzyme peut avoir lieu lors d’'une
génération trop importante d’ERO. Une étude a ainsi montré que |’exposition de cellules photo-
réceptrices au ZnO est suivie par la génération d’ERO en exces, causant la diminution de
I’expression et de I'activité de la Mn-SOD. Ayant un réle majeur dans I’élimination des ERO et la
protection de la mitochondrie, la diminution de I'expression et de I'activité de la Mn-SOD ne
permettent pas I'élimination des ERO. Ces especes s’accumulent au niveau de la cellule et
causent un dysfonctionnement au niveau de la mitochondrie qui se traduit par la dépolarisation
de la membrane et la libération de protéines apoptotiques dans le cytoplasme (Guo et al., 2016).
Ce méme profil de sous-expression a été observé chez d’autres types cellulaires comme les
cellules du cerveau, du foie et du sang (érythrocytes) apres exposition au ZnO (Shrivastava et al.,
2014). Une étude récente a montré que le CuO exerce sa toxicité au niveau de la cellule via la
formation des ERO. Ces especes sont capables d’induire des dommages au niveau de la
mitochondrie allant jusqu’a sa destruction et la mort cellulaire par apoptose (Chibber and
Shanker, 2017). La surexpression des genes TP53 et caspase 3 serait impliquée dans la mise en
place de cette voie d’apoptose. Les deux génes TP53 et SOD2 sont régulés mutuellement. TP53
est capable de réprimer le géne SOD2 au niveau de son promoteur induisant la voie apoptotique.
De méme, une surexpression de la SOD2 est capable de diminuer I'expression de la TP53 (Cullen

et al., 2003).

La catalase est une enzyme antioxydante localisée dans le péroxysome. Elle convertit le
peroxyde d’hydrogene en oxygene et eau. Nos résultats ont montré une surexpression du gene
CAT chez les Lt exposés pendant 72h a 10 pg/mL de CuO. Ce méme profil d’induction a été

observé chez d’autres modeles cellulaires. Une étude a montré que I'activité de la catalase était
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plus importante chez les cellules pulmonaires A549 exposés au CuO par rapport aux témoins
(Ahamed et al., 2010). Kumaran et al. ont noté une surexpression de la CAT apres exposition de

cellules tumorales mammaires MCF-7 pendant 48h a 10 ug/mL de CuO (Kumaran et al., 2014).

Enfin, I’'héme oxygénase-1, HMOX1, est un gene induit par le stress oxydant chez les Ly
exposés au CuO dans nos conditions expérimentales. L'expression la plus élevée a été détectée
chez les personnes agées ce qui est en accord avec I'expression de la NQO1, impliquée dans la
réponse au stress oxydant (Dinkova-Kostova and Talalay, 2010). La protéine est impliquée dans
les réponses au stress oxydant et anti-inflammatoire déclenchées par différents inducteurs tels
que la pollution et les infections. En générale, HMOX1 est localisée dans le réticulum
endoplasmique lisse. Aprés induction, I’enzyme subit une translocation vers la mitochondrie ou
elle inhibe I'apoptose (Ryter et al., 2006). Une étude a confirmé la capacité de CuO a induire une
cytotoxicité via le stress oxydant. Suite a I'exposition des cellules hépatiques HepG2 a 25 pg/mL
de CuO-NP pendant 24h, un déclenchement d’un stress oxydant a été noté suivi par une
augmentation significative de I'expression du gene HMOX1 et de sa protéine (Piret et al., 2012).
Chez les cellules pulmonaires BEAS-2B, le gene HMOX1 était induit aprés exposition pendant 24h
a des particules de CuO (de taille nano ou micro-particulaire) et au CuCl, avec des niveaux
d’induction corrélés positivement avec la concentration d’exposition. Cette étude a également
montré une augmentation de I'expression de HMOX1 chez un autre type de cellules pulmonaires,
les cellules A549, aprés exposition a des nanoparticules de CuO et uniquement a la forte dose de

CuCl; (Strauch et al., 2017).

Concernant les PF, nous n’avons pas observé d’induction significative des génes
antioxydants aprés 72h d’exposition. A notre connaissance, il n’existe pas d’études sur I'influence
de I'exposition aux PF sur I'expression de '’ARNm de SOD, CAT et HMOX1 chez les Lt exposés.
Toutefois, des études sur d’autres modeles cellulaires ont pu montrer des inductions mais
également des altérations du niveau d'expression des genes impliqués dans les fonctions

antioxydantes.

Plusieurs études ont établi le lien entre HMOX1 et la cytotoxicité de différents composés

tels que les PMy s, les nitro-HAP, la fumée de cigarette et les particules diesel (DEP). Ces études
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ont enregistré une induction de HMOX1 et une expression de la protéine aprés une exposition
des BEAS-2B aux PMz s pendant 2h (Deng et al., 2013a), 24h (Zhou et al., 2017), aux DEP pendant
4h (Totlandsdal et al., 2015), a la fumée de cigarette jusqu’a 24h (Kim et al., 2008) et des A549
aux nitro-HAP pendant 24h (Shang et al., 2017). La détection d’une expression génique de
HMOX1 suivie par la production de la protéine aprés de courtes durées d’exposition, ne
dépassant jamais 24h pourrait expliquer I'absence d’une réponse antioxydante dans nos
conditions expérimentales. De plus, une étude a montré une induction de la CAT apres 24h
d’exposition des cellules pulmonaires épithéliales de rat aux PM2s (Choi et al., 2004). Une
diminution de I'activité de la SOD et de la catalase a été enregistrée apres exposition des A549 a
différentes concentrations de PM; s (25, 50, 100 et 200 pug/mL) pendant 48h. La diminution est
révélée dose-dépendante et suggere que les PMys sont capables d’altérer la défense

enzymatique antioxydante (Deng et al., 2013b)

L'absence d’induction suite a I'exposition des Lt aux PF souléve deux différentes
hypothéses. Premierement, la composition chimique de notre échantillon de PF n’induirait pas
de stress oxydant et, de ce fait pas de variation significative au niveau des génes codant pour les
enzymes antioxydantes. Cependant, la composition de notre échantillon de PF a montré Ila
présence de HAP et de métaux. Ces composés sont capables de générer des ERO et d’induire un
stress oxydant chez les BEASE-2B exposés aux particules fines (Dergham et al., 2012).
Deuxiemement, I'exposition aux PF a déclenché un stress oxydant suivi d’une activation du
systéme antioxydant non détecté par |’expression génique a 72h. Nous pouvons faire référence
dans ce cas au premier niveau de la réponse hiérarchisée au stress oxydant. Les effets protecteurs
contre les ERO sont induits par Nrf2 qui conduit a I'activation transcriptionelle de nombreuses
enzymes antioxydantes (SOD, CAT, HMOX1, GST, GPX...). En raison de cette réponse, |la protection
de la cellule contre les ERO induits par les PF a eu lieu a de courtes durées aprés I'exposition.
Toutefois, vu notre durée d’exposition de 72h et la demi-vie plus courte de I’ARNm par rapport
aux protéines enzymatiques, une dégradation rapide aurait eu lieu aprés une surexpression des

génes. Cette hypothése pourrait étre renforcée par une étude de I'activité de ces enzymes.
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2. Quantification des cytokines

2.1. Effet de I’'exposition des Lr aux PF

2.1.1. Résultats

Nous avons quantifié 6 cytokines, IL-4, IL-10, IL-12p40, IL-13, IL-17A et IFN-y, dans les
surnageants de culture de Ly préalablement activés pendant 96h, puis exposés ou non aux PF
pendant 24, 48 et 72h. Les surnageants de 8 sujets par catégorie d’age ont été analysés en ELISA
multiplex grace a la technologie MAGPIX®. Les cytokines d’intérét testées sont des cytokines
inductrices ou sécrétées spécifiques a chacun des profils lymphocytaires Thl, Th2, Th17 ou Treg

(voir le Tableau I.5).

La technique d’ELISA multiplex® utilisée permet d’analyser en une seule fois et dans le
méme échantillon, plusieurs cytokines. Parmi les 6 cytokines testées, les concentrations en IL-
12p40 étaient trop faibles pour toutes les conditions testées, ne permettant pas I'exploitation
des résultats obtenus pour cette cytokine. Malgré le grand avantage que présente cette
technique, notamment |'utilisation d’un faible volume de surnageant (50 pL) pour doser un panel
de cytokines, la dilution de I’échantillon applique le méme facteur de dilution pour toutes les
cytokines. Dans notre cas, IL-12p40 était trop dilué pour étre détecté. On se concentrera par la

suite sur les 5 cytokines exprimées que nous avons pu doser (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17A et IFN-y).

Dans le but de détecter une variation potentielle au niveau des cytokines apres exposition
des Lt aux PF, nous avons comparé les concentrations des 5 cytokines. L’analyse statistique
réalisée au niveau de la population d’étude « ABC » n’a pas montré de différences significatives
aprés exposition aux PF (p>0.05) et cela est valable pour toutes les cytokines et pour les trois

temps d’exposition (24, 48 et 72h).

Nous avons par la suite cherché les variations de ces 5 cytokines au niveau de chacune
des trois catégories d’age. Aucune différence significative n’a été enregistrée pour les cytokines
IL-10, IL-17A et IFN-y. Nous avons choisi de représenter sous forme de graphes uniquement les

cytokines et les catégories d’age ou une variation significative a été détectée.
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Concernant I'expression de I'lL-4 pour la catégorie « A», une diminution de la
concentration de la cytokine au cours du temps a été notée chez les témoins ainsi que chez les Ly
exposés aux PF. Toutefois cette diminution est révélée significative uniquement entre 48h et 72h

(Figure 111.41).

IL-4, catégorie "A"
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Figure 111.41 : Concentration (pg/mL) de I'IL-4 libérée par les Lt de la catégorie « A » exposés ou non aux PF
pendant 24, 48 et 72h. Le diése (#) fait référence a une différence significative (p<0.05) en fonction du temps. Les
résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3) [test U de Mann-Whitney p<0.05].

Le méme profil de diminution a été observé chez les personnes agées « C » (Figure 111.42).
La concentration de IL-4 baisse significativement (p<0.05) chez les témoins et les exposés en

passant de 24 a 72h d’incubation.
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IL-4, catégorie "C"
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Figure 111.42 : Concentration (pg/mL) de I'lL-4 libérée par les Lt de la catégorie « C » exposés ou non aux PF
pendant 24, 48 et 72h. Le diese (#) fait référence a une différence significative (p<0.05) en fonction du temps. Les
résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3) [test U de Mann-Whitney p<0.05].

En comparant les concentrations d’IL-4 entre les catégories d’age pour chacune des
conditions (témoin et exposés) et pour les trois temps (24, 48 et 72h), nous avons remarqué une
tendance a I'augmentation avec I'dge entre « A », « B » et « C ». La Figure 111.43 met en évidence
cette tendance a 24h. De plus, la diminution observée entre les témoins et exposés a 72h est plus

importante chez les personnes agées sans pour autant étre significative.

Concernant cette cytokine, nous n’avons pas détecté d’effet significatif apreés I'exposition

aux PF.
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Figure 111.43 : Concentration (pg/mL) de I'IL-4 libérée par les Lt de chacune des 3 catégories d’dge « A », « B »
et « C » exposés ou non aux PF pendant 24h. Les résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3) [test
U de Mann-Whitney p<0.05].

La deuxiéme cytokine ayant révélé des différences significatives en fonction du temps ou
des conditions expérimentales est IL-13 (Figure 111.44). Pour la catégorie « B », une augmentation
significative a été mesurée chez les Lt témoins en fonction du temps entre 24h (2 590 pg/mL) et
72h (4 220 pg/mL). Ce méme profil a été observé chez les deux autres catégories « A » et « C »
sans différence significative en fonction du temps (graphes non représentés). Une augmentation

moins importante et non significative est observée chez les Lt exposés au cours du temps.
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Figure 111.44 : Concentration (pg/mL) de I'IL-13 libérée par les Lt de la catégorie « B » exposés ou non aux PF
pendant 24, 48 et 72h. Le diése (#) fait référence a une différence significative (p<0.05) en fonction du temps.
L’astérisque (*) indique une différence significative (p<0.05) entre les Lt témoins et les Lt exposés aux PF pour une
méme durée d’exposition. Les résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3) [test U de Mann-
Whitney p<0.05].

