
 
 

Université de Lille 
Année Universitaire 2022/2023 

Faculté de Pharmacie de Lille 
 

 

 

MÉMOIRE  
POUR LE DIPLOME D’ÉTUDES SPECIALISÉES 

D’INNOVATION PHARMACEUTIQUE ET RECHERCHE 
 
 

 

 

Soutenue publiquement le 20 Mars 2023 
Par Mme BARBIER Emeline  
 
 

Conformément aux dispositions réglementaires en vigueur tient lieu de 
 

THESE EN VUE DU DIPLOME D’ÉTAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE 
 

 

 
_____________________________ 

 
ÉTUDE IN VIVO DE LA PATHOGÉNICITÉ PULMONAIRE  

DES PARTICULES FINES ATMOSPHÉRIQUES. 

_____________________________ 
 

 

 

 

Membres du jury :  
 

Président : ALLORGE Delphine, PU-PH en Toxicologie, Université de Lille. 
 
Directeur de thèse : GARÇON Guillaume, PU en Toxicologie, Université de Lille. 
 
Assesseur(s) :  

- FRÉALLE Émilie, PH en Parasitologie-Mycologie, CHU de Lille.  
- MONTEIL Christelle, PU en Toxicologie, Université de Rouen-Normandie. 
- DEVOS David, PU-PH en Pharmacologie médicale, Université de Lille.   
- LO GUIDICE Jean-Marc, Chargé de recherche INSERM, Université de Lille. 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 
 

Université de Lille 
Année Universitaire 2022/2023 

Faculté de Pharmacie de Lille 
 

 

 

MÉMOIRE  
POUR LE DIPLOME D’ÉTUDES SPECIALISÉES 

D’INNOVATION PHARMACEUTIQUE ET RECHERCHE 
 
 

 

 

Soutenue publiquement le 20 Mars 2023 
Par Mme BARBIER Emeline  
 
 

Conformément aux dispositions réglementaires en vigueur tient lieu de 
 

THESE EN VUE DU DIPLOME D’ÉTAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE 
 

 

 
_____________________________ 

 
ÉTUDE IN VIVO DE LA PATHOGÉNICITÉ PULMONAIRE  

DES PARTICULES FINES ATMOSPHÉRIQUES. 

_____________________________ 
 

 

 

 

Membres du jury :  
 

Président : ALLORGE Delphine, PU-PH en Toxicologie, Université de Lille. 
 
Directeur de thèse : GARÇON Guillaume, PU en Toxicologie, Université de Lille. 
 
Assesseur(s) :  

- FRÉALLE Émilie, PH en Parasitologie-Mycologie, CHU de Lille.  
- MONTEIL Christelle, PU en Toxicologie, Université de Rouen-Normandie. 
- DEVOS David, PU-PH en Pharmacologie médicale, Université de Lille.   
- LO GUIDICE Jean-Marc, Chargé de recherche INSERM, Université de Lille. 

 

 



 

2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 
 

 

 

 
 
 
 

 
Faculté de Pharmacie de Lille 

3 Rue du Professeur Laguesse – 59000 Lille 
03 20 96 40 40  

https://pharmacie.univ-lille.fr 
 

 

Université de Lille 

 

Président         Régis BORDET 

Premier Vice-président        Etienne PEYRAT 

Vice-présidente Formation        Christel BEAUCOURT 

Vice-président Recherche        Olivier COLOT 

Vice-présidente Réseaux internationaux et européens   Kathleen O'CONNOR 

Vice-président Ressources humaines      Jérôme FONCEL 

Directrice Générale des Services      Marie-Dominique SAVINA 

 

 

UFR3S 

Doyen         Dominique LACROIX 

Premier Vice-Doyen        Guillaume PENEL 

Vice-Doyen Recherche       Éric BOULANGER 

Vice-Doyen Finances et Patrimoine      Damien CUNY 

Vice-Doyen Coordination pluriprofessionnelle et Formations sanitaires Sébastien D’HARANCY 

Vice-Doyen RH, SI et Qualité      Hervé HUBERT 

Vice-Doyenne Formation tout au long de la vie    Caroline LANIER 

Vice-Doyen Territoires-Partenariats     Thomas MORGENROTH 

Vice-Doyenne Vie de Campus      Claire PINÇON 

Vice-Doyen International et Communication     Vincent SOBANSKI 

Vice-Doyen étudiant        Dorian QUINZAIN 

 

 

Faculté de Pharmacie 

Doyen          Delphine ALLORGE 

Premier Assesseur et Assesseur en charge des études    Benjamin BERTIN 

Assesseur aux Ressources et Personnels :       Stéphanie DELBAERE 

Assesseur à la Santé et à l’Accompagnement     Anne GARAT 

Assesseur à la Vie de la Faculté      Emmanuelle LIPKA 

Responsable des Services       Cyrille PORTA 

Représentant étudiant        Honoré GUISE 

 

 

 



 

4 
 

Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers (PU-PH) 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 
Section 

CNU 

Mme ALLORGE Delphine Toxicologie et Santé publique 81 

M. BROUSSEAU Thierry Biochimie 82 

M. DÉCAUDIN Bertrand Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
81 

M. DINE Thierry Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
81 

Mme DUPONT-PRADO Annabelle Hématologie 82 

Mme GOFFARD Anne Bactériologie - Virologie 82 

M. GRESSIER Bernard Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
81 

M. ODOU Pascal Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
80 

Mme POULAIN Stéphanie Hématologie 82 

M. SIMON Nicolas Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
81 

M. STAELS Bart Biologie cellulaire 82 

 

Professeurs des Universités (PU) 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 
Section 

CNU 

M. ALIOUAT El Moukhtar Parasitologie - Biologie animale 87 

Mme AZAROUAL Nathalie Biophysique - RMN 85 

M. BLANCHEMAIN Nicolas Pharmacotechnie industrielle 85 

M.  CARNOY Christophe Immunologie 87 

M. CAZIN Jean-Louis Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
86 

M. CHAVATTE Philippe Institut de Chimie Pharmaceutique 

Albert Lespagnol 
86 

M. COURTECUISSE Régis Sciences végétales et fongiques 87 

M. CUNY Damien Sciences végétales et fongiques 87 

Mme DELBAERE Stéphanie Biophysique - RMN 85 

Mme DEPREZ Rebecca Chimie thérapeutique 86 

M. DEPREZ Benoît Chimie bioinorganique 85 

M. DUPONT Frédéric Sciences végétales et fongiques 87 

M. DURIEZ Patrick Physiologie 86 



 

5 
 

M. ELATI Mohamed Biomathématiques 27 

M. FOLIGNÉ Benoît Bactériologie - Virologie 87 

Mme FOULON Catherine Chimie analytique 85 

M. GARÇON Guillaume Toxicologie et Santé publique 86 

M. GOOSSENS Jean-François Chimie analytique 85 

M. HENNEBELLE Thierry Pharmacognosie 86 

M. LEBEGUE Nicolas Chimie thérapeutique 86 

M. LEMDANI Mohamed Biomathématiques 26 

Mme LESTAVEL Sophie Biologie cellulaire 87 

Mme LESTRELIN Réjane Biologie cellulaire 87 

Mme MELNYK Patricia Chimie physique 85 

M. MILLET Régis Institut de Chimie Pharmaceutique 

Albert Lespagnol 
86 

Mme MUHR-TAILLEUX Anne Biochimie 87 

Mme PERROY Anne-Catherine Droit et Economie pharmaceutique 86 

Mme ROMOND Marie-Bénédicte Bactériologie - Virologie 87 

Mme SAHPAZ Sevser Pharmacognosie 86 

M. SERGHERAERT Éric Droit et Economie pharmaceutique 86 

M. SIEPMANN Juergen Pharmacotechnie industrielle 85 

Mme SIEPMANN Florence Pharmacotechnie industrielle 85 

M. WILLAND Nicolas Chimie organique 86 

 

Maîtres de Conférences - Praticiens Hospitaliers (MCU-PH) 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 
Section 

CNU 

M. BLONDIAUX Nicolas Bactériologie - Virologie 82 

Mme DEMARET Julie Immunologie 82 

Mme GARAT Anne Toxicologie et Santé publique 81 

Mme GENAY Stéphanie Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
81 

M. LANNOY Damien Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
80 

Mme ODOU Marie-Françoise Bactériologie - Virologie 82 



 

6 
 

Maîtres de Conférences des Universités (MCU) 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 
Section  

CNU 

M. AGOURIDAS Laurence Chimie thérapeutique 85 

Mme ALIOUAT Cécile-Marie Parasitologie - Biologie animale 87 

M. ANTHÉRIEU Sébastien Toxicologie et Santé publique 86 

Mme AUMERCIER Pierrette Biochimie 87 

M. BANTUBUNGI-BLUM Kadiombo Biologie cellulaire 87 

Mme BARTHELEMY Christine Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
85 

Mme BEHRA Josette Bactériologie - Virologie 87 

M. BELARBI Karim-Ali Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
86 

M. BERTHET Jérôme Biophysique - RMN 85 

M. BERTIN Benjamin Immunologie 87 

M. BOCHU Christophe Biophysique - RMN 85 

M. BORDAGE Simon Pharmacognosie 86 

M. BOSC Damien Chimie thérapeutique 86 

M. BRIAND Olivier Biochimie 87 

Mme CARON-HOUDE Sandrine Biologie cellulaire 87 

Mme CARRIÉ Hélène Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
86 

Mme CHABÉ Magali Parasitologie - Biologie animale 87 

Mme CHARTON Julie Chimie organique 86 

M. CHEVALIER Dany Toxicologie et Santé publique 86 

Mme DANEL Cécile Chimie analytique 85 

Mme DEMANCHE Christine Parasitologie - Biologie animale 87 

Mme DEMARQUILLY Catherine Biomathématiques 85 

M. DHIFLI Wajdi Biomathématiques 27 

Mme DUMONT Julie Biologie cellulaire 87 

M. EL BAKALI Jamal Chimie thérapeutique 86 

M. FARCE Amaury Institut de Chimie Pharmaceutique 

Albert Lespagnol 
86 



 