Afin d’étudier le potentiel effet de I’exposition aux PF sur le niveau d’IL-13, nous avons
comparé la concentration de cette cytokine chez les Lt témoins et les Lt apres exposition. Une
diminution significative (p<0.05) de la concentration d’IL-13 a eu lieu au-dela de 24h d’exposition
aux PF. La concentration d’IL-13 est passée de 3 412 pg/mL chez les témoins a 2 500 pg/mL a 48h.
Ce méme profil a été observé a 72h avec un passage de 4 220 pg/mL chez les témoins a 2 848
pg/mL chez les Lt exposés. Nous pouvons signaler qu’une diminution a également eu lieu aprés

24h d’exposition sans étre significative (Figure 111.44).
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Nous avons observé une augmentation d’IL-13 entre les trois catégories d’age « A », « B »
et « C » pour le méme temps (Figure 111.45). Cette tendance a 'augmentation, non significative,

est notée au niveau des Lt témoins ainsi que les Lt exposés.
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Figure 11145 : Concentration (pg/mL) de I'lL-13 libérée par les Lr de chacune des 3 catégories d’dge « A »,
« B » et « C » exposés ou non aux PF pendant 24h. Les résultats sont décrits par les médianes et les quartiles (Q1, Q3)
[test U de Mann-Whitney p<0.05].

La comparaison des concentrations des deux cytokines IL-4 et IL-13 pour une méme
condition (témoin ou exposé), un méme temps d’incubation et une méme catégorie d’age révéle

des concentrations beaucoup plus importantes pour IL-13 par rapport a IL-4.

2.1.2. Discussion

Dans le cadre de cette étude, des Lt ont été activés pendant 96h par des billes anti-

CD3/CD28 pour étre ensuite exposés ou non pendant 72h aux PF. Nous nous sommes intéressés
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a la quantification des cytokines dans les surnageants de culture de ces Lt. Dans le but de détecter
tout changement au niveau des cytokines pouvant étre lié a nos conditions de culture, a la
cinétique de la cytokine ou a I'age des sujets, nous avons prélevé des surnageants de culture de
Lt apres 24, 48 et 72h d’exposition incluant les deux conditions testées (présence ou absence
d’exposition aux PF). Les résultats présentaient ainsi les variations des concentrations des
cytokines en fonction des conditions de culture, du temps ainsi que de I'dge. Le choix des
cytokines d’intérét s’est basé sur une analyse bibliographique. Ainsi les cytokines ont été
sélectionnées pour représenter les profils Th1l (IFN-y), Th2 (IL-4 et IL-13), Th17 (IL-17A) et Treg
(IL-10). Le Tableau I1.20 résume la variation de la production des 5 cytokines en fonction du

temps et de I'age pour chacune des deux conditions testées.

Tableau 111.20 : Variation de la concentration des cytokines chez les témoins et les exposés en fonction du
temps d’exposition (24, 48, 72h) et de I'dge (=: pas de variation; A : augmentation; A A : augmentation
importante ; N : diminution).

Témoins Exposés aux PF
Fonction du Fonction du
Cytokines temps Fonction de I'age temps Fonction de I'age
d’exposition d’exposition
IFN-y = \ = \
IL-4 N A N A
IL-13 A A A A
IL-17 = = = =
IL-10 = = = =

Nous n’avons pas observé de changements au niveau de la concentration des cytokines
IL-10 et IL-17A en fonction du temps, de I’'age et de I'exposition aux PF. Aucune variation

significative n’a d’ailleurs été notée.
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Les variations significatives ont été notées uniquement pour les deux cytokines IL-4 et IL-
13. IL-4 est une cytokine produite par les cellules Th2, les mastocytes, les cellules NK, les
basophiles et les éosinophiles. Une activité biologique essentielle de I'lL-4 est la capacité a
conduire la différenciation des Lt auxiliaires naifs (Th0) en lymphocytes Th2 (Hsieh et al., 1992).
Cette cytokine est inhibée par IFN-y. IL-13 est une cytokine appartenant a la méme famille a-
hélice de I'IL-4. Elle est sécrétée en quantité importante par les Lt CD4* activés et différenciés en
profil Th2 (Brubaker and Montaner, 2001). Cette cytokine agit sur les lymphocytes B et les
monocytes, et intervient dans la régulation de la sécrétion de mucus, I'inflammation, la fibrose
et le remodelage des tissus. Contrairement a IL-4, IL-13 n’est pas capable d’agir directement en
tant que facteur de croissance ou de différenciation. Nos résultats ont montré une diminution
d’IL-4 accompagnée d’une augmentation de la concentration d’IL-13 en fonction du temps
d’incubation sans exposition aux PF. Toutefois, aprés exposition aux PF, 'augmentation d’IL-13
n‘était plus significative, une diminution significative de la cytokine a été notée chez les Lr
exposés au-dela de 24h. Ces observations suggerent le déclenchement d’une inhibition d’IL-13

causée par les PF.

Bien que les cytokines présentes dans le milieu soient le facteur déterminant pour la
différenciation des Lt CD4*, la force de signalisation du TCR représente un facteur important a
effet dominant dans le devenir des Lt au cours de leur différenciation. Dans un milieu dépourvu
de cytokines inductrices, la force du signal généré par le TCR peut contréler la différenciation des

Lt (Constant and Bottomly, 1997).

Une activation efficace d’'un lymphocyte T nécessite a la fois I'engagement du TCR par un
complexe CMH/peptide et I'engagement de molécules co-stimulatrices. Une des principales
protéines co-stimulatrices est le CD28, présent a la surface du lymphocyte T. L'affinité du TCR
pour son antigene sur les molécules du CMH, combiné a l'interaction récepteur-ligand a la surface
des cellules, liée a la co-stimulation, génére des intensités variables de signaux cytosoliques. La
co-stimulation amplifie le signal transduit par le TCR. Les signaux circulent dans la cellule et
entrainent les activités de facteurs de transcription tels que I’AP-1 (Activator Protein 1), le facteur
nucléaire des cellules T activées (Nuclear factor of activated T-cells, NFAT) et le facteur nucléaire-
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NF-kB (Nuclear Factor-kappa B). L’action conjointe de ces molécules est responsable notamment

de la production de la cytokine IL-2, facteur de croissance majeur pour les lymphocytes T.

La force de la stimulation peut étre altérée par différents moyens : la présence ou
I’'absence de la co-stimulation (CD2, CD28), la nature de I'antigéne (affinité pour le CMH, affinité
du complexe antigéne/CMH pour le TCR), le nombre de complexes antigene/CMH présents a un
temps donné, le nombre de TCR induits et la durée de I'interaction entre le TCR et la CPA (Purvis
et al., 2010). Les variations de l'intensité des signaux peuvent altérer les profils des CD4*. De
fortes stimulations, telles qu’une dose élevée de peptides ou un ligand fortement agoniste,
entrainent des réponses de type Thl tandis que des stimulations moins intenses, comme une
dose faible de ligand ou un ligand faiblement agoniste, favorisent la différenciation en profil Th2
(DuPage and Bluestone, 2016; van Panhuys, 2016). De faibles doses d’antigene induisent un
signal calcique suffisant pour permettre la synthése d’IL-4 alors que des concentrations élevées
de peptides déclenchent a la fois un signal calcique et I’activation de la voie des MAP kinases,
conduisant a la production d’IFN-y (Constant et al., 1995; Hosken et al., 1995). Il est important
de signaler qu’il existe une certaine plasticité entre les différents profils de lymphocytes T CD4*
et que la force de signalisation au niveau du TCR est un des facteurs régulateurs de cette plasticité

(DuPage and Bluestone, 2016).

Au vu de nos conditions expérimentales et de nos résultats, une hypothése pourrait étre
proposée : Un changement de profil a lieu au-dela de 96 heures d’activation par les billes anti-
CD3/CD28. Quelques Lt acquierent le profil Th2. L’exposition aux PF ralentit le changement de

profil.

Nos conditions expérimentales consistaient a activer les Lt pendant 96h par des billes
magnétiques couplées aux anticorps anti-CD3/CD28 en respectant un rapport de bille par cellule
de 1:1. La stimulation simultanée du CD3 et du CD28 agit en synergie pour augmenter
considérablement le niveau d’activation. Ainsi nous considérons qu’une forte stimulation a eu
lieu au niveau de chaque lymphocyte T induisant un profil Th1 caractérisé par la sécrétion d’IFN-
y. Des études ont montré une différenciation des ThO en Th1 suite a I'activation par des billes

anti-CD3/CD28. Le dosage des cytokines 96h aprés I’activation de CD4* par des billes couplées
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aux anticorps anti-CD3 et anti-CD28, a révélé une expression de la cytokine IFN-y et non pas d’IL-

4 (Anderson et al., 2003; Broeren et al., 2000).

Au cours de la durée d’activation de 96h, une prolifération cellulaire a été enregistrée. Les
résultats du test de prolifération (Violet CellTrace™) ainsi que ceux des marqueurs de surface
(CD69 et CD25) et du cycle cellulaire (voir la partie 0) attestent le déclenchement des divisions et
du cycle cellulaire, accompagné de I'augmentation de I'expression du marqueur spécifique
d’activation CD25. Cette activation a donc augmenté le nombre de Ly dans le milieu de culture
diminuant ainsi le ratio bille : cellule. Une étude a montré une diminution de la sécrétion d’IFN-y
au jour 4 apreés la stimulation des CD4* par des billes anti-CD3/CD28 (Broeren et al., 2000). Suite
aux 96h d’activation, le nombre de billes présentes a un moment donné est plus faible que celui
des Ly. De ce fait, le nombre de Ly qui subissent la forte stimulation due au contact avec les billes
pourrait diminuer. Des Lrau profil Th2 peuvent apparaitre dans le milieu de culture exprimant les
cytokines IL-4 et IL-13. Un mélange de Lt Th1/Th2 coexisterait ainsi dans le milieu. Nous avons en
effet mesuré un niveau d’IL-4 faible mais détectable chez les Lt témoins et exposés 24h aux PF. ||
a été montré que les Ly stimulés par une faible concentration de peptides subissent I'induction
de GATA-3, essentielle pour la production précoce d’IL-4 (Yamane et al., 2005). Le niveau d’IL-4
en baisse observé dans nos résultats entre 24 et 72h n’est pas lié a la diminution de I’expression
de 'ARNm de I'lL-4. La concentration de cette cytokine diminue dans le milieu d’'une maniere
partiellement dépendante de la densité cellulaire, pendant |la période de culture. Une étude a
démontré que l'addition d’IL-4 exogene a la culture de Ly stimulés pendant 72h entraine la
consommation de cette cytokine de maniere proportionnelle a la concentration cellulaire (Van
der Pouw-Kraan et al., 1992). Quant a IL-13, cette cytokine ne montre pas cette déplétion
associée a un phénomene lié au récepteur notamment a cause de I'absence de récepteurs d’IL-
13 sur la membrane des Lt (Minty et al., 1997; Zurawski et al., 1993). Au contraire, nos résultats
ont révélé une augmentation de la concentration en fonction du temps notamment chez les
témoins suggérant une production de cette cytokine par des Lt de profil Th2. Quant aux Ly
exposés, une faible tendance a I'augmentation d’IL-13 a été observée, sans étre toutefois

significative. La diminution du niveau d’IL-13 chez les Ly exposés par rapport aux témoins ainsi
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que la restriction de I'augmentation de cette cytokine suite a I'exposition suggere un effet des PF
sur le profil des Lr. L’ajout des PF apres les 96h d’activation modifie la stimulation des Lt et retarde
ainsi le passage des Ly en profil Th2. Cette proposition peut étre justifiée par les résultats obtenus
pour le marquage CD25. Une activation par les PF a été observée deés les premiéres 24h
d’exposition avec un ratio CD25/CD69 plus important chez les Ly exposés par rapport aux
témoins. De plus, différentes études in vivo (van Panhuys et al., 2014; Pfeiffer et al., 1995) et in
vitro (Constant et al., 1995; Hosken et al., 1995; Milner et al., 2010; Yamane et al., 2005) ont
démontré que le degré de signalisation via le TCR et le co-stimulateur peuvent influencer les

mécanismes de différenciation des Lt, comme suggéré dans notre étude.

Enfin, nos résultats de suivis d’activation et de prolifération cellulaire confortent cette
hypothése. Toutefois, il s’avererait intéressant de développer une démarche expérimentale
capable de valider I'hypothéese proposée. Nous suggérons de réaliser nos deux conditions de
culture avec la méme cinétique testée mais en variant le ratio bille : cellule (un ratio plus élevée
et un ratio plus faible que celui utilisé dans notre protocole) afin de vérifier I'influence de la force
de stimulation sur le profil de Lt. Le suivi pourra étre réalisé en cytométrie en flux permettant
ainsi de doser les cytokines intracellulaires en combinaison avec des marqueurs de surface. Ce
suivi dés le début de I'activation jusqu’a la fin de I'exposition permettra d’identifier pour chaque
temps de culture et pour chacune des deux conditions le pourcentage de cellules dans chacun
des 4 profils testés (Thl, Th2, Thl7 et Treg). Il serait également intéressant de tester la
conservation du profil des Lt en cas de re-stimulation par les billes anti-CD3/CD28 juste avant

I’exposition.

2.2 Cytokines et dge

Concernant linfluence de I’'age sur la concentration des cytokines, nos résultats ont
montré une tendance a I'augmentation des deux cytokines caractéristiques du profil Th2, IL-4 et
IL-13 avec I'dge pour les deux conditions et les 3 temps. Quant a IFN-y, une tendance a la

diminution a été notée en fonction de I'age.
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Des altérations de la fonction cellulaire telles que la prolifération, la signalisation
intracellulaire, la production de cytokines et la fonction effectrice ont été liés a I'age (Weng,
2006). L’évaluation des changements au niveau de la production des cytokines a constitué le
centre d’intérét de nombreuses études dans lesquelles le niveau des cytokines a été suivi en
paralléle chez des sujets jeunes et agés. Toutefois, les stratégies expérimentales utilisées étaient
différentes : différents agents de stimulation des lymphocytes, différentes doses, temps
d’évaluation, méthode de dosage des cytokines. Ces différences rendent difficile la comparaison

entre les résultats des études.

Concernant IFN-y, des études ont reporté une capacité réduite des personnes agées a
produire cette cytokine. Une diminution de la production de IFN-y chez les lymphocytes des
personnes agées par rapport aux jeunes a été notée (Cakman et al., 1996; Paganelli et al., 1996;
Sindermann et al., 1993). Toutefois, et suite a une stimulation non spécifique (PHA, ConA ou anti-
CD3), I'association entre I’'age et la production d’IFN-y n’est pas bien établie. Des études ont
montré une diminution de la concentration de la cytokine aprés activation par la PHA, la ConA
ou anti-CD3 (Born et al., 1995; Candore et al., 1993; Lio et al., 2000), d’autres une augmentation
(Murasko et al., 2002; Sandmand et al., 2002) ou pas de changement (Weifeng et al., 1986). Suite
a une stimulation spécifique a I'antigéne, par le virus de linfluenza, la corrélation entre le
vieillissement et la diminution de la production de la cytokine était reportée dans plusieurs
études (Bernstein et al., 1998; Gardner et al., 2006; McElhaney et al., 2006; Murasko et al., 2002).
La concentration de la cytokine était plus faible chez les personnes dgées. Dans nos travaux, une
tendance a la diminution a été observée en fonction du temps au niveau des Lt de la catégorie
« B » exposés aux PF. Toutefois, cette baisse de concentration n’est pas significative. Le niveau
d’IFN-y dans la catégorie « C » était plus faible que celui des deux catégories « A » et « B » pour

une méme condition et durée d’exposition.

A propos des cytokines du profil Th2, une augmentation de la production a été observée
avec I'age pour IL-13 (Paganelli et al., 1994; Pietschmann et al., 2003) et IL-4 (Cakman et al., 1996;
Paganelli et al., 1994; Rink et al., 1998a; Sandmand et al., 2002). Cependant, des différences au
niveau de la production d’IL-4 suite a des stimulations non spécifiques peuvent étre liées a I'agent
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utilisé pour la stimulation. Aprés I'activation par des anticorps anti-CD2/CD28, une augmentation
de la cytokine a été notée au niveau des PBMC (Nijhuis et al., 1994). Une stimulation par anti-
CD3 et PMA a causé une diminution de la production chez les personnes agées (Karanfilov et al.,
1999). Des études ont noté I'absence de changements au niveau de la concentration d’IL-4 entre
les jeunes et les personnes agées apres stimulation par la PHA (Candore et al., 1993) ou la ConA

(Bernstein and Murasko, 1998).

D’aprés ces études, il est clair que des changements liés a I’dge existent au niveau de la
production des cytokines. Toutefois, des études plus approfondies seraient nécessaires afin de

mieux comprendre ce lien entre le vieillissement et la dérégulation des cytokines.
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3. Etude transcriptomique des miARN

Nous avons mené une étude transcriptomique des miARN dans les Lt exposés ex vivo ou
non pendant 72h aux PF. L’analyse a été menée en trois étapes. Dans un premier temps, nous
avons testé I'expression des miARN connus a I'aide de la puce Affymetrix®. Un ensemble de
miARN identifiés lors de I'analyse des résultats de la puce ont ensuite été quantifiés par RT-gPCR.
Dans une troisieme étape, une analyse fonctionnelle a permis de sélectionner des cibles
potentielles des miARN dont I'expression était statistiquement modifiée dans notre modéle

cellulaire. La Figure 111.46 présente ces trois étapes ainsi que les criteres de sélection appliqués.

202



Partie 3 : Effets de I’exposition aux PF, influence de I'dge

Puce Affymetrix

RT-qPCR

Analyse fonctionnelle

1880 non matures

Traitement statistique :

*  p<0.05

* Ratio<£0,750u>1,2

*  miARN variant en fonction des PF : effet PF

*  miARN variant en fonction de I'age : effet age
Recherche bibliographique

3 miARN

Traitement des résultats de PCR

G llneieaiimlies miR-191-3p, ARN de référence

3 miARN

RQ significatifs (PF vs T) RQ non significatifs (PFvs T)

IPA, mRNA]Target Filter

2 miARN

Interaction miARN-cible non
observée expérimentalement

RQ le plus élevé (PF vs T)

Expression des genes
cibles a mesurer

Figure 111.46 : Schéma des étapes de I’analyse transcriptomique des miARN.
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3.1. Puce a miARN

3.1.1. Puce Affimétrix° et analyse statistique

La puce Affymetrix” GeneChip® miRNA Arrays a été utilisée afin de déterminer I’ensemble
des miARN dont le niveau d’expression a été modifié dans les Lt suite a leur exposition aux
particules et/ou en fonction de I’age des sujets pour 18 volontaires (6 sujets par classe d’age). La
réalisation de la puce ainsi que I'analyse statistique des résultats ont été réalisé par la plate-forme
de génomique de I'Institut Cochin a Paris. Parmi les 4 459 miARN analysés, uniquement les
miARN matures (2 579 miARN) ont été conservés pour la suite de I'analyse. Un traitement
statistique « matAnova » des résultats de la puce a été ensuite réalisé afin de déterminer les
différences significatives des niveaux d’expression des miARN entre les cellules témoins et celles
exposées aux particules pour chaque classe d’age (« A» _PFvsT,«B»_ PFvsTet«C» PFvsT),
ainsi qu’entre les différentes classes d’age pour les cellules exposées aux particules d’une part
(PF_«B»vs«A» PF_«C»vs«A»etPF_«C»vs «Bp») et les cellules témoins d’autre part
(T_«B»vs«A», T _«Cr»vs«A»etT_«C»vs«Bn»). Le Tableau Ill.21 regroupe le nombre de
miARN totaux et matures ayant une valeur de p<0.05 et donc un niveau d’expression

significativement différent pour les différentes comparaisons étudiées.

Tableau 111.21 : Nombre de miARN totaux et matures obtenus par la puce a miARN et ayant un p<0.05 pour
les différentes types de comparaisons étudiées.

miARN totaux | miARN matures . miARN totaux miARN matures
Comparaison

(puce) (puce) (p<0.05) (p<0.05)
«A» PMvsT 183 115
«B» PMvsT 196 107
«C» PMvsT 207 116
PM_«B»vs«A» 576 316
4 459 2579 PM_«C»vs«A» 660 353
PM_«C»vs«B» 177 102
T «B»vs«A» 690 366
T «C»vs«A» 562 313
T «C»vs«B» 319 160
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3.1.2.

Choix des miARN pour la RT-qPCR

A partir des miARN matures ayant une valeur de p<0.05, le niveau d’expression des 13

miARN suivants a été mesuré par RT-qPCR : miR-124-3p, miR-1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-

16-5p, miR-212-3p, miR-212-5p, miR-324-5p, miR-3613-5p, miR-373-5p, miR-378a-3p, miR-605-

5p, et miR-99b-5p.

Le choix de ces 13 miARN a été fondé sur différents criteres :

o

o

3.2,

3.2.1.

miARN matures,

miARN ayant un p<0.05 (différence significative du niveau d’expression entre
témoin et exposé ou entre les catégories d’age suite a I'analyse statistique des
résultats générés par la puce),

miARN ayant une valeur de ratio supérieur ou égale a 1,2 ou inférieure et égale a
0,75 suite au traitement statistique,

miARN ayant un niveau d’expression qui varie en fonction de I'exposition aux
particules (cf. effet des PF) et d’autres miARN dont le niveau d’expression varie en
fonction de la catégorie d’age (cf. effet de I'age),

Etude bibliographique.

RT-PCR en temps réel pour les miARN

Détermination du miARN de référence

Afin de pouvoir normaliser les niveaux d’expression des miARN en PCR en temps réel, 3

ARN de référence ont été choisis en se basant sur la bibliographie : U6 snRNA, miR-191-3p et

miR-25-3p.

En effet, U6 snRNA a été utilisé comme référence pour les PCR des miARN dans plusieurs

études utilisant les Lt humains comme modele cellulaire (Fulci et al., 2007; Grigoryev et al., 2011;

Hu et al., 2016; Lai et al., 2013; Lu et al., 2014; Rossi et al., 2011; Xi et al., 2015). Une étude

réalisée par Peltier et Latham en 2008 visant a identifier I’ARN de référence le plus adéquat pour
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la normalisation des miARN, a évalué la stabilité d’un panel de 12 ARN dans 13 tissus humains
normaux (foie, placenta, cerveau, estomac, poumon, vessie, coeur, prostate, colon, thymus,
ovaire, tissu adipeux et utérus) en utilisant 2 algorithmes « NormFinder » et « geNorm ». Cette
étude a classé U6 snRNA comme étant le 2¢™ ARN le moins stable, alors qu’il fait partie des ARN
les plus fréquemment utilisés pour la quantification relative des miARN. Les miARN jugés les plus
stables sont, par ordre décroissant de stabilité : mir-191 est le miARN le plus stable, suivi par miR-
93, miR-106a, miR-17-5p et miR-25. Aprés ajout de tissus tumoraux au groupe d’étude précédent
constitués de tissus normaux, miR-191 et miR-25 ont été déterminés comme étant la paire de
normalisateurs les plus stables (Peltier and Latham, 2008).

Dans notre étude, nous avons choisi de tester miR-191-3p, miR-25-3p et U6 snRNA
comme ARN de référence candidats. Leur niveau d’expression a été mesuré par RT-qPCR. La
stabilité des 3 ARN de référence candidats a été par la suite testée par l'intermédiaire de
I'algorithme « geNorm » en utilisant les valeurs de Ct de ces ARN, (analyse de PCR) et de celles
des 10 miARN conservés (miR-124-3p, miR-1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-16-5p, miR-212-3p,
miR-324-5p, miR-3613-5p, miR-378a-3p, et miR-99b-5p). D’aprés le calcul de l'algorithme
« geNorm » (Vandesompele et al., 2002), I’ARN de référence le plus stable dans notre cas est
miR-191-3p. Il n’existe pas de référence bibliographique précisant I'importance de normaliser les
résultats de I'expression génique des miARN par rapport a un plusieurs gene de référence. De ce

fait, nous utiliserons le miR-191-3p pour normaliser les résultats de PCR.

3.2.2. RT-qPCR en temps réel

Des analyses de qPCR en temps réel ont été réalisées pour les 13 miARN cités
précédemment, ainsi que pour les 3 ARN de référence candidats pour la population d’étude (Lt
témoins et Lt exposés aux particules pendant 72h, soit 60 échantillons). 3 miARN (miR-212-5p,
miR-373-5p et miR-605-5p), parmi les 13 analysés, ayant des valeurs de Ct indéterminées pour la

majorité des échantillons ont été exclus dans la suite de I'étude.
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3.2.2.1 Effet de I’exposition des Lt aux PF

La Figure 111.47 présente les niveaux d’expression des 10 miARN, apres exposition aux PF
pendant 72h et pour I’'ensemble de la population d’étude « ABC » en utilisant miR-191-3p comme
ARN de référence. Une induction de I'expression de 9 miARN a été remarquée apres exposition
aux PF, avec une augmentation significative uniguement pour miR-124-3p (médiane de RQ =
7,11) et a un moindre niveau pour miR-1290 (médiane de RQ = 2,03). Par ailleurs, une répression

non significative de I'expression de miR-378a-3p a été observée.
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Figure 111.47 : Niveau relatif d’expression des miARN (miR-124-3p, miR-1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-
16-5p, miR-212-3p, miR-324-5p, miR-3613-5p, miR-378a-3p, et miR-99b-5p) dans les L exposés pendant 72 h aux PF
pour la population d’étude « ABC ». Les résultats sont décrits par les médianes des RQ (apres normalisation par
rapport a I’ARN de référence (miR-191-3p) et par rapport au témoin), et les quartiles (Q1, Q3).