7 
 

M. FLIPO Marion Chimie organique 86 

M. FURMAN Christophe Institut de Chimie Pharmaceutique 

Albert Lespagnol 
86 

M. GERVOIS Philippe Biochimie 87 

Mme GOOSSENS Laurence Institut de Chimie Pharmaceutique 

Albert Lespagnol 
86 

Mme GRAVE Béatrice Toxicologie et Santé publique 86 

Mme GROSS Barbara Biochimie 87 

M. HAMONIER Julien Biomathématiques 26 

Mme HAMOUDI-BEN 

YELLES 
Chérifa-Mounira Pharmacotechnie industrielle 85 

Mme HANNOTHIAUX Marie-Hélène Toxicologie et Santé publique 86 

Mme HELLEBOID Audrey Physiologie 86 

M. HERMANN Emmanuel Immunologie 87 

M. KAMBIA KPAKPAGA Nicolas Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
86 

M. KARROUT Younes Pharmacotechnie industrielle 85 

Mme LALLOYER Fanny Biochimie 87 

Mme LECOEUR Marie Chimie analytique 85 

Mme LEHMANN Hélène Droit et Economie pharmaceutique 86 

Mme LELEU Natascha Institut de Chimie Pharmaceutique 

Albert Lespagnol 
86 

Mme LIPKA Emmanuelle Chimie analytique 85 

Mme LOINGEVILLE Florence Biomathématiques 26 

Mme MARTIN Françoise Physiologie 86 

M. MOREAU Pierre-Arthur Sciences végétales et fongiques 87 

M. MORGENROTH Thomas Droit et Economie pharmaceutique 86 

Mme MUSCHERT Susanne Pharmacotechnie industrielle 85 

Mme NIKASINOVIC Lydia Toxicologie et Santé publique 86 

Mme PINÇON Claire Biomathématiques 85 

M. PIVA Frank Biochimie 85 

Mme PLATEL Anne Toxicologie et Santé publique 86 

M. POURCET Benoît Biochimie 

 

87 



 

8 
 

M. RAVAUX Pierre Biomathématiques / Innovations 

pédagogiques 
85 

Mme RAVEZ Séverine Chimie thérapeutique 86 

Mme RIVIÈRE Céline Pharmacognosie 86 

M. ROUMY Vincent Pharmacognosie 86 

Mme SEBTI Yasmine Biochimie 87 

Mme SINGER Elisabeth Bactériologie - Virologie 87 

Mme STANDAERT Annie Parasitologie - Biologie animale 87 

M. TAGZIRT Madjid Hématologie 87 

M. VILLEMAGNE Baptiste Chimie organique 86 

M. WELTI Stéphane Sciences végétales et fongiques 87 

M. YOUS Saïd Chimie thérapeutique 86 

M. ZITOUNI Djamel Biomathématiques 85 

 

Professeurs certifiés 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 

Mme FAUQUANT Soline Anglais 

M. HUGES Dominique Anglais 

M. OSTYN Gaël Anglais 

 

Professeurs Associés  

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 
Section  

CNU 

M. DAO PHAN Haï Pascal Chimie thérapeutique 86 

M. DHANANI Alban Droit et Economie pharmaceutique 86 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

9 
 

Maîtres de Conférences Associés  

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement Section CNU 

Mme CUCCHI Malgorzata Biomathématiques 85 

M. DUFOSSEZ François Biomathématiques 85 

M. FRIMAT Bruno Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 

85 

M. GILLOT François Droit et Economie pharmaceutique 86 

M. MASCAUT Daniel Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 

86 

M. MITOUMBA Fabrice Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 

86 

M. PELLETIER Franck Droit et Economie pharmaceutique 86 

M. ZANETTI Sébastien Biomathématiques 85 

 

Assistants Hospitalo-Universitaire (AHU) 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement Section CNU 

Mme CUVELIER Élodie Pharmacologie, Pharmacocinétique et 

Pharmacie clinique 
81 

M. GRZYCH Guillaume Biochimie 82 

Mme LENSKI Marie Toxicologie et Santé publique 81 

Mme HENRY Héloïse Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
80 

Mme MASSE Morgane Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 
81 

 

Attachés Temporaires d’Enseignement et de Recherche (ATER) 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement Section CNU 

Mme GEORGE Fanny Bactériologie - Virologie / Immunologie 87 

Mme N’GUESSAN Cécilia Parasitologie - Biologie animale 87 

M. RUEZ Richard Hématologie 87 

M. SAIED Tarak Biophysique - RMN 85 

M.  SIEROCKI Pierre Chimie bioinorganique 85 

 

Enseignant contractuel 

Civ. Nom Prénom Service d’enseignement 

M. MARTIN MENA Anthony Biopharmacie, Pharmacie galénique et 

hospitalière 



 

10 
 

 
  



 

11 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
Faculté de Pharmacie de Lille 

 
3 Rue du Professeur Laguesse – 59000 Lille 

03 20 96 40 40  
https://pharmacie.univ-lille.fr 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’Université n’entend donner aucune approbation aux opinions 

émises dans les thèses ; celles-ci sont propres à leurs auteurs  

 

 

 

 

 

 

 



 

12 
 

  



 

13 
 

Remerciements 

 Par l’intermédiaire de ces quelques mots, je souhaite vivement remercier 

l’ensemble des personnes m’ayant soutenue et encouragée durant mes 9 années 

d’études de pharmacie et plus particulièrement durant mes années d’internat.  

 En premier lieu, je tiens à remercier chaleureusement mon directeur de thèse, 

le Pr. Guillaume Garçon, sans qui rien n’aurait été possible. Merci de m’avoir transmis 

votre passion pour la recherche et d’avoir su entretenir mon intérêt pour la toxicologie. 

Merci pour votre disponibilité, votre pédagogie, votre bienveillance et pour toute la 

confiance que vous avez pu m’accorder. Enfin, merci pour vos plaisanteries 

quotidiennes et votre bonne humeur ! 

 Merci également au Dr. Jean-Marc Lo Guidice, directeur du laboratoire de 

recherche, pour son accueil, sa gentillesse et ses conseils avisés lors des essais 

toxicologiques.  

 Un immense merci à l’ensemble des mes collègues et amis de la « team 

Luck » : Jessica Carpentier, Eva Guilloteau, Florence Jacob, Ophélie Simonin, Emma 

Theerens, Stephan Gabet et Gianni Zarcone, ainsi qu’à Céline et Djamal Achour pour 

votre bienveillance et tous les moments de complicité que nous avons pu partager au 

quotidien. Si je suis autant épanouie professionnellement, c’est en grande partie grâce 

à vous !   

 Merci également à toute l’équipe pédagogique de la faculté de Pharmacie de 

Lille ainsi qu’à tous les intervenants professionnels responsables de ma formation, 

pour avoir assuré la partie théorique de celle-ci. Une pensée toute particulière pour 

l’ensemble du corps enseignant de toxicologie qui a su susciter en moi un vif intérêt 

pour cette discipline, notamment les Pr Delphine Allorge, Anne Garat, Sébastien 

Anthérieu et Guillaume Garçon (encore et toujours !).  

 Merci aux Dr Pierre Gosset, Esperanza Perdrix, Laurent Alleman ainsi qu’à 

l’ensemble des collaborateurs pour avoir apporté votre expertise dans ce projet.   

 Je souhaite également remercier chaleureusement mon père, ma mère, mon 

frère Charles et ma belle-sœur Alisson, pour m’avoir soutenue et épaulée durant 

toutes ces années notamment durant les périodes de révisions parfois interminables... 

Merci papa pour ta présence au quotidien et tes encouragements.   

 Merci à ma cousine Nadia pour m’avoir tant inspirée et dont le parcours n’a pu 

que me motiver à tenter la première année commune aux études de santé ! 

 Merci à ma belle-famille pour vos encouragements durant toutes ces années 

d’« étudiante professionnelle ».  

 Un grand merci à ma fidèle amie Imelda Armando-Soba pour sa joie de vivre, 

sa bonne humeur et les fous rires partagés. Une dose de bonheur et de bonne humeur 

au quotidien !! Nos séances de rugby me manquent !!! … Tu me manques !!  

 Enfin, je terminerai par remercier Gauthier, ma moitié, qui me soutenait déjà 

lorsque je stressais pour le baccalauréat… et qui a continué de croire en moi durant 

toutes ces années d’études supérieures.  Jamais tu n’as douté de moi, merci pour ton 

soutien sans failles. Je t’aime.  