3.2.2.2 Effet de I’exposition des Lt aux PF, influence de I'dge

En séparant les 3 catégories d’age de notre population d’étude, différents profils

d’évolution des miARN entre les classes d’age suite a I’exposition aux PF ont été observés (Figure

207



Partie 3 : Effets de I’exposition aux PF, influence de I'dge

111.48). Ces résultats ont montré que miR-124-3p est le seul miARN dont |’expression a été
significativement induite dans les Lt pour chacune des 3 classes d’age suite a I’exposition aux PF,

et ayant le niveau d’expression le plus élevé en comparant avec les autres miARN testés.

D’autre part, pour les miARN miR-1246 et miR-1290, une augmentation de leurs niveaux
d’expression a été remarquée pour les 3 classes d’age avec une augmentation significative par
rapport aux témoins pour les catégories « A » et « C ». Aucune différence significative entre les

classes d’age n’a été observée pour les miARN miR-124-3p, miR-1246, et miR-1290.
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Figure 111.48 : Niveau relatif d’expression des miARN (miR-124-3p, miR-1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-16-5p, miR-212-3p, miR-324-5p, miR-3613-5p, miR-378a-
3p, et miR-99b-5p) dans les Lt de chacune des trois catégories d’dge (« A », « B » et « C ») exposés pendant 72 h aux PF. Les résultats sont décrits par les médianes

des RQ (apres normalisation par rapport a I’ARN de référence (miR-191-3p) et par rapport au témoin), et les quartiles (Q1, Q3) pour chaque catégorie d’dge de la
population d’étude.
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De plus, nous pouvons remarquer que les miARN miR-132-3p et miR-16-5p ont un
profil d’expression similaire pour les 3 classes d’age avec une augmentation significative par
rapport aux témoins uniquement pour la catégorie « A » (médianes des RQ = 2,49 et 2,31
respectivement pour miR-132-3p et miR-16-5p). Pour ces 2 miARN, et apres exposition aux
PF, une tendance de diminution de leurs niveaux d’expression avec I'age a été signalée, sans

gu’il n’y ait de différence significative entre les 3 catégories.

Au contraire, les miARN miR-212-3p et miR-324-5p ayant aussi un profil d’expression
proche pour les 3 classes d’age, ont des niveaux d’expression qui tendent a augmenter avec
I’age et apres exposition aux PF mais toujours sans aucune différence significative entre les 3
classes d’age. Une augmentation significative de miR-324-5p par rapport aux témoins a été

signalée pour la catégorie « C ».

Ensuite, apres exposition aux PF, le niveau d’expression de miR-378a-3p a été réprimé
pour les 3 catégories d’age sans avoir une différence significative entre ces catégories. Et
finalement, un méme profil d’expression a été observé pour les miARN miR-3613-5p et miR-
99b-5p ol le niveau d’expression a été, d’une part, réprimé chez la classe « B » sans avoir une
différence significative par rapport au témoin et d’autre part a été induit chez les classes « A »
et « C », avec une augmentation significative uniquement chez la classe « A » de miR-99b-5p

(Figure 111.48).

3.2.2.3 Discussion

miR-124 est le miARN le plus abondamment exprimé dans les cellules neuronales et
est fortement exprimé dans les cellules et les organes immunitaires, telles que les cellules
mononucléées du sang périphérique, la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques et le
thymus (Lagos-Quintana et al., 2002; Smerkova et al., 2015). Nos résultats ont montré une
expression élevée de ce miARN dans les Lt, notamment suite a I'exposition aux PF. miR-124-
3p a été récemment proposé comme biomarqueur diagnostique pour plusieurs maladies. Il
joue ainsi un role de suppresseur de tumeur en cas de pathogenése de I'astrocytome, une
tumeur cérébrale maligne. Il inhibe la translation de PIM1 qui est une protéine régulatrice de
la prolifération, du cycle cellulaire, de I'apoptose et du métabolisme dans de nombreuses

cellules cancéreuses (Deng et al.,, 2016). Une autre étude a suggéré miR-124-3p comme
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biomarqueur diagnostique de I’AVC hémorragique. La concentration plasmique dosée dans
les 24h suivant |'apparition des symptémes d’un AVC hémorragique était élevée chez les
sujets atteints (Leung et al., 2014). De plus, une étude sur les monocytes des fumeurs a
montré que miR-124-3p était exprimé chez tous les fumeurs, alors que I'expression était faible
chez les non-fumeurs. Des niveaux élevés de miR-124-3p sont associés a un risque accru

d'athérosclérose sub-clinique chez les fumeurs (de Ronde et al., 2017).

Quant a son role au niveau du systéeme immunitaire, des études sur différents types
cellulaires ont montré que miR-124 est un modulateur essentiel des réponses inflammatoires
et immunitaires (innées et adaptatives). Ce miARN est induit par des signaux inflammatoires
ou immunologiques et agit comme régulateur négatif de ces signaux pour aider a maintenir
I’'homéostasie (Qin et al., 2016). Le miR-124 joue un role dans le développement du systeme
immunitaire en régulant la différenciation hématopoiétique (Liu et al., 2015). Il est également
impliqué dans la régulation des réponses immunitaires. Il régule la fonction des Lt en induisant
la surexpression d’IL-2, IFN-y, TNF-a et STAT3, une voie intervenant dans
I'immunosuppression dans un microenvironnement tumoral. Une étude a montré que miR-
124 agit au niveau de I'immunité adaptative notamment au niveau des L. Les cellules souches
cancéreuses gliales ont un réle immunosuppresseur sur la prolifération des L. Le miR-124
peut inverser cette suppression et diminuer la production des Treg FOXP3*(Wei et al., 2013).
Le miR-124 est surexprimé durant la différenciation des L. Il agit sur SOCS5 (Suppressor Of
Cytokine Signaling 5), une protéine inhibitrice de I'activation de STAT1 et STAT3, et stimule la
différenciation des CD4* naifs en Lt auxiliaires Thl et Thl7 in vitro et in vivo (Jiang et al.,
2014a). L'augmentation de I'expression notée aprés exposition aux PF suggére son
implication probable dans la régulation de la différenciation des Lt en Thl. Au niveau de la
littérature, il n’existe pas d’études du niveau d’induction de miR-124-3p apres exposition aux
particules atmosphériques. Dans notre cas, ce miARN est fortement exprimé dans les 3

catégories d’age aprés 72h suggérant un réle de miR-124-3p dans la réponse des Lt aux PF.

Concernant miR1246 et miR-1290, ils présentent un profil similaire suite a I'exposition
aux PF avec une induction significative au niveau des catégories « A » et « C ». Plusieurs
études ont montré une implication de ces deux miARN dans plusieurs types de cancer. Une

surexpression de miR-1290 a été observée, entre autres, dans le carcinome épidermoide du
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larynx (Janiszewska et al., 2015) ou cesophagien (Li et al., 2015a; Mao et al., 2015), le cancer
du pancréas (Li et al., 2013), , le cancer du cdélon (Wu et al., 2013; Ye et al., 2017), le cancer
de I'estomac (Lin et al., 2016), et le cancer du poumon non a petites cellules (Mo et al., 2015).
D’autre part, miR-1246 est surexprimé dans le carcinome épidermoide oral (Liao et al., 2015),
le carcinome hépatocellulaire (Sun et al., 2014), le cancer colorectal (Wang et al., 2016), et le
myélome multiple (Ren et al., 2017). De plus, il a été montré que miR-1246 et miR-1290
peuvent étre importants dans I'invasion ou la métastase du cancer du poumon non a petites
cellules (Kim et al., 2016). Ces 2 miARN ont été associés a un mauvais pronostic des patients
(Li et al., 2013; Liao et al., 2015; Ye et al., 2017), et peuvent fonctionner comme un oncogene
en favorisant la prolifération cellulaire, I'invasion tumorale et la métastase (Huang et al.,
2015; Li et al., 2015a; Lin et al., 2016; Mao et al., 2015; Sun et al., 2014; Wang et al., 2016).
D’autre part, quelques études ont montré une sous-expression de miR-1246 dans le cancer
du col de I'utérus (Yang et al., 2015) et un rble apoptotique de miR-1246 dans les cellules de
kératinocytes en inhibant RTKN2 (Li et al., 2014b) et de miR-1290 dans les cellules A549 en
inhibant Bcl2 (Kim et al., 2014). Dans notre cas, ces deux miARN ont été induits apres 72h
d’exposition aux PF. Nous pourrons suggérer leur implication dans la voie de cancérogenése
suite a I’exposition a la pollution atmosphérique. Une étude récente a montré que miR-1246
était surexprimé dans les cellules BEAS-2B exposées pendant 24 h a 10 pg/cm? de PMys
collectées en hivers et de PMio collectées en été avec des valeurs de RQ de 8,59 et 7,47

respectivement (Longhin et al., 2016).

Les deux miARN, miR-132-3p et miR-16-5p ont montré des tendances similaires aprés
exposition aux PF avec une expression significative uniquement au niveau de la catégorie
« A ». Une surexpression de miR-132-3p a été signalée dans plusieurs études apres exposition
a différents types de substances. Une étude a montré une augmentation de I'expression de
miR-132-3p dans I'épithélium pulmonaire aprés exposition aux émissions d’échappement
diesel (300 mg PM2s/m3) ou a un allergéne (Rider et al., 2016). L’exposition des cellules
souches embryonnaires humaines (hESC) a I'argent nanoparticulaire AgNP a causé une
augmentation du niveau de miR-132-3p apres 6h et 24h (Oh et al., 2016). De plus, Pelligrini
et al, ont montré une surexpression de miR-132-3p suite au traitement des cellules

épithéliales tubulaires proximales par des substances néphrotoxiques telles que le chlorure

212



Partie 3 : Effets de I’exposition aux PF, influence de I'dge

de cadmium, le dichromate de potassium et I'acide aristolochique (Pellegrini et al., 2016).
Concernant miR-16-5p, les études ont révélé une variation de I'expression de ce miARN en
fonction de I'age et I'on suggéré comme un biomarqueur de vieillissement. Nos résultats ont
également montré une diminution de I'expression de ce miARN entre les jeunes « A » et les
personnes agées « C » méme si aucune significativité n’a été notée. Le niveau d’expression
de miR-16-5p dans le sang total et le foie des souris a été significativement sous-exprimé a
I’age de 24 mois et de 12 mois respectivement en comparant avec le niveau d’expression a
I’age de 8 mois (Kim et al., 2017b). Yentrapalli et al. ont noté miR-16-5p parmi les miARN
subissant un changement au cours de la senescence. Ce miARN était significativement sous
exprimé (Yentrapalli et al., 2015). Une association a été notée entre I'expression de miR-16-
5p et les maladies les plus courantes associées au vieillissement. Une étude a montré que
miR-16-5p fait partie des miARN dérégulés dans les composants sanguins (sérum/plasma, Lt
CDA4*, neutrophiles, PBMC) des sujets atteints de la polyarthrite rhumatoide. L’expression de
miR-16-5p était élevée dans le plasma ou le sérum (Churov et al., 2015). Une diminution de
ce miARN est observée dans le sérum humain en cas d’osthéoporose (Kocijan et al., 2016) et

dans les cellules épithéliales du cristallin en cas de cataracte (Li et al., 2015b).