 

14 
 

  



 

15 
 

Sommaire 

Liste des figures ................................................................................................................................ 19 

Liste des tableaux ............................................................................................................................. 20 

Avant-propos .................................................................................................................................... 21 

PARTIE I : ÉTAT DE l’ART .................................................................................................................... 23 

I. LA POLLUTION ATMOSPHÉRIQUE ............................................................................................... 23 

1) Généralités............................................................................................................................ 23 

2) Les principaux polluants de l’air............................................................................................. 23 

II. LA POLLUTION ATMOSPHÉRIQUE PARTICULAIRE ....................................................................... 24 

1) Définition .......................................................................................................................... 24 

2) Classifications .................................................................................................................... 24 

a) En fonction de leur taille ................................................................................................ 24 

b) En fonction de leur nature primaire ou secondaire ........................................................ 25 

c) En fonction de leur processus de formation ................................................................... 26 

d) En fonction de leur source ............................................................................................. 27 

i. Sources naturelles...................................................................................................... 27 

ii. Sources anthropiques ................................................................................................ 28 

3) Caractéristiques physiques et composition chimique ......................................................... 29 

a) Fraction carbonée .......................................................................................................... 30 

b) Fraction métallique ........................................................................................................ 31 

c) Fraction inorganique ...................................................................................................... 32 

d) Fraction biologique ........................................................................................................ 32 

4) Réglementations et normes internationales et nationales ................................................. 33 

5) Niveaux d’exposition des populations ................................................................................ 34 

III. APPAREIL RESPIRATOIRE : PORTE D’ENTRÉE ET CIBLE PRINCIPALE DES PARTICULES FINES ........ 35 

1) Physiologie de l’appareil respiratoire ................................................................................. 35 

2) Histologie de l’épithélium bronchique ............................................................................... 36 

3) Interactions des particules avec l’appareil respiratoire ...................................................... 37 

IV. MÉCANISMES DE TOXICITÉ PULMONAIRE DES PARTICULES FINES ............................................ 40 

1) Potentiel oxydant des PM2,5 et stress oxydant .................................................................... 40 

2) Inflammation ..................................................................................................................... 44 

3) Remodelage tissulaire et Cancérogénèse ........................................................................... 47 

4) Altérations épigénétiques .................................................................................................. 49 

PARTIE II : MATÉRIELS ET MÉTHODES ................................................................................................ 53 

I. MATÉRIELS CHIMIQUES ......................................................................................................... 53 

1) Prélèvement des particules................................................................................................ 53 

2) Caractérisation physico-chimique et biologique des PM2,5 ................................................. 53 



 

16 
 

a) Granulométrie ............................................................................................................... 53 

b) Caractérisation physico-chimique .................................................................................. 54 

c) Quantification des endotoxines ..................................................................................... 54 

3) Évaluation du potentiel oxydant des particules .................................................................. 54 

a) Test de déplétion d’un agent réducteur, le Dithiothréitol (DTT) ..................................... 55 

b) Test d’oxydation de la sonde CM‐H2DCFDA .................................................................... 55 

c) Test de déplétion d’une molécule antioxydante, le glutathion réduit ............................. 55 

d) Test de déplétion d’une molécule antioxydante, l’ascorbate .......................................... 56 

II. MODÈLE MURIN .................................................................................................................... 56 

III. PROTOCOLE D’EXPOSITION ET PRÉLÈVEMENTS PULMONAIRES.......................................... 57 

IV. ÉTUDE DE LA TOXICITÉ PULMONAIRE ................................................................................ 58 

1) Mesure de marqueurs biologiques du stress oxydant ........................................................ 58 

a) Étude des défenses antioxydantes ..................................................................................... 58 

i. Étude de la voie de signalisation NRF2 ....................................................................... 58 

ii. Étude de l’altération de l’homéostasie du glutathion ................................................. 59 

b) Recherche de lésions oxydatives ....................................................................................... 60 

i. Marqueur d’oxydation de l’ADN : 8-OhDG.................................................................. 60 

ii. Marqueurs de peroxydation lipidique : 4-HNE et 8-IsoP ............................................. 60 

iii. Marqueur d’oxydation protéique : Protéines carbonylées .......................................... 61 

2) Mesure de la réponse inflammatoire ................................................................................. 61 

a) Numération cellulaire du LBA......................................................................................... 61 

b) Analyses histologiques des tissus pulmonaires ............................................................... 62 

c) Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription NFκB par le système 

TransAM (Active Motif) ......................................................................................................... 62 

d) Dosage des cytokines (Luminex) .................................................................................... 62 

3) Analyses transcriptomiques ............................................................................................... 63 

a) Analyses de l’expression des ARNm par Microarray ....................................................... 63 

b) Analyse de l’expression des miARN par OpenArray ........................................................ 63 

4) Analyses statistiques ......................................................................................................... 64 

PARTIE III : RÉSULTATS ...................................................................................................................... 65 

I. CARACTÉRISATION PHYSICO-CHIMIQUE ET BIOLOGIQUE DES PM2,5 ....................................... 65 

1) Distribution granulométrique ............................................................................................ 65 

2) Caractérisation physico-chimique ...................................................................................... 65 

3)  Quantification des endotoxines ........................................................................................ 66 

II. MESURE DU POTENTIEL OXYDANT DES PM2,5......................................................................... 66 

III. DÉROULEMENT DU PROTOCOLE D’EXPOSITION DES SOURIS .............................................. 67 

IV. ÉTUDE DU STRESS OXYDANT .............................................................................................. 67 

1) Étude des défenses antioxydantes ..................................................................................... 67 



 

17 
 

a) La voie de signalisation NRF2 ......................................................................................... 67 

i. Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription Nrf2 ................... 67 

ii. Étude de l’expression génique de NRF2 et de ses gènes cibles ................................... 68 

iii. Analyse d’activités enzymatiques (CAT et SOD) .......................................................... 70 

b) Étude de l’altération de l’homéostasie du glutathion ..................................................... 70 

i. Mesure du ratio GSSG/GSH ........................................................................................ 70 

ii. Analyse d’activités enzymatiques (GPx et GR) ............................................................ 71 

2) Recherche de lésions oxydatives ........................................................................................ 71 

V. ÉTUDE DE L’INFLAMMATION ................................................................................................. 72 

1) Numération cellulaire du LBA ............................................................................................ 72 

2) Analyses histologiques des tissus pulmonaires ................................................................... 73 

3) Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription NFκB .......................... 75 

4) Dosage des cytokines (Luminex) ........................................................................................ 75 

VI. ÉTUDE DU TRANSCRIPTOME .............................................................................................. 77 

1) Analyse des ARN messagers ............................................................................................... 77 

2) Analyse des miARN ............................................................................................................... 80 

PARTIE IV : DISCUSSION .................................................................................................................... 82 

Conclusion et perspectives................................................................................................................ 92 

Bibliographie .................................................................................................................................... 94 

  



 

18 
 

  



 

19 
 

Liste des figures 

Figure 1 : Gamme de taille des particules atmosphériques, selon ATMO Grand Est - 2021 (8). .......... 25 

Figure 2 : Mécanismes de formation des particules secondaires (9). ................................................. 26 

Figure 3 : Répartition en nombre (concentration) et en taille des particules en fonction de leur mode 

de formation (10). ............................................................................................................................. 27 

Figure 4 : Évolution des émissions dans l'air de PM2,5  depuis 1990 en France (Métropole), selon 

CITEPA - 2022. .................................................................................................................................. 28 

Figure 5 : Composition relative moyenne des PM2,5 observées aux stations du réseau EMEP entre 

2011 et 2019 (18).............................................................................................................................. 30 

Figure 6 : Exposition moyenne de la population aux PM2,5, en µg/m3, en 2019 (43). .......................... 34 

Figure 7 : Exposition annuelle moyenne de la population aux PM2,5, en µg/m3 en 1990 et en 2015 

(42). .................................................................................................................................................. 34 

Figure 8 : Pourcentage de la population exposé à des concentrations de PM2,5 supérieures aux valeurs 

recommandées par l’OMS (10 µg/m3), 2019 (43). ............................................................................. 35 

Figure 9 : Anatomie de l'appareil respiratoire.................................................................................... 36 

Figure 10 : Structure de l'épithélium des voies respiratoires, adaptée de Adam.D – 2014 (46)........... 37 

Figure 11 : Pénétration, dépôt et principaux mécanismes pulmonaires d’élimination des particules 

atmosphériques, adaptée de l’INRS (48) ........................................................................................... 38 

Figure 12 : Mécanismes de dépôt des particules inhalées dans les voies respiratoires (49). ............... 39 

Figure 13 : Déséquilibre de la balance pro-oxydants et antioxydants (55). ......................................... 41 

Figure 14 : Voie de signalisation NRF2 et transcription des gènes codant pour des enzymes de 

détoxification (53)............................................................................................................................. 42 

Figure 15 : Hiérarchisation des processus biologiques en fonction du rapport GSH/GSSG (74). .......... 43 

Figure 16 : Altération intracellulaire du rapport GSH/GSSG et régulation redox des maladies pro-

inflammatoires et anti-inflammatoires (72). ...................................................................................... 44 

Figure 17 : Réponse inflammatoire au sein des voies respiratoires (76). ............................................ 45 

Figure 18 : Mécanismes de défense de l'épithélium respiratoire (89). ............................................... 47 

Figure 19 : Processus de transition épithélio-mésenchymateuse et de transition mésenchymo-

épithéliale (98). ................................................................................................................................. 48 

Figure 20 : Voies d'induction potentielle de la transition épithélio-mésenchymateuse par les PM2,5 

(95). .................................................................................................................................................. 49 

Figure 21 : Modifications épigénétiques modulant l'expression génique (104). ................................. 50 

Figure 22 : Biogénèse des miARN et dégradation de l'ARNm cible (107). ........................................... 51 

Figure 23 : Situation géographique du site de prélèvements des particules fines. .............................. 53 

Figure 24 : Protocoles d'exposition aiguë et subchronique des souris, avec ou sans période de 

recouvrement (S: Sacrifice). .............................................................................................................. 57 

Figure 25 : Arbre décisionnelle pour l'analyse transcriptomique. ....................................................... 63 

Figure 26 : Distribution granulométrique des PM2,5. .......................................................................... 65 

Figure 27 : Composition chimique surfacique élémentaire des PM2,5 (%). .......................................... 65 

Figure 28 : Quantification des endotoxines dans les PM2,5. ................................................................ 66 

Figure 29 : Étude du potentiel oxydant des PM2,5 par les tests du DTT (a), du CM-H2DCFDA (b), du 

glutathion (c) et de l'acide ascorbique (d). ........................................................................................ 66 

Figure 30 : Courbes de suivis de poids des souris............................................................................... 67 

Figure 31 : Mesure de la capacité de liaison à l'ADN du facteur de transcription NRF2. ..................... 68 

Figure 32 : Différentiel d'expression génique de NRF2 et des gènes et de ses gènes cibles entre les 

groupes exposées aux PM2,5 et contrôles........................................................................................... 69 

Figure 33 : Mesure de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) et de la Superoxyde Dismutase 