Concernant miR-212-3p, nos résultats nont pas montré une induction significative
aprés exposition aux PF. Ce miARN a un role dans la réponse inflammatoire. Chen et al. ont
observé une surexpression de miR-212-3p jusqu’a 24h apres la stimulation des macrophages
par le LPS, suivie par une diminution de I'expression a 48h. Cette étude a suggéré I'implication
de ce miARN dans la suppression de I'inflammation induite par le LPS en ciblant HMGB1 (High
mobility Group Box 1 protein), une protéine sécrétée par les macrophages et exercant un réle
pro-inflammatoire, et en inhibant les cytokines inflammatoires TNF-a et IL-6 (Chen et al.,
2017). Il a été montré aussi que ce miRNA est un suppresseur de tumeur dans le carcinome
hépatocellulaire (Liang et al.,, 2013). Le miR-324-5p présentait la méme tendance
d’augmentation en fonction de I’'dge que miR-212-3p. Toutefois une expression significative
pour ce miARN a été notée apres exposition aux PF uniquement chez la catégorie « C ». Des
études ont montré une surexpression de miR-324-5p chez les macrophages isolés a partir des
tumeurs du célon suggérant que ce miARN est un oncomir potentiel qui peut induire

I"'apoptose chez les cellules épithéliales normale (Chen et al., 2014b; Todaro et al., 2008) et
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favoriser la survie des cellules souches cancéreuses (Todaro et al., 2007). Une surexpression
a aussi été notée au niveau de I'épithélium pulmonaire exposé aux émissions d’échappement
diesel ou a un allergene (Rider et al., 2016). Au vu de nos résultats révélant une tendance a
I’augmentation avec I'age, il s’avere intéressant de déterminer le niveau d’expression de ces

deux miARN a des temps d’exposition plus courts.

Le miR-378-3p a été réprimé apres exposition aux PF. Plusieurs études sur des modeles
animaux ont montré des niveaux réduits de miR-378a-3p dans les maladies cardiaques. Une
diminution de ce miARN est observée pendant le remodelage cardiaque (Knezevic et al.,
2012) et dans l'insuffisance cardiaque en raison de I'hypertrophie (Ganesan et al., 2013;
Nagalingam et al., 2013). Il est aussi sous exprimé dans les cellules colorectales cancéreuses

lui conférant un réle de suppresseur de tumeur (Faltejskova et al., 2012; Wang et al., 2010).

Concernant les derniers miARN, miR-3613-5p et miR-99b-5p, une induction
significative aprés exposition aux PF a été observée pour miR-99b-5p chez les sujets de la
catégorie « A ». Une étude a montré qu’une génération d’ERO suite a un traitement des
cellules neuronales par des peptides béta-amyloide, augmente I'expression de miR-99b-5p. I|
a été démontré que miR-99b-5p est un inducteur d’apoptose (Prasad, 2017). Une
surexpression de ce miARN a également été observée dans le plasma des sujets atteints de
carcinome épidermoide laryngé (Ayaz et al., 2013). Quant au miR-3613-5p, peu d’études se
sont intéressées a ce mMiARN. Une augmentation du niveau de son expression a été observée
5h et 24h suite a une infection bactérienne des macrophages. L'analyse a révélé I'implication
de miR-3613-5p dans la voie de I'apoptose et de signalisation TP53 (zur Bruegge et al., 2016).
Il a également été montré que ce miARN était surexprimé dans certains cancers, une
augmentation de son expression ayant lieu durant la phase précoce du cancer gastrique (Bibi

et al.,, 2016).

3.3. Analyse fonctionnelle

3.3.1. Détermination des interactions miARN-génes cibles par le logiciel IPA®

Parmi les miARN représentés dans la Figure 111.48, seuls les 7 miARN (miR-124-3p, miR-
1246, miR-1290, miR-132-3p, miR-16-5p, miR-324-5p, et miR-99b-5p) présentant un niveau

d’expression significativement différent dans les Lt exposés aux PF par rapport aux Lt témoin
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pour au moins une catégorie d’age ont été conservés pour la suite de I'analyse. Les médianes
des RQ de ces 7 miARN pour chacune des 3 classes d’age ont été utilisées pour réaliser
I’'analyse fonctionnelle en utilisant I'outil « miARN Target Filter » du logiciel IPA® (Ingenuity
Pathway Analysis) afin de pouvoir identifier les cibles potentielles des miARN choisis. Seules
les interactions miARN-gene cible validées expérimentalement ont été sélectionnées, ce qui
nous a conduit a éliminer 2 miARN (miR-1246 et miR-1290) et d’en garder 5 (miR-124-3p, miR-
132-3p, miR-16-5p, miR-324-5p, et miR-99b-5p).

Bien qu’aucune interaction miARN-gene cible n’ait été validée expérimentalement
pour miR-1246 et miR-1290 selon le logiciel IPA®, des études publiées ont noté leur
implication dans plusieurs types de cancer. Dans notre étude, nous avons pu montrer que les
PF ont significativement induit I'expression de mirR-1246 et miR-1290 dans les Lt des sujets
des catégories « A» et « C» (Figure IlIl.48). En raison de leur role suspecté dans la
cancérogeneése, ces miARN devraient étre davantage étudiés afin de déterminer leurs cibles
potentielles et par conséquent de mieux comprendre leurs mécanismes d’action dans le cas

de la pollution atmosphérique.

3.3.2. Choix des génes cibles comme perspective pour I’'étude des miARN

Il est connu que les miARN ciblent généralement plusieurs génes et que ces génes
cibles peuvent étre régulés par des mécanismes de rétroaction négatifs ou positifs. Le logiciel
IPA® nous a permis d’identifier les voies biologiques concernées par les interactions miARN-
cibles obtenues ainsi que les fonctions moléculaires et cellulaires associées. Dans notre cas,
la voie des « mécanismes moléculaires du cancer » a été identifiée parmi celles les plus
significativement enrichies et ayant les fonctions moléculaires et cellulaires suivantes : cycle
cellulaire, développement cellulaire, croissance et prolifération cellulaire, mort cellulaire,

survie et mouvement cellulaire.

D’autre part, parmiles 5 miARN conservés par IPA® (miR-124-3p, miR-132-3p, miR-16-
5p, miR-324-5p, et miR-99b-5p), MiR-124-3p est le seul miARN dont I'expression a été
significativement induite dans les Lt pour chacune des 3 classes d’age suite a I’'exposition aux

PF. Il est également le seul a avoir un niveau d’expression élevé (médianes des RQ = 9,55 ;
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3,97 ; et 7,95 respectivement pour les catégories A, B et C) (Figure 111.48). L’analyse « miARN

Target Filter » a identifié 224 genes cibles de ce miARN.

Il est ensuite essentiel d’évaluer dans un premier temps I'expression des genes cibles
de miR-124-3p impliqués dans les mécanismes du cancer, et ensuite les genes cibles pour les
autres miARN dont le niveau d’expression a été significativement modifié dans les Lt suite a

I’exposition aux PF.

Pour des raisons de temps, il n’a pas été possible de mesurer I'expression des génes
cibles de miR-124-3p. Toutefois, en se basant sur les voies cellulaires impliquées d’une part
et la littérature d’autre part, nous avons pu choisir 5 génes parmi les 224 cibles de ce miARN.
Dans un futur proche, I'expression de ces génes sera quantifiée par PCR en temps réel dans

les Lt exposés aux PF.

Les 5 génes cibles sélectionnées de miR-124-3p sont les suivants : DNA Fragmentation
Factor Subunit Beta (DFFB), un facteur de fragmentation de I'’ADN qui est impliqué dans
I'apoptose suite a I'action de la caspase 3 (Enari et al., 1998) ; Cyclin-dependent Kinase 2
(CDK2), une kinase ayant un role dans la réparation de I’ADN (Satyanarayana and Kaldis,
2009) ; Calcineurin like EF-hand protein 1 (CHP1), une protéine impliquée dans la voie de
I’'apoptose par I'activation d’une protéine pro-apoptotique (Bad) (Wang et al., 1999) ; Ras
association domain-containing protein 5 (RASSF5), un suppresseur de tumeur (Park et al.,
2010) ; et Caténine delta-1 (CTNND1), facteur de transcription codant pour la protéine

p120ctn et pouvant agir comme suppresseur de tumeur (Peglion, 2012).

A ces genes cibles pourront étre ajoutés d’autres genes impliqués dans la régulation
de I'apoptose et du cycle cellulaire afin de compléter les informations qui seront obtenues

par I'analyse des genes cibles.

L’étude de I'impact des PF sur les Lt a été réalisée en s’intéressant a trois volets.

Les résultats de I’'expression génique ont montré la capacité des constituants chimiques
des PF a déclencher une réponse métabolique chez les Lr. Cette réponse est traduite par
I'induction des génes qui codent pour les EMX notamment CYP1A1 et CYP2S1. Quant au stress

oxydant, aucune altération au niveau des génes anti-oxydants n’a été observée aprés 72h
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dans I'ensemble de la population d’étude. L’étude de I'expression génique en fonction de I’dge
a toutefois révélé une différence significative au niveau de I'expression génique de NQO1 ainsi
qu’une tendance a [l‘augmentation de HMOX1 apres exposition aux PF et au CuO
respectivement. Considérés comme génes anti-oxydants, I'augmentation de leur expression

avec I’dge pourra étre liée au niveau basal d’ERO plus important chez les personnes dgées.

D’autre part, le suivi de la production des cytokines caractéristiques des différents
profils de Lt a mis en évidence un changement du profil lymphocytaire suite a I’'exposition aux
PF. Un profil mixte Th1l/Th2 a été observé chez Lt exposés. Des variations des niveaux de
production des cytokines en fonction de I'dge ont été détectées telles que la tendance a la

diminution d’IFN-y et d’IL-4 et a I'augmentation d’IL-13.

Finalement, I’étude transcriptomique a mis en évidence des variations d’expression au
niveau de plusieurs miARN. Parmi les plus induits, nous retrouvons miR-124-3p impliqués dans
la régulation de plusieurs fonctions au niveau du systéme immunitaire dont la différenciation
des Lt et miR-1290 impliqué dans plusieurs types de cancer. Quant a I'effet de I'dge sur

I'expression des miARN, des tendances a I'augmentation ou a la diminution ont été notées.
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L’augmentation massive des émissions de polluants a fait de la qualité de I’air une des
préoccupations mondiale de santé publique. La pollution atmosphérique est considérée
comme étant la 13°™¢ cause de décés au niveau mondial avec 3,7 millions de déceés liés a la
pollution de l'air extérieur (OMS, 2012). Les réglementations mises en ceuvre évoluent et
s’adaptent de jours en jours en fonction des polluants. Parmi les constituants majeurs de la
pollution de I'air, nous retrouvons les particules atmosphériques, un mélange hétérogéne
présentant des caractéristiques physiques et chimiques variées. A ce jour, les connaissances
scientifiques ont montré des effets indésirables a court et/ou long termes de la pollution
atmosphérique particulaire sur la santé de I'homme reflétés par une augmentation de
morbidité et de mortalité par causes cardio-respiratoires (Crouse et al., 2012; Katanoda et al.,
2011; Ostro et al., 2010; Pope and Dockery, 2006). D’autres systémes peuvent étre affectés
par I'exposition. Nous retrouvons au premier rang le systéme immunitaire, un systéme de
défense remarquablement adaptatif impliqué dans la réponse face a plusieurs pathogénes et

xénobiotiques dont les particules atmosphériques.

Suite a I'exposition a la pollution atmosphérique, I'effet est plus prégnant pour les
populations sensibles telles que les enfants et les personnes agées. Le vieillissement des
populations, conséquence positive du développement, est accompagné de changements
entrainant des pertes de fonction au niveau de I'organisme, rendant ainsi les personnes agées
plus vulnérables (Lépez-Otin et al., 2013). Parmi ces changements, I'immunosénescence est
considéré comme la cause majeure d’augmentation de la sensibilité des personnes agées a

I’exposition a des agents pathogenes ou xénobiotiques.

L'impact sanitaire de la pollution atmosphérique particulaire, notamment sur les
personnes agées constitue un sujet préoccupant de santé publique et une problématique de
recherche actuelle. Dans ce contexte, et pour la premiéere fois au laboratoire, nous nous
sommes donc interrogés sur I'effet de I'exposition aux particules fines sur la réponse des
lymphocytes et sur I'influence potentielle de I'dge dans cette réponse. De ce fait, deux

objectifs ont été établis. Tout d’abord, nous avons étudié I'effet de I'exposition dans un but
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de déterminer si possible, des biomarqueurs d’exposition et/ou d’effet. Le deuxieéme objectif
était d’étudier I'effet de I'age sur cette réponse des lymphocytes a I'exposition aux particules
fines. Ce travail de thése s’inscrit dans le projet « PACATox », proposant d’exposer a des
particules fines des lymphocytes de volontaires appartenant a différentes catégories d’age.
L'étude de plusieurs volets tels que l'activité métabolique des lymphocytes, le profil
immunologique, les modifications épigénétiques, les effets génotoxiques ainsi que le profil
métabolomique a été menée afin de déterminer un ou plusieurs biomarqueurs pertinents. Ce
travail est donc le premier a déterminer, a 'aide des tests ex vivo, les effets toxiques des
particules atmosphériques fines sur une lignée lymphocytaire, les Ly, en incluant un nombre
de sujets important et en faisant varier le facteur de I’dge. Dans le cadre de notre projet, des
préléevements de particules fines, PF, ont été réalisés sur une durée d’un an. L’échantillon
collecté forme un échantillon multi-influencé (intégrant a la fois les contributions de sources
d’origine urbaine, maritime et industrielle) et réel représentatif de la pollution atmosphérique
particulaire actuelle a laquelle nous sommes exposés. En paralléle, et suite a I'accord du CPP
Nord-Ouest (ECH 15/39 du 10/09/2015), le recrutement de volontaires par le Centre Nutrition
Clinique Naturalpha a débuté avec respect des criteres d’inclusion et d’exclusion définis
préalablement. Des prélevements sanguins de 97 sujets provenant de trois classes d’age
contrastées (« A » [20-30], « B » [45-55] et « C » [70-85] ans) ont été réalisés sur une durée de
10 mois. Pour chacun des prélevements, une Numération Formule Sanguine (NFS), un dosage
de la Protéine Réactive C (CRP) et un marquage anti-CD45RA et anti-CD45R0 ont été effectués.
Notre travail a été réalisé sur une sélection d’'une population d’étude (n=30 sujets) a partir de
la population échantillonnée (n=97 sujets). Cette population était homogene et
représentative de la population totale avec des résultats de NFS et de dosage de CRP qui
valident I'absence d’anomalies ou de risques d’inflammation aigué. L'influence de I'dge a été
détectée dans ces parameétres testés. Le pourcentage de lymphocytes diminue
significativement dans la classe d’age 70-85 ans par rapport aux deux autres classes ce qui est
en accord avec les données de la littérature (Born et al., 1995; Rink et al., 1998b). De plus, une
diminution de la sous-population de Lt naifs CD3*CD45RA* a été notée accompagnée d’une
augmentation de la sous-population de Lt a mémoire CD3*CD45R0*. Au niveau cellulaire, les
caractéristiques les plus importantes de I'immunosénescence comprennent une diminution

du nombre de lymphocytes naifs, principalement en raison du déclin de la production de
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lymphocytes naifs dans la moelle osseuse et le thymus, et I'expansion des lymphocytes a
mémoire défectifs. Par conséquence, la diversité du répertoire de reconnaissance des

antigénes est nettement diminuée avec I'age (Linton and Dorshkind, 2004; Weng, 2006).

Le modele cellulaire testé étant employé pour la premiere fois dans notre équipe,
notre étude s’est déroulée en deux phases. Dans un premier temps, plusieurs étapes ont été
optimisées aboutissant au développement d’un protocole validé d’isolement, d’activation et
d’exposition des Ly. Différents milieux ont été testés et comparés pour isoler les PBMC a partir
du sang total. Parmi les trois solutions testées (Lymphoprep™, Nycoprep™ et Lymphoprep™
tube), le Lymphoprep™ tube semble étre la technique la plus adaptée en terme d’efficacité et
de rapidité. Quant a la purification des Ly, une étape de sélection négative a permis de les
séparer des autres populations avec une efficacité de 90%. L'étape suivante consistait a
vérifier la nécessité d’activer notre modeéle cellulaire. Les mitogénes phytohémagglutinine
(PHA) et concanavaline A (ConA) ainsi que le Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) sont
traditionnellement utilisés pour activer et induire la prolifération des Lt in vitro (Trickett and
Kwan, 2003). La PHA et la ConA activent les Lt en se liant aux glycoprotéines membranaires
telles que le complexe TCR-CD3 activant ainsi le signal 1 nécessaire pour |’activation. Quant a
la PMA, elle diffuse a travers la membrane du lymphocyte et déclenche I'activation de la
Protéine Kinase C (PKC) assurant ainsi la stimulation (Kay, 1991). Toutefois, d'un point de vue
biologique, ces mitogénes ne sont pas comparables aux conditions de stimulation in vivo. Un
mode d'activation plus pertinent physiologiquement consiste a stimuler les Lt avec une
combinaison d'anticorps spécifiques au CD3, qui imitent la signalisation TCR médiée par
I'antigene, et des anticorps anti-CD28, qui fournissent le signal de co-stimulation nécessaire
pour une activation efficace (Frauwirth and Thompson, 2002). Une approche techniquement
élégante consiste a coupler ces anticorps avec des billes magnétiques pour créer une CPA
(Trickett and Kwan, 2003). Nous avons montré que l|'utilisation des billes magnétiques
couplées aux anticorps anti-CD3/CD28 permet une activation efficace des Ly. Ce profil n’est
pas observé en absence de billes, ni en présence de PF. Nous avons ainsi montré une
expression des marqueurs liées a la stimulation (CD69) et a I'activation (CD25) accompagnée
du déclenchement de la division et du cycle cellulaire. Une durée de 96h représente un temps

idéal pour activer les Ly.
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Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés a I'impact de I’échantillon de
PF sur les Lt, en orientant notre étude vers (i) I'activation des systemes de métabolisation des
composés organiques présents dans les PF et de stress oxydatif en réponse aux PF, (ii) les
profils de différenciation des Lt suite a I'exposition (iii) les effets épigénétiques suite a
I’exposition des cellules aux PF. Nous avons ainsi validé le choix de 45 pug/mL de PF comme

concentration d’exposition non cytotoxique pendant 72h.

De nombreux composés chimiques toxiques et cancérogenes nécessitent une
activation métabolique pour exercer leurs effets toxiques. Les composants des particules
atmosphériques tels que les composés organiques et les oxydes de métaux sont capables de
déclencher les mécanismes de métabolisation ainsi que de produire des Espéces Réactives de
I’Oxygene (ERO) (Dwivedi et al., 2012; Gualtieri et al., 2012). Cette activation est assurée par
les Enzymes de Meétabolisation des Xénobiotiques (EMX) dont les monooxygénases a
cytochromes P450 constituent 75% de la totalité (Guengerich, 2008). Quant au stress oxydant,
des études ont mis en évidence la capacité des particules a I'induire directement via les oxydes
de métaux de transition ou indirectement via I'inflammation, mais aussi par la formation de
guinones réactives issues du métabolisme des composés organiques (Ghio et al., 2012;
Gualtieri et al., 2012). Il était donc important d’étudier I'expression des EMX et des génes
antioxydants suite a I'exposition de notre modele cellulaire, les Ly, aux PF. Dans ce volet de
travail, le B[a]P a été utilisé comme molécule de référence des Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques (HAP) et I'oxyde de cuivre (CuO) comme témoin positif de stress oxydant. Le
choix du gene de référence pour normaliser nos résultats a été optimisé. Le couple IPO8-
RPL13A semble étre le plus adapté pour notre modele. Cette étude a mis en évidence la
capacité des particules fines et de leurs constituants tels que les HAP, les dioxines et les PCB
retrouvés dans notre échantillon, a causer des changements au niveau de I'expression génique
chez les Ly notamment au niveau des genes impliqués dans la métabolisation des toxiques.
Une surexpression des génes CYP1A1, CYP2S1 et NQO1 a été notée apres exposition au B[a]P
et aux PF. L'induction génique des deux cytochromes P450 confirme I’activation de la voie AhR
via les ligands (HAP, dioxines et PCB) en début d’exposition entrainant la surexpression de ces
deux genes par le complexe AhR/ARNT. Ces profils d’induction observés aprées exposition aux

B[a]P et aux PF mettent en évidence les compétences métaboliques des L. Ce résultat est
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renforcé par une étude récente qui a montré que les Lt exposés a 2uM de B[a]P pendant 48h
sont capables d’exprimer le gene CYP1A1 et de produire la protéine caractérisée d’une activité
enzymatique (Liamin et al., 2017). De plus, la composition chimique de notre échantillon
notamment en métaux de transition (Fe, Zn, Cu) et en composés organiques (tels que les HAP
majoritairement présents : dibenz[a,h]Janthracene, I'indéno[1,2,3-c,d]pyréne, le chryséne et
le benzo[b]fluoranthene) montre que les particules sont susceptibles d’entrainer une
production d’ERO et par la suite de déclencher un stress oxydant. Ces ERO peuvent induire
I’expression de plusieurs genes tels que les antioxydants HMOX1 et NQO1 via la voie de
signalisation Keapl/Nrf2/ARE. Ceci a été mis en évidence dans nos résultats par la
surexpression de la NQO1 a un niveau plus faible que le CYP1A1 soulignant la régulation de la
NQO1 par le CYP1A1l via la batterie impliqguant le stress oxydant. Dans nos conditions
d’exposition de 72h, nous n’avons pas observé de surexpression des genes SOD2, CAT et
HMOX1 codant pour les enzymes antioxydantes. Toutefois nous avons montré que les Lt sont
capables de réagir face au stress oxydant déclenché par CuO. Ces résultats suggerent qu’un
stress oxydant a été déclenché au début de I'exposition aux PF, mais qu’il n’a plus été possible
de détecter des variations de I'expression génique apres 72h.

L'unique induction significative en fonction de I'exposition et en fonction de I'age de
la NQO1 ainsi que la réponse de HMOX1 la plus élevée ont été détectées chez les personnes
agées. L'expression élevée de ces deux genes impliqués dans la réponse antioxydante suggere
la présence d’'un niveau d’ERO plus important avec I’dge. De nombreuses études ont lié la
production d’ERO et le stress oxydatif d’une part au vieillissement et a la longévité d’autre
part (Lenaz et al., 2006) (Cutler, 1985). La théorie du vieillissement par les radicaux libres ainsi
que les études montrant un niveau basal d’ERO élevé chez les personnes agées viennent
supporter nos observations (Espino et al., 2010; Harman, 1956a; Kim et al., 2009). Avec I'age,
le taux de production d’ERO par la mitochondrie augmente par rapport aux populations jeunes
(Cavazzoni et al., 1999).

Suite a leurs activations, les Lt se différencient en un profil déterminé leur attribuant
ainsi une fonction immunitaire spécifique. Nous nous sommes intéressés par la suite a étudier
I'impact des PF sur le profil de différenciation des Lt via la quantification d’un panel de
cytokines impliquées dans 4 profils de Ly (Th1, Th2, Th17 et Treg). Les profils de production de

cytokines des Lt humains apres stimulation mitogéne different de ceux qui résultent de la
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stimulation par des antigenes et par la CPA. Au vu de nos conditions expérimentales et de nos
résultats, nous avons proposé une différenciation des Ly en profil Th1 lié a la forte stimulation
par les billes anti-CD3/CD28 (Ratio 1 :1). Toutefois, avec le déclenchement de la division
cellulaire, un changement de profil peut avoir lieu au-dela de 96h, orientant la différenciation
de quelques Ly vers un profil Th2. L’exposition aux PF aprés les 96h d’activation ralentit ce
changement de profil. L’étude de la production des cytokines, de la prolifération cellulaire, du
cycle cellulaire et des marqueurs d’activation a mis en évidence le potentiel effet des PF a
causer un changement au niveau du profil des Lr. Les particules forment un mélange
hétérogene regroupant des composants solubles et insolubles, y compris des composés
organiques, des métaux, des endotoxines, des pollens, des bactéries et des champignons.
Ainsi, les mécanismes sous-jacents par lesquels les particules exercent des effets biologiques
sont complexes. De ce fait, il n’existe pas un profil unique causé par I'exposition aux particules.
Des études ont montré la différenciation des lymphocytes exposés en Thl, Th2, et méme en
Th17. Il a été démontré que les HAP, contenus dans les particules ou la fumée de cigarette,
activent I’AhR qui par la suite régule la différenciation des cellules Th17 et la sécrétion d’IL-17
(Kimura et al., 2008; Torii et al., 2011; van Voorhis et al., 2013). D’autres études ont mis en
évidence la différenciation apres exposition aux particules en Th2 faisant ainsi le lien entre
I’exposition et le développement de I'asthme (Zhao et al., 2012a), en Th1 (Park et al., 2011)
ou en profil mixte Th1/Th2 (Huang et al.,, 2017). Cependant, dans notre étude, nous ne
pouvons pas déterminer un profil spécifique aprés exposition aux PF, nous suggérons qu’un
profil mixte Th1/Th2 a pu étre établi.