(SOD) chez les souris exposées et contrôles. ..................................................................................... 70 

Figure 34 : Mesure du ratio GSSG/GSH chez les groupes exposés et contrôles. ................................. 70 

file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395763
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395764
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395765
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395765
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395766
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395766
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395767
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395767
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395768
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395769
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395769
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395770
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395770
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395771
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395772
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395773
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395773
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395774
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395776
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395776
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395777
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395778
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395778
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395779
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395780
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395781
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395781
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395782
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395782
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395785
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395786
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395786
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395787
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395788
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395789
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395790
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395791
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395791
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395792
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395793
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395794
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395794
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395795
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395795
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395796


 

20 
 

Figure 35 : Mesure de l'activité enzymatique de Glutathion Peroxydase (GPx) et de la Glutathion 

Réductase (GR) chez les souris exposées et contrôles. ...................................................................... 71 

Figure 36 : Recherche de lésions oxydatives chez les souris exposées et contrôles. ........................... 71 

Figure 37 :  Numération cellulaire des LBA des souris exposées aux PM2,5 et contrôles après 24h, 28 

jours ou 28 jours d’exposition + recouvrement. ................................................................................ 72 

Figure 38: Marquage immunohistochimique de coupes histologiques pulmonaires de souris contrôles 

(a et c) et exposées durant 28 jours (b et d), avec l’anticorps DMBT1 (a et b) et Ki-67 (c et d), en 

marron (grossissement x200). ........................................................................................................... 73 

Figure 39 : Comptages cellulaires de cellules pulmonaires marquées au DMBT1, sur une échelle de 1 

à 4, chez les souris contrôles et exposées pendant 28 jours avec (a) ou sans (b) période de 

recouvrement (p ≤ 0,01** ; p ≤ 0,001*** vs Contrôles). .................................................................... 74 

Figure 40 : Comptages cellulaires de cellules pulmonaires marquées au Ki-67, exprimés en %, chez les 

souris contrôles et exposées pendant 28 jours avec (a) ou sans (b) période de recouvrement (p ≤ 

0,01** ; p ≤ 0,001*** vs Contrôles). .................................................................................................. 74 

Figure 41 : Mesure de la capacité de liaison à l'ADN des sous-unités p52 et p65 du facteur de 

transcription NFκB. ........................................................................................................................... 75 

Figure 42 : Mesure de l'expression de 12 cytokines. .......................................................................... 76 

Figure 43 : Nombre d’ARNm pulmonaires dérégulés chez les souris exposées aux PM2,5 par rapport 

aux souris contrôles. ......................................................................................................................... 78 

Figure 44 : Diagramme de Venn présentant le nombre d’ARNm dérégulés spécifiques et communs 

entre les différents protocoles d’exposition. ..................................................................................... 78 

Figure 45 : Corrélation des résultats obtenus par MicroArray et Rt-qPCR .......................................... 80 

Figure 46 : Nombre de miARN pulmonaires dérégulés chez les souris exposées aux PM2,5 par rapport 

aux souris contrôles. (1M = 28 jours d’exposition, 1 MR = 28 jours d’exposition + recouvrement) ; 

(surexpression : FC ≥ 2 ; sous-expression : FC ≤ 0,5). ......................................................................... 81 

Figure 47 : Diagramme de Venn présentant le nombre de miARN dérégulés spécifiques et communs 

entre les différents protocoles d’exposition. (1M = 28 jours d’exposition, 1 MR = 28 jours d’exposition 

+ recouvrement). .............................................................................................................................. 81 

 

Liste des tableaux 

Tableau 1 : Valeurs guides préconisées par l'OMS et valeurs limites réglementaires pour la qualité de 

l’air extérieur. ................................................................................................................................... 33 

Tableau 2 : Tissus, matrices, stockage et volets d’étude utilisés pour les approches toxicologiques. .. 58 

Tableau 3 : Identification des gènes dérégulés en fonction du protocole d'exposition aux PM2,5. ...... 78 

Tableau 4 : Principales fonctions cellulaires et moléculaires identifiées par le logiciel IPA, chez les 

souris exposées 28 jours aux PM2,5. ................................................................................................... 79 

Tableau 5 : Principales fonctions cellulaires et moléculaires identifiées par le logiciel IPA, chez les 

souris exposées 28 jours aux PM2,5, suivie d'une période de recouvrement de 2 mois. ...................... 79 

Tableau 6 : Identification des miARN dérégulés en fonction du protocole d'exposition aux PM2,5. ..... 81 

 

file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395797
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395797
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395798
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395799
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395799
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395800
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395800
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395800
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395801
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395801
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395801
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395802
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395802
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395802
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395803
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395803
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395804
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395805
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395805
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395806
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395806
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395807
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395808
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395808
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395808
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395809
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395809
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc130395809
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc128050955
file:///E:/PHARMACIE/Mémoire%20DES%20IPR_Barbier%20Emeline_20032023.docx%23_Toc128050958


 

21 
 

Avant-propos  

  

 La pollution atmosphérique, pourtant réduite par rapport aux situations qui 

prévalaient il y a quelques décennies, exerce encore aujourd’hui des effets néfastes 

pour la santé de chacun, l’ensemble de la population humaine étant indéniablement 

sujette aux conséquences délétères d’une exposition à long terme. Même si, à ce jour, 

il reste très difficile de discerner avec certitude le(s) polluant(s) majoritairement 

impliqué(s) dans l’impact sanitaire de la pollution atmosphérique, les résultats des 

nombreuses études expérimentales et épidémiologiques supportent le rôle clé joué 

par la matière particulaire (ou particulate matter, PM), et plus particulièrement par les 

particules fines (PM2,5). Il s’agit d’un mélange complexe de substances solides ou 

liquides, d’origine naturelle ou anthropique, dispersées dans l’atmosphère et dont 

l’exposition à des concentrations faibles ou modérées peut avoir des conséquences 

néfastes sur la santé à plus ou moins long terme. Les PM2,5 sont capables de pénétrer 

dans l’arbre respiratoire et de s’y déposer plus ou moins profondément après avoir été 

inhalées. Leur interaction avec l’épithélium bronchique est à l’origine de divers 

processus physiopathologiques ayant pour conséquences le développement et/ou 

l’exacerbation de pathologies respiratoires telles que des maladies inflammatoires 

chroniques ou des cancers. Le Centre International de Recherche sur le Cancer 

(CIRC) a en effet classé la pollution de l’air extérieur, et plus particulièrement les PM, 

comme cancérogène pour l’homme (groupe 1), en raison d’une incidence accrue de 

cancers du poumon (CIRC, 2013). Bien que les préoccupations sanitaires soient 

désormais axées sur les PM2,5, les mécanismes sous-jacents de toxicité restent encore 

mal élucidés. À ce jour, le stress oxydant et l’inflammation sont les deux principaux 

mécanismes physiopathologiques clairement identifiés comme impliqués dans la 

toxicité des PM2,5, et activant des voies de signalisation et des facteurs de transcription 

nucléaires qui régulent l’expression de nombreux gènes impliqués dans d’autres 

mécanismes tels que la prolifération cellulaire, la mort cellulaire, et le remodelage 

tissulaire. Néanmoins, la persistance de ces mécanismes et des effets toxiques qui en 

résultent, même après l'arrêt de l'exposition aux particules, reste peu étudiée. C’est 

dans cette problématique que s’est inscrit mon projet de Diplôme d’Études 

Spécialisées de pharmacie, dont l’objectif général était d’apporter des éléments 

novateurs, nécessaires à l’amélioration des connaissances scientifiques, de même 

qu’à l’instauration et/ou à l’actualisation de mesures de prévention ayant pour finalité 

la protection des populations les plus exposées aux particules atmosphériques. La 

première partie de ce mémoire présentera un état de l’art sur le sujet ainsi que la 

problématique émergente de ce projet, la deuxième partie décrira les matériels et les 

méthodes employés tandis que la troisième partie exposera les résultats obtenus. Une 

dernière partie mettra en lumière les éléments novateurs apportés par ce projet ainsi 

que les perspectives envisagées. 
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PARTIE I : ÉTAT DE l’ART 

I. LA POLLUTION ATMOSPHÉRIQUE 

1) Généralités  

 La pollution de l’air, définit en 2011 par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) comme étant la contamination de l’environnement intérieur ou extérieur par tout 

agent chimique, physique ou biologique qui modifie les caractéristiques naturelles de 

l’atmosphère, constitue à l’heure actuelle un enjeu majeur de santé publique. En effet, 

l’OMS estimait en 2018 que 9 personnes sur 10 respiraient un air pollué dans le monde 

et que ceci était à l’origine de près de 7 millions de décès prématurés par an. Cette 

estimation a récemment été revue à la hausse dans une étude allemande, évaluant ce 

nombre à plus de 8,8 millions (1). Par ailleurs, l’Agence Européenne de 

l’Environnement (AEE) estimait en 2018 qu’en Europe 800 000 décès prématurés 

étaient annuellement imputables à la pollution de l’air. Dans un rapport plus récent 

datant de 2021, l’AEE a estimé qu’en 2019, les particules fines étaient responsables 

de 307 000 décès prématurés en Europe, contre respectivement 40 400 et 16 800 

pour le dioxyde d’azote (NO2) et l’ozone troposphérique (2). Au niveau national, Santé 

Publique France estimait en 2021 que chaque année près de 40 000 décès étaient 

attribuables à une exposition aux particules fines des personnes âgées de 30 ans et 

plus, représentant 7% de la mortalité en France et que cette dernière serait également 

responsable d’une diminution de l’espérance de vie de près de 8 mois (3). Il a ainsi été 

estimé en 2017 par le « Health Effects Institute » que la pollution de l’air était le 5ème 

facteur de risque de mortalité dans le monde après les risques alimentaires, 

l'hypertension artérielle, le tabagisme et la glycémie à jeun élevée (4,5). En outre, il 

s’agit du premier facteur de risque environnemental pour la santé selon l’OMS.  

 Cette problématique n’est pourtant pas récente puisque des traces de pollution 

datant de l’époque Romaine ont été retrouvées dans les Alpes, par analyses au 

carbone 14. Cette pollution par des métaux tels que le plomb et l’antimoine s’explique 

par les émissions issues de l’activité minière intense de l’époque, nécessaire à la 

fabrication des pièces de monnaie et des canalisations alimentant les villes (6). Il 

faudra néanmoins attendre le milieu du 20ème siècle et l’épisode dramatique du Grand 

smog de 1952 qui coûta la vie à plus de 12 000 londoniens, pour qu’une prise de 

conscience des effets sanitaires de la pollution atmosphérique ait lieu et que des 

législations soient mises en place.  

2) Les principaux polluants de l’air  

 Les aérosols constituant la pollution atmosphérique se divisent en deux phases 

: l’une gazeuse, l’autre particulaire. Les principaux polluants constituant la phase 

gazeuse sont l’ozone (O3), le dioxyde d’azote (NO2), le dioxyde de soufre (SO2), 

l’ammoniac (NH3), le monoxyde de carbone, les composés organiques volatils (COV) 

et certains hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) composés de 2 ou 3 

cycles aromatiques. La phase particulaire, quant à elle, est constituée de métaux 

lourds et de matières particulaires, plus souvent désignées par le terme anglais « 

particulate matter ». 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypertension_art%C3%A9rielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tabagisme
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II. LA POLLUTION ATMOSPHÉRIQUE PARTICULAIRE 

1) Définition 

 Le terme « particule » désigne toute unité continue de solide ou de liquide, 

constituée de molécules maintenues entre elles par des forces intermoléculaires, et 

d’une taille supérieure à 1 nm ; une particule peut également désigner l’association de 

deux ou plusieurs unités de ce type, maintenues par des forces d’adhésion 

interparticulaires de telle sorte qu’elles agissent comme une seule unité en termes de 

suspension ou de déposition (7). Dans la littérature, ces dernières sont parfois 

retrouvées, de manière inappropriée, sous le terme d’« aérosols » qui englobe à la fois 

les particules mais également les gaz dans lesquels elles sont en suspension.  

2) Classifications 

a) En fonction de leur taille 

 

 Cette première classification est celle qui est la plus communément employée 

afin de distinguer les particules en suspension dans l’air. Ces dernières comprennent 

à la fois des particules solides et liquides pouvant rester dans l’air durant un temps de 

résidence variable. Il s’agit donc d’un mélange complexe de particules ayant des tailles 

et des formes géométriques différentes, mais également des masses et des densités 

distinctes. C’est pourquoi les matières particulaires sont, à l’heure actuelle, définies 

par leur diamètre aérodynamique équivalent (Dae) qui correspond au diamètre d’une 

particule sphérique de masse volumique 1 g/cm3 et dont la vitesse de chute est égale 

à celle de la particule considérée, en absence de turbulences et de vent. Cette notion 

permet ainsi de comparer des particules ayant des caractéristiques hétérogènes et de 

différencier 3 groupes de particules (figure 1) (8):  

 Les particules grossières ou PM10-2,5 dont le Dae est compris entre 10 et 2,5 

µm et généralement issues de procédés mécaniques. Elles peuvent ainsi 

provenir aussi bien de phénomènes naturels tels que l’érosion minérale ou la 

génération d’embruns marins, ou avoir une origine anthropique par la remise 

en suspension de poussières présentes au niveau des sols, l’usure de la 

chaussée et des pneus ou la génération de poussières lors des chantiers de 

construction.  

 

 Les particules fines ou PM2,5 dont le Dae est égal ou inférieur à 2,5 µm et 

majoritairement liées aux activités anthropiques telles que les émissions des 

moteurs diesel ou les résidus de processus de combustion. 

 

 Les particules ultrafines ou PM0,1 dont le Dae est égal ou inférieur à 0,1 µm et 

essentiellement liées aux déchets de combustion de biomasse et de 

combustibles fossiles inhérents aux activités humaines.  
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b) En fonction de leur nature primaire ou secondaire 

 

 Cette deuxième classification permet de classer les particules en aérosols 

primaires et secondaires. 

 Les particules primaires sont directement rejetées dans l’atmosphère et 

peuvent être d’origine naturelle ou anthropique. Les principales sources 

naturelles sont les embruns marins, les cendres volcaniques, les particules de 

feux de forêt, le sable désertique et les dépôts terrigènes. Les particules 

primaires d’origine anthropique, quant à elles, proviennent principalement du 

secteur des transports automobiles (particules d’usure de freins et des pneus, 

combustion du carburant automobile…), du secteur industriel et énergétique 

(chantiers, traitement des déchets, raffineries…), du secteur résidentiel et 

tertiaire (combustion des énergies fossiles pour les chauffages domestiques au 

fioul ou au charbon…) et du secteur agricole. 

 

 Les particules secondaires sont issues de transformations chimiques 

(nucléation, condensation puis coagulation) à partir de polluants gazeux déjà 

présents dans l’atmosphère et peuvent également être d’origine naturelle ou 

anthropique (figure 2) (9). Elles découlent principalement de la conversion des 

oxydes d’azote issus du trafic routier et des activités industrielles en nitrates ; 

du dioxyde de souffre issu des combustibles domestiques soufrés (charbon, 

gazole, lignite…), en sulfates ; mais également de l’ammoniac et des composés 

organiques volatils non méthaniques issus du secteur tertiaire et résidentiel 

(utilisation de solvants, combustion de bois…).  

 

 

 

 

Figure 1 : Gamme de taille des particules atmosphériques, selon ATMO Grand Est - 2021 (8). 
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c) En fonction de leur processus de formation 

 

Cette troisième classification permet de distinguer les particules en fonction de leur 

processus de formation et de leur distribution granulométrique (figure 3) (10). Il est 

ainsi possible de classer les particules selon 3 modes (Whitby, 1977) : 

 Le mode nucléation : composé des particules ultrafines, ayant un diamètre 

inférieur à 0,1 µm, également appelées « noyaux d’Aitken ». Leur formation se 

fait par condensation de vapeurs chaudes au cours de phénomènes de 

combustion et dépend de la concentration en précurseurs gazeux, de la 

température et de l’humidité. Leur taille minime explique le fait qu’elles ne 

contribuent que faiblement à la masse des aérosols de l’atmosphère bien 

qu’elles soient en nombre très important.  

 

 Le mode accumulation : composé de particules ayant un diamètre compris 

entre 0,1 et 2 µm, formées par condensation de vapeurs sur les particules 

issues du mode nucléation ou par coagulation de ces dernières. Du fait de leur 

taille plus importante, ces particules contribuent considérablement à la masse 

des aérosols atmosphériques et peuvent rester plusieurs semaines en 

suspension dans l’air avant d’être éliminées par dépôts secs et humides dits de 

lessivages par précipitations.   

 

 Le mode sédimentation : composé de particules ayant un diamètre supérieur 

à 2 µm, issues de procédés mécaniques d’origine naturelle (mise en suspension 

de poussières volcaniques ou désertiques, soulèvement d’embruns marins…) 

ou anthropique (érosion éolienne, pollution industrielle…). Cette catégorie de 

particules ne contribue que faiblement à la concentration en nombre des 

aérosols atmosphériques mais participe activement à leur masse totale. Du fait 

de leur taille importante, leur durée de vie dans l’atmosphère n’est que de 

quelques heures à quelques jours.  

 

Figure 2 : Mécanismes de formation des particules secondaires (9). 
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d) En fonction de leur source 

i. Sources naturelles 

 

 Les émissions de particules naturelles, n’étant pas liées aux activités humaines, 

ne peuvent pas être contrôlées contrairement aux émissions de particules 

anthropogéniques. Ces particules naturelles sont issues de 3 sources principales : 

terrigène, marine et biogénique. Outre ces sources majoritaires, des sources 

épisodiques sont également décrites.  

 La source terrigène : L’érosion éolienne des sols est le phénomène contribuant 

le plus à cette source terrigène. Ces particules minérales sont majoritairement 

constituées de silicates, de carbonates, de sulfates de calcium et d’oxydes de 

fer. Leur composition peut néanmoins varier en fonction de leur provenance 

géographique et de la géologie de leur milieu d’origine. Ce processus concerne 

également les sables désertiques qui ont la capacité de migrer sur de longues 

distances. En effet, plusieurs études épidémiologiques ont montré un lien entre 

les épisodes de pollution aux poussières sahariennes et une élévation du 

nombre de personnes souffrant de troubles respiratoires ainsi qu’une 

augmentation du taux de mortalité journalier dans plusieurs pays européens 

(11–14).  

 

 La source marine : Les sels et embruns marins, issus de l’assèchement de 

gouttelettes d’eau de mer éjectées dans l’atmosphère suite aux déferlements 

des vagues, contribuent également de manière importante au pool de particules 

naturelles. Ces aérosols marins sont principalement composés de chlorure de 

sodium (NaCl), de sulfates de sodium (Na2SO4), de magnésium (MgSO4) ou de 

potassium (K2SO4) (15).  

 

 La source biogénique : Ces particules sont émises directement dans 

l’atmosphère par les végétaux. Il s’agit notamment des spores, des pollens, des 

terpènes et de divers débris végétaux.  

 

 Les sources épisodiques :  Feux de forêt, éruptions volcaniques… 

Figure 3 : Répartition en nombre (concentration) et en taille des particules en fonction de leur mode de formation (10).  
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ii. Sources anthropiques 

 

 Les sources anthropiques, qu’elles soient fixes ou mobiles, constituent la 

principale source des particules atmosphériques. Entre 1990 et 2020, une diminution 

de 65 % des émissions de PM10 et de 73 % des émissions de PM2,5 a été observé 

(figure 4) (16). Cela s’explique l’amélioration des chauffages au bois, l’optimisation du 

parc automobile avec notamment l’utilisation de filtres à particules, le développement 

des normes Euro et l’apparition des certificats de qualité de l’air, l’utilisation de 

dépoussiéreurs sur les sites de production minérale et la diminution des chantiers de 

construction à la suite de la crise économique de 2008 (17). 