Des changements liés a I'age existent au niveau de la production des cytokines
(McNerlan et al., 2009; Rink et al., 1998b). Nos résultats ont montré une tendance a la
diminution pour I'IFN-y et a l'augmentation pour IL-4 et IL-13 avec I'age. Ces cytokines
modulent la réponse immunitaire. Ces altérations au niveau de la production des cytokines
peuvent causer des changements au niveau du profil des Lt et de leur fonction. Ceci peut
expliquer I'augmentation de I'incidence des maladies inflammatoires avec le vieillissement.

Nous avons enfin étudié le profil d’expression des miARN en réponse aux PF grace a
une étude transcriptomique. Les miARN régulent I'expression des genes et participent ainsi
aux processus du fonctionnement normal de la cellule. Tout changement extérieur est

susceptible de modifier I'expression des miARN. Les niveaux d’expression des miARN étudiés
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ont été modifiés dans les Lt exposées aux PF, une induction des miR-124-3p et miR-1290 a été
notée. Ceci permet de proposer une relation entre I'exposition aux PF et I'élévation de
I’expression de ces miARN au niveau des lymphocytes humains. D’aprés nos connaissances, il
n’existe pas d’études sur la variation de I'expression du miR-124-3p apres exposition aux
polluants et plus spécifiquement aux PF. Notre étude est la premiére a mettre en évidence
une surexpression importante de ce miARN chez des Lt exposés pendant 72h aux PF. Ce miARN
module les réponses inflammatoires et immunitaires y compris la différenciation des Lt naifs
en Thl ou Th17 (Jiang et al., 2014b). La surexpression de ce miARN, nous permet de suggérer
son implication dans le profil Th1l observé aprées exposition. miR-1290 est impliqué dans la
régulation de plusieurs types de cancer. La surexpression de ce miARN observée dans nos
conditions permet de suggérer son implication dans le processus de cancérogenése liée a
I’exposition aux PF. D’autres miARN testés ont montré une induction apres exposition aux PF.
Celles-ci étaient toutefois non statistiquement significatives ou significatives uniquement
pour une des trois catégories d’age. Ce manque de significativité pourrait étre lié au temps

d’exposition de 72h.

Concernant l'influence de I'age, des tendances a 'augmentation ou a la diminution de
I’expression des miARN ont été observées. C'est le cas de miR-16-5p dont I’'expression diminue

en fonction de I’dge ce qui est en accord avec la littérature (Yentrapalli et al., 2015).

Pour conclure, notre étude a mis en évidence des effets liés a I’exposition au niveau de
I’expression génique des enzymes de métabolisation des xénobiotiques et de certains miARN,
ainsi que sur le profil de différenciation des Lt exposés aux PF. Les résultats obtenus
permettent d’élucider en partie les mécanismes cellulaires et moléculaires consécutifs a
I’exposition des Lt aux PF et pourraient ouvrir la voie au développement de biomarqueurs
d’effets ou d’exposition. Cette étude prospective pilote est d’aprés nos connaissances, la

premiere a étudier I'effet de I'exposition des Lt aux PF en s’intéressant a l'influence de I'dge.
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Notre étude avait pour objectifs de déterminer I'effet de I’exposition des lymphocytes
T (Lv) a un échantillon réel de particules fines (PF) collecté dans un site urbain multi-influencé
a Dunkerque et de proposer si possible des biomarqueurs d’effet et/ou d’exposition. Dans le
cadre de ce travail, lI'influence de I’age sur la réponse des lymphocytes a également été
recherchée. Aprés avoir constitué une collection biologique de 91 échantillons caractérisés
(NFS, CRP, profil lymphocytaire), nous avons mené dans un premier temps une étape
d’optimisation de notre modele cellulaire et de certaines méthodes (isolement, purification
et activation des L) pour pouvoir ensuite étudier I'influence de I'exposition aux PF sur : (i) la
métabolisation des composés organiques et le stress oxydant chez les Ly, (ii) la différenciation

des Lt et (iii) un des mécanismes de modification épigénétique, I'expression des miARN.

A l'issue de ce travail, nous avons pu constater que les PF collectées induisent des
atteintes au niveau des Lr. Les mécanismes que nous avons étudiés ont mis en relief
I’activation métabolique des composés organiques adsorbés a la surface des particules, des
réactions capables d’aboutir a la formation de métabolites cancérogenes et de déclencher un
stress oxydant. De plus, nous avons remarqué une influence des PF sur le profil de
différenciation des Ly, ce qui peut altérer par la suite la fonction de ces cellules immunitaires.
Et finalement, nous avons noté I'induction de miARN notamment les miR-124-3p et miR-1290

connus pour leurs implications dans les mécanismes de cancérogenese.

Bien que d’autres études aient déja mis en évidence une activation métabolique des
composés organiques et des altérations épigénétiques aprés exposition aux PF, notre étude,
d’apres nos connaissances, est la premiére a mettre en évidence une modulation de la toxicité
des PF chez les Lt en fonction de I’age. La variation de la réponse aux PF en fonction de I'age
a été observée au niveau de certains parametres tels que I'expression des génes impliqués
dans le stress oxydant avec un effet plus prononcé chez les personnes agées, le changement
au niveau de la production des cytokines et des tendances de variation d’expression de

certains miARN avec le vieillissement.

Le vieillissement est accompagné de nombreux changements au niveau des fonctions
des systemes notamment le systeme immunitaire rendant les personnes agées plus
vulnérables. La susceptibilité aux effets de la pollution atmosphérique varie d’une personne a

I'autre et pour un méme individu en fonction de son état de santé. L’absence d’identification

226



Conclusion et perspectives

de l'influence de I’'dge sur la réponse a l'exposition pourrait étre liée aux différences
interindividuelles au sein de la méme catégorie d’age ainsi qu’a I'effectif de I'étude. Un
nombre plus grand de personnes agées aurait probablement permis de mettre en évidence
des significativités la ou nous n’avons observé que des tendances. De plus, il est important de
rappeler que les sujets inclus dans notre étude sont des sujets sains, ne présentant aucune
pathologie chronique. De ce fait, nos résultats sont représentatifs des effets sur les personnes
agées saines et ne prennent pas en compte les états pathologiques pouvant aggraver la

réponse consécutive a I’exposition a la pollution particulaire.

L'augmentation de I'exposition a la pollution atmosphérique particulaire fine de la
population humaine, y compris les populations vulnérables, motive la recherche de
biomarqueurs liés a cette exposition dans le but d’améliorer la détection précoce des
perturbations induites dans l'organisme. En effet, certaines pathologies, notamment
tumorales et inflammatoires, causées par la pollution atmosphérique présentent un pronostic
alarmant aux niveaux actuels de détection de I'état pathologique du patient, car les
biomarqueurs validés ne sont pas assez précoces. |l convient d’encourager la mise au point de
méthodes d’estimation de I'exposition améliorées pour la recherche épidémiologique et
I"'utilisation de biomarqueurs dans la mesure de I'exposition et la détection précoce des effets.
Dans le cadre de ces travaux, des modifications de certains parameétres biologiques et
cellulaires ont été observées dans des cultures de Lt exposés a un échantillon représentatif de
PF. Nous pouvons par exemple citer I'activation des enzymes impliquées dans la premiere
phase de la métabolisation des xénobiotiques organiques ainsi que celle de I'expression de
miR-124-3p. Bien que ces marqueurs soient impliqués dans des mécanismes précoces de
cancérogeneése, ils ne sont pas suffisamment spécifiques de I'exposition a la pollution
atmosphérique, et se retrouvent par exemple induits par le tabagisme. Il conviendra donc de
définir non pas un biomarqueur unique, mais plutét un panel qu’il reste a compléter afin de

caractériser de la maniére la plus précise possible I'exposition des populations sensibles.

Ce travail devrait étre poursuivi selon deux axesvisant a : (i) améliorer Ia
représentativité de notre population, (ii) explorer plus en détails certains mécanismes d’action

des PF.
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Ce travail de these est une approche toxicologique ex vivo. Dans ce type d’étude, les
guestions de représentativité et d’extrapolation des résultats obtenus sont toujours
évoquées. Toutefois, nous rappelons que ce travail s’inscrit dans une étude prospective pilote
ou un nombre important de sujets ont été inclus renforgant ainsi la force statistique. De ce
fait, nous proposons d’étendre I'étude des parameétres sur toute la population échantillonnée
(n=91 au lieu de 30). Une augmentation du nombre de sujets traités par catégorie pourra
renforcer la puissance de I'étude et par la suite révéler des différences significatives, si elles

existent.

Nous avons mis en évidence des modifications susceptibles d’étre a I'origine d’effets,
et qui mériteraient d’étre étudiées davantage. Afin de compléter nos recherches et de valider
nos résultats, il s’avere intéressant de suivre |'activité enzymatique surtout pour les enzymes
antioxydantes et les enzymes de métabolisation des xénobiotiques notamment le CYP1A1l
ayant montré I'induction génique la plus importante suite a I'exposition. Quant aux profils de
différenciation des Ly, un suivi des cytokines intracellulaires par cytométrie en flux pourrait
permettre une meilleure distinction du changement de profil en fonction du temps, de
I’exposition et de I’dge. De plus, I’évaluation de I'expression des genes cibles du miR-124-3p
dans les cellules exposées aux PF s’avere nécessaire afin de mieux comprendre les voies
déclenchées par les PF. Aux genes cibles proposés dans I’étude pourront étre ajoutés d’autres
genes impliqués dans la régulation de I'apoptose et du cycle cellulaire afin de compléter les
informations qui seront obtenues par I'analyse des genes cibles et par conséquent compléter
la voie de signalisation de miR-124-3p. Les génes suivants sont potentiellement intéressants :
le géne du rétinoblastome (Rb1) codant pour la protéine pRb1 ainsi que les Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 1A, 2A et 2D (CDKN1A, CDKN2A et CDKN2D) codant respectivement pour les
protéines p21, p16 et p19. Ces 4 protéines sont des suppresseurs de tumeurs ayant un role
dans l'arrét du cycle cellulaire. A ceux-ci, pourront ensuite étre ajoutés le géne anti-
apoptotique B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), le géne pro-apoptotique Bcl-2—associated X (Bax),
ainsi que I'oncogéne BMI1 (B cell-specific Moloney 1) régulateur du CDKN2A et CDKN2D.
D’autre part, la réponse des miARN n’ayant pas montré une induction statistiquement

significative ou ayant montré une induction dans une des catégories d’age ne doit pas étre
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négligée. Elle pourra servir comme piste pour d’autres études afin de comprendre I'expression

de ces miARN chez les Lt exposés aux PF.

Nous rappelons également que dans le cadre d’un projet plus global, deux volets
s’ajoutent a ce qui a été réalisé durant ce travail de thése. Une étude métabolomique nous
permet de mettre en évidence des signes de perturbation du métabolisme cellulaire apres
exposition aux PF. Sont aussi recherchées certaines altérations génotoxiques, telles que la

formation d'adduits exocycliques d’oxydation de I’ADN et la réparation de dommages a I’ADN.
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Le Comité souhaiterait connaitre les paramétres biologiques qui seront
recherchés et analvsés dans cette étude.

Je vous remercie de nous faire de votre réponse i cette remarque non
bloguantes et non suspensive.

Cette érude est conforme aux articles L1121-1 et L1123-7 du code de la santé
publique définissant les conditions de validité de la recherche.

Cet avis a été rendu sans que les membres éventuellement concernés par
'étude alent pris part au vote.

Je vous prie de croire, Monsieur, Cher Confrére, 4 |'expression de mes
meilleures salutations.

Docteur Francis VASSEUR
Président du CPP Nord Ouest IV

PP Nord ey Vo <. e

Tel - 3 20 44 41 55 . Tax:0320444] 63 Email : cppnordosestiviauniv-liflad. ft page 2
It arww. comite=de-Trotecti De-0es-Dersonres-sod-auett-iv_ citew. fr
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Annexe 2 : Notice d’information

ROUPEMENT Page 1 sur 3
ES HOPITALIX

L1

- NOTICE D'INFORMATION DE L'ETUDE AEROTOX 2-
Recherche de marqueurs biologiques de I'exposition aux polluants atmosphériques

Numéro Protocole : 2015-RT13
Promoteur : GHICL
Investigateur principal : Pr Pierre GOSSET

Madame, Mademoiselle, Monsieur,

Il vous est proposé de participer a un protocole de recherche fondamentale gqui recherche des
margueurs biologiques de I'exposition aux polluants atmosphériques.

Mous vous proposons de lire attentivement cette note d'information qui vise a répondre aux gquestions
gue vous seriez susceptible de vous poser.