 

 

 

 

 

 

 

Les principaux secteurs responsables de ces émissions sont : 

 Le secteur des bâtiments et activités tertiaires et résidentielles : représenté 

par les émissions liées aux activités dans les bâtiments d’habitation et 

d’entreprises, commerces, institutions et services publics. Il comprend les 

produits de combustion des appareils de chauffage (i.e, bois, fioul et charbon), 

l’utilisation de solvants, de l’air conditionné ou encore la consommation de 

tabac. En 2020, ces émissions représentaient respectivement 71 %, 56 % et 34 

% des PM1, des PM2,5 et des PM10. 

 

 Le secteur de l’industrie manufacturière : représenté majoritairement par les 

activités métallurgiques et de cimenterie, les chantiers de construction et par le 

traitement des déchets et des eaux usées. En 2020, ces émissions 

représentaient respectivement 13 %, 17 % et 25 % des PM1, des PM2,5 et des 

PM10.  

 

Figure 4 : Évolution des émissions dans l'air de PM2,5  depuis 1990 en France (Métropole), selon CITEPA - 2022. 
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 Le secteur agricole et sylvicole : représenté majoritairement par les émissions 

liées aux élevages, aux cultures et aux engins/moteurs agricoles (e.g., labours 

des sols, fermentation des fourrages, consommation de combustibles fossiles). 

En 2020, les particules issues de l’agriculture représentaient 3 %, 10 % et 27 % 

des PM1, des PM2,5 et des PM10, respectivement.  

 

 Le secteur du transport de marchandises et de personnes : représenté 

majoritairement par le transport routier mais également par les activités 

ferroviaires, maritimes et aériennes. Il comprend à la fois les émissions liées à 

la combustion des combustibles et à l’évaporation de l’essence mais aussi aux 

abrasions des pneus et freins. En 2020, ces émissions représentaient 

respectivement 11 %, 15 % et 13 % des PM1, des PM2,5 et des PM10. 

 

 Le secteur de l’énergie : représenté par les émissions liées à l’extraction, la 

production et la distribution de l’énergie. En 2020, ces émissions représentaient 

2 %, 2 % et 1 % des PM1, des PM2,5 et des PM10, respectivement. 

 

3) Caractéristiques physiques et composition chimique 

 

 La composition chimique des particules est difficile à définir avec précision de 

par sa grande hétérogénéité et complexité. En effet, celle-ci est variable en fonction 

de leurs sources d’émissions, qu’elles soient naturelles ou anthropiques et est 

également évolutive d’un point de vue physico-chimique puisqu’en constante évolution 

dans l’atmosphère du fait des conditions météorologiques et géographiques. C’est 

pourquoi la composition des particules détermine leurs propriétés physico-chimiques 

et notamment leur devenir dans l’organisme (i.e., distribution et persistance), de même 

que leur potentiel oxydant, allergisant et cancérogène. La composition chimique des 

particules est donc un élément majeur conditionnant la toxicité et l’impact sanitaire de 

ces dernières.  

 

 À titre d’exemple, l’évaluation de la composition chimique moyenne des PM2,5 

réalisée au sein de plusieurs zones rurales européennes par le réseau « European 

Monitoring and Evaluation Programme » (EMEP) entre 2011 et 2019 montre une 

variation de la composition chimique en fonction du lieu de prélèvement bien que les 

composants majoritaires soient similaires (18) (figure 5). Cela avait également été 

démontré en milieu urbain dans une étude menée en 2010 dans plusieurs dizaines de 

villes européennes (19). 
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a) Fraction carbonée  

 

 Cette fraction carbonée qui constitue 20 à 50 % de la masse totale des 

particules atmosphériques, est constituée d’une composante organique et d’une 

composante élémentaire également désignée par le terme de « carbone noir » 

(« black carbon ») ou « carbone suie » (20). Il a également été estimé que cette 

fraction carbonée constituerait 25 à 40 % de la masse totale des PM10 en Europe et 

30 à 50% de celle des PM2,5, en faisant l’un des composants majeurs des particules 

atmosphériques (19). 

 Le carbone élémentaire (CE), principalement d’origine primaire, est issu de 

sources anthropiques à la suite de processus de combustion incomplète de 

combustibles fossiles (e.g., gaz, charbon, fioul) ou de biomasse (e.g., bois, 

matières végétales). Cet élément, qui constitue le cœur des particules, peut 

donc provenir de différentes sources, notamment du trafic routier (e.g., 

utilisation de moteurs diesels, abrasion des pneus), des émissions industrielles 

ou encore des chauffages domestiques. A la surface de ce noyau carboné, sont 

capables de se condenser des xénobiotiques, notamment des composés 

Figure 5 : Composition relative moyenne des PM2,5 observées aux stations du réseau EMEP entre 2011 et 2019 (18). 
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organiques semi-volatils tels que des HAP ou des pesticides, pouvant avoir des 

effets délétères sur l’organisme. Cette capacité d’absorption est directement 

liée à la surface spécifique de la particule. Cette dernière est une mesure 

s’appliquant aux solides granulaires ou particulaires et qui correspond à la 

surface totale par unité de masse d’un solide divisé. Elle prend en compte la 

surface individuelle de chaque grain ainsi que la surface présentée par les 

pores entre les grains. Elle s’oppose donc à la notion de surface apparente d’un 

solide puisqu’il s'agit donc de considérer toute la surface de chaque particule, 

porosité ouverte comprise. Elle est déterminée à partir de la quantité de 

molécules de gaz pouvant être adsorbée à la surface du solide et s’exprime en 

m²/g. Ainsi, les particules les plus petites (PM2,5 et PM0,1) possèdent une 

surface spécifique élevée, de l’ordre de quelques m²/g pour les PM2,5 à 

quelques centaines de m²/g pour les PM0,1 (e.g, dioxyde de titane : 10 à 300 

m²/g), faisant d’elles des entités sur lesquelles des molécules organiques 

gazeuses pourront s’adsorber et pouvant être à l’origine de multiples réactions 

physico-chimiques au niveau de l’interface entre les particules et le milieu 

ambiant. Ce phénomène est appelé « réactivité de surface ». La surface 

spécifique et la porosité influencent à la fois la pénétration, la rétention et 

l’excrétion dans l’arbre respiratoire de ces composés gazeux, et sont donc 

responsables de leurs effets sur la santé.  

 

 Le carbone organique (CO), d’origine primaire ou secondaire, peut quant à lui 

être issu de sources anthropiques (combustion) ou naturelles (e.g., émissions 

biogéniques, sels marins). Il s’agit d’un mélange complexe de centaines de 

composés aux propriétés physico-chimiques variées. Parmi eux sont retrouvés 

des alcanes, des alcènes, des aldéhydes, des cétones, des quinones, des 

acides carboxyliques mais aussi des HAP, des COV et des 

polychlorobiphényles (PCB), connus pour leur capacité à induire des  effets 

cancérogènes et mutagènes (7). En effet, parmi les centaines d’HAP connus à 

ce jour, 16 ont été classés parmi les polluants prioritaires en matière d'exposition 

potentielle et d'effets néfastes sur la santé humaine par l’Agence américaine de 

Protection de l’Environnement (US-EPA). Or, il a été estimé que 59 à 97 % des 

HAP présents dans l’air étaient adsorbés par les particules atmosphériques 

(21).  

 

b) Fraction métallique  

 

 Les éléments métalliques, présents en très faible proportion au sein des 

particules, proviennent de sources multiples (22). Les métaux provenant de sources 

anthropiques (e.g., As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, V, Zn) telles que les activités métallurgiques 

(e.g., sidérurgie, raffinerie), de combustion (e.g. incinération des déchets) ou le trafic 

routier (e.g., abrasion des pneus, usure des freins), sont retrouvés en plus grande 

proportion dans la fraction fine des particules. A contrario, les métaux issus de sources 

naturelles (e.g., Al, Ca, Fe, K, Mn, Mg, Si) notamment des éruptions volcaniques, de 

l’érosion des roches ou de la croûte terrestre, sont majoritairement retrouvés dans la 

fraction grossières des particules. Bien que les concentrations en métaux composant 
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les particules soient faibles, ceux-ci ont un impact sanitaire important. Cela s’explique 

par la capacité de certains métaux de transition (e.g., Cr, Cu, Fe, Ni, V) à générer des 

espèces radicalaires, notamment des radicaux hydroxyles (°OH) par l’intermédiaire de 

la réaction de Fenton (23–27). Cette dernière consiste en la décomposition d’un 

oxydant puissant, le peroxyde d’hydrogène H2O2, par les oxydes de fer, aboutissant à 

la formation d’un radical hydroxyle, espèce radicalaire très réactive. Ce radical est 

capable de réagir avec l’ensemble des macromolécules cellulaires (e.g., protéines, 

lipides, ADN) et d’induire un stress oxydant (28,29). Des études expérimentales ont 

ainsi montré que les métaux de transition composant les particules avaient des 

conséquences cardiovasculaires et pulmonaires néfastes telles qu’une augmentation 

de la fréquence cardiaque et/ou une diminution de la fonction pulmonaire, 

responsables d’une augmentation du nombre d’hospitalisations et de la mortalité (30–

33). 

c) Fraction inorganique 

 

 Cette fraction est l’une des fractions majoritaires des particules atmosphériques, 

pouvant atteindre en Europe, 43 % de la masse totale des PM2,5 prélevées dans un 

site rural (34) et jusqu’à 56 % des PM10 prélevées dans un site urbain (35). Elle 

regroupe l’ensemble des espèces ioniques dont principalement les ions hydrosolubles 

de sulfate (SO4
2-), nitrate (NO3

-) et ammonium (NH4
+) dont la somme des 

concentrations peut atteindre 40 à 65 % du poids total des particules fines (36). Ces 

derniers sont retrouvés en proportion importante sous forme de sels (sulfates 

d’ammonium (NH4)2SO4, nitrate d’ammonium (NH4NO3) formés dans l’atmosphère à 

partir de précurseurs gazeux tels que l’ammoniac (NH3), l’acide nitrique (HNO3) et 

l’acide sulfurique (H2SO4). On parle alors d’« aérosols inorganiques secondaires ». 