Avant de donner votre réponse, vous disposez d'un délai de réflexion afin de prendre connaissance et
de parapher le présent document d'une part et de nous remettre le formulaire de recueil du
consentement signeé d’autre part.

Vous pourrez a tout moment durant 'essai vous adresser au médecin pour lui poser toute guestion
complémentaire.

1. Quel est 'objectif ?
L'étude cherche a identifier des biomargueurs d'exposition a la pollution atmosphérigue. Cette
recherche consistera en l'identification des réactions de vos cellules face a une exposition a des
prélévements d'air.

2. Quelle est la méthode de ce protocole de recherche ?
Un échantillon de wvotre sang sera prélevé. Les cellules immunitaires contenues dans cet
échantillon seront isolées et exposées a des particules atmosphérigues provenant d'un
prélevement d'air Dunkerquois. Les effets de cette exposition seront étudiés au niveau
moléculaire et biochimigue. Tous les tests seront faits sur des prélévements anonymisés. Vous
étes libre de retirer votre consentement jusqu’au dernier moment, et ceci n'aura aucune
CONs&quence pour Yous,

3. Comment se déroule le préléevement ?
Cette étude ne nécessite qu'un seul prélévement sanguin qui sera réalisé au centre Naturalpha.

4. Quels sont les bénéfices attendus ¢
Aucun bénéfice direct n'est attendu pour vous. Néanmaoins, ce projet pourrait avoir des retombées
non seulement en termes de connaissances scientifigues mais aussi en termes d’amélioration de la
politique de prévention des risques sanitaires.

5. Quels sont les effets indésirables possibles du prélévement ?
Les effets indésirables possibles sont les conséquences normales et attendues de |a prise de sang
{ex : hématome, malaise, douleur).

6. Quelles sont les alternatives a ce protocole ?
Il n"existe a ce jour aucune autre alternative pour analyser I'impact sur des cellules immunitaires

saines de I'exposition a des polluants atmosphériques.
Paraphe de 1"investigateur : - Paraphes du patient :
Lettre d'information — AEROTOX 2 — Version 1| du 08/06/201 5
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7. Indemnisation des sujets
Une indemnité vous sera versée en fin d'étude pour en compenser les contraintes. Pour cela, vous
ne devez pas avoir atteint le plafond annuel réglementé de 4 S00€ pour votre participation a des
essais clinigues, celle-c comprise.

Couvrant vos éventuels frais de transport, cette indemnité d'un montant de 20€ vous sera versée
a la fin de votre participation. 5i vous ne réalisez pas le prélévement sanguin, vous ne serez pas
indemnisé.

Vous serez par conséquent inscrit sur le fichier national VRE (Fichier Volontaires Recherches
Biomeédicales) répertoriant les volontaires sains qui participent aux recherches biomédicales.

8. Quels sont vos droits en tant que participant a ce protocole de recherche ?
Vous étes libre de décider si vous désirez participer ou non a cette étude. Vous pouver refuser et,
méme si vous acceptez, vous pouvez vous retirer de I'étude, sur simple demande écrite, ou orale,
a tout moment sans avoir a donner la raison de votre décision et sans conséguence pour la
relation avec le médecin qui vous a proposé cette étude.

Pour pouvoir participer 3 I'étude vous devez &tre obligatoirement affilié a un régime de sécurité
sociale.

Les données recueillies dans le cadre de la recherche feront I'objet d'un traitement informatisé.
Ces données seront identifiées par un numéro de code et vos initiales.

A cette fin les données relatives a I'étude seront transmises au Promoteur de |la recherche. Le
promoteur de I'étude qui en assure la gestion et la responsabilité est le Groupement des Hopitaux
de I'Institut Catholique de Lille (GHICL).

Ces données pourront &galement, dans des conditions assurant leur confidentialité, &tre
transmises aux autorités de santé, a d"autres entités du Promoteur.

Conformément aux dispositions de la loi relative a I'informatique aux fichiers et aux libertés, vous
disposez d’un droit d’accés, de rectification et d'opposition a la transmission de vos données,
couvertes par le secret professionnel, susceptibles d'étre utilisées dans le cadre de cette recherche
et d'étre traitées. Vous pouvez également accéder directement ou par l'intermédiaire d'un
meédecin de votre choix a I'ensemble de vos données meédicales en application des dispositions de
I'article L 1111-7 du Code de la S5anté Publique. Ces droits s'exercent auprés du médecin qui vous
suit dans |le cadre de la recherche et qui connait votre identité.

Conformément a l"article L 1122-1 du Code de Santé Publique, a l'issue de la recherche, vous
pourrez si vous le souhaitez, étre informé des résultats globaux de I'étude par I'intermédiaire du
meédecin qui suit votre enfant dans le cadre de cette recherche.

Cette étude n'interdit pas votre participation simultanée a une autre recherche.

9. A qui devez-vous vous adresser en cas de guestions ou de problémes ?

Coordonnées des médecins référents du patient

Pr Pierre Gosset

Chef du Service d’Anatomie et cytopathologie du GHICL-FLM
Hapital Saint-Vincent de Paul

Boulevard de Belfort, B.P. 387

59020 LILLE CEDEX

TélL : 03 2087 4182

Paraphe de "investigateur : - Paraphes du patient :
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» Cette Recherche Biomeédicale est menée conformément a la loi de Santé Publique n® 2004-806
du 9 aodt 2004 et du décret d'application n® 2006-477 du 26 avril 2006, la loi n® 2004-801 du 6
aoidt 2004 relative a la protection des personnes physigues a I'égard des traitements de données a
caractére personnel et modifiant la loi n® 78-17 du & janvier 1978 relative a l'informatique, aux
fichiers et aux libertés.

= Ce protocole, a obtenu I'autorisation de I'Autorité Compétente (Agence Nationale de Sécurité du
Medicament et des produits de santé-ANSM) le XX/ XX/ XXXX. Le Comité de Protection des
Personnes (CPP Mord-Ouest IV) a rendu un avis favorable le 30800000000

® Le traitement des données sera réalisé dans des conditions de confidentialité définies par la loi
du & janvier 1978 modifiée relative a I'informatique aux fichiers et aux libertés (CNIL).
Conformément aux dispositions de loi relative a I'informatigue aux fichiers et aux libertés, vous
disposez d'un droit d"acces et de rectification. Vous disposez également d'un droit d'opposition a
la transmission des données couvertes par le secret professionnel susceptibles d'étre utilisées
dans le cadre de cette recherche et d"étre traitées.

* Une assurance a été souscrite, conformément a I'article L.1121-10 alinéa 3 du Code de la 5anté
Publique, auprés de la société AXA Paris, 26 rue Drouot 75458 Paris Cedex 09 (N® de tel : 03 2045
69 75). Le numéro de contrat de I'assurance souscrite est le n® XXX,

Paraphe de "investigateur : - Paraphes du patient :
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Annexe 3 : Formulaire de consentement éclairé

\

) OPITALIX N° Patient | [ |1__|

- FORMULAIRE DE RECUEIL DU CONSENTEMENT DE PARTICIPATION ETUDE AEROTOX-2-
Recherche de marqueurs biologigues de I'exposition aux polluants atmosphériques

Numéro Protocole : 2015-RT13
Promoteur : GHICL
Investigateur principal : Pr Pierre GOSSET

Je soussigné(e), atteste par le présent consentement gue :

Je suis affilié(e) ou bénéficiaire d'un régime de sécurité sociale ;

Y'ai pris connaissance de la note d'information m’expliquant la nature, les objectifs et la durée du protocole
de recherche mentionné ci-dessus ;

Jai pu poser toutes les questions que je voulais, j'al requ des réponses adaptées et 'ai pu disposer d'un
temps de réflexion suffisant entre 'information et ma décision de participer & cette étude ;

Il m'a été donné le nom d’une personne a contacter pour toute question que je souhaiterais poser durant
I'étude ;

Y'ai bien noté que je serai libre & tout moment d'arréter ma participation sans aucune conséguence pour
moi.

J'accepte que les données enregistrées a |'occasion de cette recherche puissent faire I'objet d'un traitement
informatisé par le promoteur.

Vaccepte que ma participation et I'indemnisation que je vais recevoir soit saisie sur le fichier national VRB
(Fichier Volontaires Recherches Biomédicales) répertoriant les volontaires sains qui participent aux
recherches biomédicales.

J'ai bien noté que le droit d'accés prévu par la loi “Informatique & Libertés" s'exerce a tout moment auprés
du médecin en charge de la recherche, qui seul connait mon identité. Je pourrai exercer mon droit de

rectification et d'opposition auprés du Pr Pierre GOSSET qui contactera le promoteur de la recherche.

Compte-tenu des informations qui m'ont été transmises :
Jaccepte librement et volontairement de participer a ce protocole de recherche.

Patient Personne responsable du recueil du
consentement éclairé
NOM L s e INOM L s s s
PrENOM s PrENOM e
Date L s s Date L s
Signature : Signature :

Donner un exemplaire de la lettre d'information et du formulaire de consentement éclairé signé au patient, et
conserver un autre exemplaire signé (lettre d'information et formulaire de consentement éclairé).

Consentement AEROTOX 2 — Version 01 du 08/06/2015
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Résumé

Les particules fines atmosphériques (PF) sont capables de pénétrer dans les poumons ou certains
composés transportés peuvent interagir avec les cellules pulmonaires et atteindre la circulation
sanguine. L'exposition aux PF affecte particulierement les populations sensibles telles que les
personnes agées. Cette thése s’inscrit dans une démarche d’identification des effets des PF sur les
lymphocytes T humains (L7) tout en visant a déterminer des biomarqueurs liés a |'exposition et a
évaluer la variation de la réponse cellulaire en fonction de I’age. Des Ly ont été isolés de prélévements
sanguins de 91 volontaires appartenant a trois classes d’age (20-30, 45-55, 70-85 ans) puis exposés ex
vivo pendant 72h a 45 pg/uL de PF collectées a Dunkerque. Les étapes d’isolement, purification et
activation des Ly ont d’abord été optimisées. Suite a la caractérisation de la population échantillonnée,
une population d’étude homogéne a été sélectionnée (10 sujets / classe d’age). Nous avons mis en
évidence une induction génique d’enzymes impliquées dans l'activation métabolique des HAP
identifiés dans I'’échantillon de PF. La caractérisation du profil des Lt a permis de proposer un profil
mixte Th1/Th2 causé par I'exposition. L’étude transcriptomique des miARN a mis en évidence une
surexpression de miR-124-3p impliqué dans la régulation de plusieurs fonctions au niveau du systéme
immunitaire et de miR-1290 impliqué dans plusieurs types de cancer. Quant a l'influence de I'dge, une
surexpression des génes codant pour les enzymes antioxydantes (NQO1 et HMOX1), une
augmentation de la concentration des cytokines (IL-4 et IL-13) ainsi qu’une modification du profil
d’expression de certains miARN ont été notées chez les sujets les plus agés.

Mots-clés : pollution atmosphérique particulaire fine ; lymphocyte T ; age ; activation métabolique ;
stress oxydant ; profil immunologique ; épigénétique.

Abstract

Atmospheric fine particulate matter (FP) are able to enter the lungs where some compounds can
interact with lung cells and reach the bloodstream. Exposure to FP affects in particular susceptible
populations such as the elderly. This thesis is part of a project aiming to identify the effects of FP on
human T lymphocytes (LT) while attempting to determine biomarkers related to exposure and to
evaluate the variation of the cellular response as a function of age. LT were isolated from blood
samples of 91 volunteers belonging to three age groups (20-30, 45-55, 70-85 years) then exposed ex
vivo for 72h to 45 pg/uL of FP collected in Dunkirk. The steps of isolation, purification and activation
of LT were first optimized. Following the characterization of the sampled population, a homogeneous
study population was selected (10 subjects/age class). We have demonstrated an induction of the
genes coding for the enzymes involved in the metabolic activation of PAH identified in the PF sample.
Characterization of the LT profile made it possible to propose a mixed Th1/Th2 profile caused by the
exposure. The transcriptomic study of miRNAs revealed an overexpression of miR-124-3p involved in
the regulation of several functions in the immune system and miR-1290 involved in several types of
cancer. As for the influence of age, overexpression of the genes coding for the antioxidant enzymes
(NQO1 and HMOX1), an increase in the concentration of cytokines (IL-4 and IL-13) as well as a
modification of the expression profile of some miRNAs were noted in the elderly.

Keywords: Fine particulate air pollution; T lymphocyte; age; metabolic activation; oxidative stress;
immunological profile; epigenetic
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