Les ions chlorure (Cl-), sodium (Na+), calcium (Ca2+), magnésium (Mg2+) et potassium 

(K+) sont également retrouvés de manière importante au sein de cette fraction. 

L’origine de ces derniers est multiple, pouvant être naturelle (e.g., crustale ou marine) 

ou anthropique (e.g., engrais, sidérurgie). En effet, les embruns marins sont 

majoritairement composés des ions Cl-, Mg2+ et Na+ (37) tandis que les poussières 

crustales renferment plutôt des ions Ca2+, Mg2+ et K+ (38). Ce dernier est également 

associé à la combustion de biomasse et de charbon (39).  

d) Fraction biologique  

 

 La fraction biologique, bien que pouvant contribuer jusqu’à 5% de la 

composition des PM10-2,5, est souvent négligée dans la caractérisation chimique des 

particules (40). Elle présente une importante hétérogénéité, puisque constituée de 

nombreux microorganismes tels que des bactéries dont le diamètre est compris entre 

2 et 5 µm, des virus dont le diamètre est inférieur à 2 µm, des champignons et des 

protozoaires, mais également des spores fongiques, des pollens, des algues, des 

débris organiques et des constituants membranaires des bactéries à Gram négatif, 

appelées endotoxines. C’est pourquoi les PM constituent un vecteur considérable pour 

le transport d’allergènes et de microorganismes potentiellement pathogènes. Ceci est 

le cas, par exemple, pour Pseudomonas aeruginosa et SARS-COV-2 (41). 
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4) Réglementations et normes internationales et nationales 

 C’est à la suite du grand smog de Londres de 1952 que sont apparues les 

premières réglementations visant à améliorer la qualité de l’air au Royaume-Uni, avec 

la publication de la loi du « clean air act » en 1956. Cette problématique deviendra une 

préoccupation politique européenne majeure dans les années qui suivirent.  

 La réglementation européenne actuelle impose, par l’intermédiaire de la 

directive 2008/50/CE, des valeurs réglementaires de concentration des polluants 

atmosphériques et notamment des particules (tableau 1), qui se doivent d’être 

respectées par l’ensemble des états membres sous peine de sanction. Cette directive, 

qui a par la suite été transposée au droit français par le biais de l’article R 221-1 du 

code de l’environnement, intègre des normes de qualité de l’air qui diffèrent selon les 

polluants. Ces normes sont basées sur la masse totale de particules et ne prennent 

pas en compte la source et la composition physico-chimique de ces dernières. En ce 

qui concerne les particules atmosphériques, la réglementation française actuelle ne 

prend en compte que les PM10 et PM2,5, et n’inclut donc pas les PM0,1 du fait des 

connaissances encore limitées les concernant à ce jour. Ainsi, pour les PM10, la valeur 

limite pour la protection de la santé est de 40 μg/m3 en moyenne annuelle tandis qu’elle 

est de 25 μg/m3 pour les PM2,5. La moyenne journalière de 50 μg/m3 ne doit également 

pas être dépassée plus de 35 jours par an pour les PM10. Néanmoins, cette limite de 

35 dépassements annuels est fréquemment observée dans les grandes 

agglomérations françaises.  

 En 1987, l’OMS a également publié des lignes directrices relatives à la qualité 

de l’air concernant 28 polluants atmosphériques. Ces dernières ont fait l’objet d’une 

mise à jour en 2005 puis plus récemment en 2021 (tableau 1) et visent à « informer 

les responsables de l’élaboration des politiques et à fournir des cibles appropriées à 

toute une série d’actions à mener pour la prévention de la pollution atmosphérique 

dans les différentes parties du monde. Elles constituent l’évaluation la plus largement 

reconnue et la plus actuelle des effets de la pollution aérienne sur la santé. Elles 

préconisent des objectifs de qualité de l’air qui réduisent fortement les risques 

sanitaires. » Elles recommandent ainsi de respecter les limites de 15 μg/m3 en 

moyenne annuelle et 45 μg/m3 en moyenne journalière pour les PM10 et de 5 μg/m3 

en moyenne annuelle et 15 μg/m3 en moyenne journalière pour les PM2,5.  

Tableau 1 : Valeurs guides préconisées par l'OMS et valeurs limites réglementaires pour la qualité de l’air 

extérieur. 

 

Durée 
PM10 PM2,5 

Concentration (µg/m3) 

Valeurs guides de l’OMS 
24h 45 15 

1 an 15 5 

Valeurs limites 

réglementaires 

européennes et 

françaises 

24h 

50 

(à ne pas dépasser 

plus de 35 jours par an) 

 

1 an 40 25 
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5) Niveaux d’exposition des populations 

 Bien qu’une diminution conséquente des concentrations moyennes annuelles 

en PM2,5 au sein des pays membres de l’Organisation de Coopération et de 

Développement Économique (OCDE) soit observée depuis 1990, passant de 18,2 

µg/m3 en 1990 à 15,1 µg/m3 en 2015, l’exposition moyenne aux PM2,5 de la population 

demeure élevée (figure 6) (42). En effet, en 2019, cette dernière était supérieure au 

niveau préconisé par l’OMS, qui était alors de 10 µg/m3, dans la moitié des pays de 

l’OCDE (figure 7) (43). À l’heure actuelle, l’OMS estime que 92 % de la population 

mondiale vit dans des endroits où les niveaux de qualité de l’air dépassent ses valeurs 

guides (figure 8) ; ces niveaux étant exceptionnellement élevés dans certains pays 

d'Asie, du Moyen-Orient et d'Afrique du fait de la concentration des populations en 

milieu urbain et de l’utilisation intensive de la voiture. En 2021, l'OMS a revu à la baisse 

la valeur indicative pour les PM2,5, évoluant de 10 à 5 μg/m3 afin de refléter les preuves 

croissantes des effets sur la santé de l'exposition à de très faibles niveaux de particules 

fines. 

 Figure 7 : Exposition annuelle moyenne de la population aux PM2,5, en µg/m3 en 1990 et en 2015 (42). 

Figure 6 : Exposition moyenne de la population aux PM2,5, en µg/m3, en 2019 (43). 
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III. APPAREIL RESPIRATOIRE : PORTE D’ENTRÉE ET CIBLE PRINCIPALE DES 

PARTICULES FINES 

1) Physiologie de l’appareil respiratoire 

 L’appareil respiratoire constitue une zone d’échanges gazeux entre le sang de 

l’organisme et l’environnement extérieur et contribue plus précisément à l’absorption 

du dioxygène O2 et au rejet du dioxyde de carbone CO2 au niveau alvéolaire (figure 

9). Il s’agit d’un organe très complexe riche en capillaires, comprenant une quarantaine 

de types cellulaires chez l’Homme et constituant une large surface d’échange allant 

de 75 à 100 m2. De par sa fonction, il représente une cible privilégiée pour les polluants 

particulaires et divers agents toxiques présents dans l’air. Deux types de voies sont 

distinguées : 

 Les voies aériennes supérieures comprenant : les fosses nasales, le pharynx 

et le larynx. Ce sont des structures tubulaires flexibles qui filtrent, humidifient et 

règlent la température de l’air inspiré. 

 Les voies aériennes inférieures (ou appareil broncho-pulmonaire) 

comprenant la trachée, les bronches, les bronchioles et alvéoles. 

 

Ainsi, les voies aériennes inférieures peuvent être divisées en deux zones distinctes : 

 La zone conductrice de l’air qui s’étend de la trachée aux bronchioles. 

 La zone respiratoire qui s’étend des bronchioles terminales aux alvéoles et qui 

permet les échanges gazeux.  

Figure 8 : Pourcentage de la population exposé à des concentrations de PM2,5 supérieures aux valeurs recommandées par 
l’OMS (10 µg/m3), 2019 (43). 
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2) Histologie de l’épithélium bronchique 

 Afin d’assurer les fonctions spécifiques aux différentes régions des voies 

aériennes inférieures, les types cellulaires évoluent tout au long du parcours 

respiratoire (figure 10). Ainsi, l’épithélium bronchique, qui constitue la première ligne 

de défense face aux agressions extérieures, est prismatique pseudostratifié et 

comprend un épithélium de revêtement composé de cellules ciliées participant à la 

clairance mucociliaire, de cellules caliciformes sécrétant du mucus recouvrant cette 

formation ciliaire et formant un tapis muqueux ainsi que des cellules basales 

constituant une population de réserve et de renouvellement cellulaire (44). Cet 

ascenseur muco-ciliaire permet de faire remonter 90 % des particules inhalées vers le 

carrefour aéro-digestif où elles seront dégluties ou expectorées, constituant ainsi la 

première ligne de défense des voies aériennes (45). En plus des cellules ciliées et 

basales, l’épithélium bronchiolaire, quant à lui, comprend également des cellules de 

Clara, cellules sécrétoires prismatiques non ciliées. Ces dernières sont les uniques 

cellules présentes dans les bronchioles les plus distales et constituent ainsi des 

cellules de transition entre la zone conductrice de l’air et la zone respiratoire servant 

aux échanges gazeux (46). Enfin, l’épithélium alvéolaire est un épithélium non cilié 

constitué de pneumocytes de type 1, cellules aplaties et incapables de se diviser et 

ayant une fonction de fine barrière à travers laquelle s’effectuent les échanges gazeux 

entre le sang et l'air, et de pneumocytes de type 2 qui produisent et sécrètent le 

surfactant qui possède des propriétés tensio-actives permettant le maintien de la 

structure de l’alvéole. Le tapis mucociliaire n’étant plus effectif à cet étage, ceux sont 

les macrophages alvéolaires qui vont prendre le relais face aux agents extérieurs par 

l’intermédiaire du mécanisme de phagocytose, constituant la seconde ligne de défense 

Figure 9 : Anatomie de l'appareil respiratoire. 
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de l’appareil respiratoire. Ces macrophages sentinelles sont majoritairement éliminés 

par l’ascenseur mucociliaire au niveau bronchiolaire ou par le système lymphatique. 

Ainsi, tout au long des voies respiratoires inférieures, la structure de l’épithélium varie, 

passant progressivement d’un épithélium prismatique pseudostratifié à un épithélium 

cylindrique unistratifié puis cubique simple. La troisième ligne de défense est assurée 

par la présence de jonctions serrées qui jouent le rôle de barrière physique et assurent 

l’imperméabilité de l’épithélium vis-à-vis des agents extérieurs.  

   

3) Interactions des particules avec l’appareil respiratoire 

 Les principales voies d’entrée des particules atmosphériques sont le nez et la 

bouche, faisant de l’appareil respiratoire la cible principale de ces dernières. La toxicité 

des particules ne dépend pas uniquement de leur composition chimique mais aussi de 

leur niveau de pénétrance au niveau pulmonaire et de la localisation de leur dépôt. 

Ces derniers peuvent être influencés par différents facteurs dont (47) :  

 Leurs caractéristiques intrinsèques telles que la densité, la charge, la 

granulométrie, la forme, la capacité hygroscopique qui conditionnent leur 

comportement aérodynamique et physicochimique. 

 La morphologie pulmonaire qui est propre à chaque individu, la température 

et l’humidité de l’arbre bronchique. 

 La physiologie respiratoire : fréquence respiratoire, débit et la turbulence 

résultante du flux d’air. 

Figure 10 : Structure de l'épithélium des voies respiratoires, adaptée de Adam.D – 2014 
(46). 
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 Les paramètres individuels tels que l’âge, le sexe et les antécédents 

médicaux, notamment la présence de pathologies sous-jacentes de type 

asthme et bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). 

 Après inhalation, les particules vont se déposer tout au long du tractus 

respiratoire principalement en fonction de leur Dae (figure 11) (48). Plus leur taille est 

faible, plus leur pénétration se fera en profondeur au sein de l’appareil respiratoire. 

Ainsi, les particules dont le Dae est supérieur à 10 μm sont évacuées au niveau du 

nasopharynx après s’être déposées par impaction au niveau de l’épithélium et sont 

éliminées par déglutition ou expectoration. Les PM10, quant à elles, pénètrent jusqu’à 

l’étage trachéobronchique, se déposent préférentiellement par sédimentation et sont 

rapidement éliminées par clairance mucociliaire. Les PM2,5 migrent jusqu’aux alvéoles, 

se déposent par diffusion et sont éliminées par la clairance macrophagique. Cette 

dernière se déroule beaucoup plus lentement que la clairance mucociliaire, ayant pour 

conséquence une possible rétention des particules durant plusieurs semaines et un 

remodelage bronchique. Enfin, les PM0,1 se déposent tout au long de l’arbre 

respiratoire et sont capables d’atteindre d’autres organes cibles par translocation 

systémique.  

 

 Il est ainsi possible de distinguer 3 régions principales de dépôt des particules : 

les régions nasopharyngées, trachéobronchique et alvéolaire. Les particules 

ultrafines se déposent essentiellement au niveau des régions trachéobronchique et 

alvéolaire, de façon plus importante que les particules fines. Dans ces deux régions 

de l’arbre respiratoire, le dépôt est idéal pour les particules ayant un diamètre compris 

entre 1 et 100 nm. En dessous de 1 nm, les particules sont soumises au mouvement 

brownien et ont une pénétrance moindre. A contrario, les particules ayant un diamètre 

supérieur à 100 nm se déposent majoritairement dans la région nasopharyngée, étant 

soumises aux phénomènes d’impaction et d’interception. 

 

Figure 11 : Pénétration, dépôt et principaux mécanismes pulmonaires d’élimination des particules atmosphériques, adaptée de 
l’INRS (48) 
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 Le dépôt de ces particules dans l’appareil respiratoire dépend de 5 mécanismes 

principaux (figure 12) (49) : 

 Diffusion brownienne : la particule adopte une trajectoire aléatoire sous l’effet 

de collisions avec les molécules de gaz. Ce mécanisme est d’autant plus grand 

que le diamètre de la particule est petit. Cet effet est prédominant pour les 

particules ultrafines. 

 

 Effet de charge : une particule chargée peut-être attirée par la paroi ou être 

soumise à des forces de répulsions exercées par les particules entre elles. 

 

 Impaction inertielle : la particule en suspension maintient sa trajectoire malgré 

les changements d’orientation du flux d’air et entre en collision avec les parois 

des intersections du tractus respiratoire. Cet effet augmente avec la taille, la 

densité et la vitesse du flux d’air.  

 

 Interception : la particule entre en contact avec la paroi alors qu’elle se trouvait 

dans le flux d’air. Ce phénomène dépend du diamètre de la particule et du 

conduit respiratoire. Il est plus important pour les particules allongées et les 

agglomérats. 

 

 Sédimentation : la particule se dépose sous l’effet de la gravité. Ce 

phénomène augmente avec la taille, la densité et le temps de résidence des 

particules. 

 

   

 

 

Figure 12 : Mécanismes de dépôt des particules inhalées dans les voies respiratoires (49). 
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IV. MÉCANISMES DE TOXICITÉ PULMONAIRE DES PARTICULES FINES 

1) Potentiel oxydant des PM2,5 et stress oxydant 

  

 L'oxygène est un élément indispensable à la production d'énergie (adénosine 

triphosphate, ATP) de nombreux organismes vivants. Ce processus, nommé 

phosphorylation oxydative, se fait par l'intermédiaire de chaînes de transport 

d'électrons dans la membrane interne mitochondriale et génère des espèces réactives 

de l’oxygène (ERO) indispensables au métabolisme physiologique en intervenant dans 

la défense anti-infectieuse, les voies de signalisation intra-cellulaires ou la division 

cellulaire (50,51). Ces ERO sont des molécules instables et réactives possédant un 

électron libre (e.g., O2°−, RO2°, −°OH), pouvant intervenir sur différents composants 

cellulaires et induire d’importantes modifications fonctionnelles généralement 

définitives, à l’origine de dommages biologiques irréversibles. Au niveau des 

phospholipides membranaires, elles peuvent être impliquées dans des phénomènes 

de peroxydation lipidique, à l'origine d'une perturbation de l’intégrité membranaire et 

d’une altération fonctionnelle des récepteurs de cette dernière, pouvant conduire à la 

mort cellulaire. Ce processus génère de nombreux produits d’oxydation pouvant être 

dosés dans les fluides biologiques, tels que le 8-isoprostane (8-IsoP), le 4- 

Hydroxynonenal (4-HNE) ou le malondialdéhyde (MDA). Les ERO peuvent également 

agir au niveau des acides aminés constitutifs des protéines, induisant une altération 

fonctionnelle de ces dernières et parfois une détérioration de l’activité des enzymes 

(52). Il est ainsi possible qu’un récepteur ne soit plus reconnu par son ligand naturel. 

Les acides nucléiques constituent également une cible préférentielle des ERO et 

notamment du radical hydroxyle qui est formé lors de l’oxydation des métaux de 

transition par le peroxyde d’hydrogène en suivant la réaction de Fenton. En effet, leur 

oxydation conduit à une altération des gènes par cassures et/ou mutations et à la 

génération d’adduits mutagènes et cancérogènes. À titre d’exemple, l’oxydation de la 

guanosine induit la formation de la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OHdG) ou de la 

8-hydroxyguanosine (8-OHG) (51). Afin de maintenir un état d’homéostasie redox et 

éviter l’apparition de ces lésions oxydatives, la cellule contrôle la concentration en 

ERO à l'aide, notamment, de systèmes de défenses antioxydantes de nature 

enzymatique tels que les enzymes de détoxification (e.g., Hème Oxygénase 1 (HO-1), 

NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1 (NQO1), Superoxyde Dismutase (SOD), 

Glutathione peroxidase (GPX), Glutathione reductase, catalase (CAT)) étant sous la 

dépendance de la voie de signalisation du nuclear factor erythroid-2-related factor 2 

(NRF2),  ou de nature non enzymatique tels que le glutathion réduit (GSH), les 

flavonoïdes ou les vitamines A, C et E (53,54) (figure 13).  
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Figure 13 : Déséquilibre de la balance pro-oxydants et antioxydants (55). 

Source : (55) 

Les particules participent activement à l’oxydation de ces molécules 

antioxydantes, mais aussi à la production excessive d’ERO, qui peuvent être générées 

directement à partir de molécules adsorbées par les PM ou constitutrices de leur 

« cœur » (e.g., métaux, HAP…) ou être produites dans l’organisme par l’intermédiaire 

de diverses réactions cellulaires catalysées par les constituants inorganiques et 

organiques des PM (56,57). Cette capacité des PM à générer des ERO et/ou à oxyder 

les molécules antioxydantes est définie comme « potentiel oxydant ». Ce paramètre 

est mesuré par l’intermédiaire de tests acellulaires utilisant des méthodes chimiques 

dont le principe peut varier. Il est ainsi possible de distinguer les approches directes 

quantifiant les ERO présents au sein des particules (e.g., CM-H2DCFDA), des 

approches indirectes qui suivent et quantifient la consommation d’une espèce 

antioxydante (e.g., acide ascorbique ou glutathion réduit) ou d’un réducteur (e.g., 

dithiothréitol) en présence de PM. L’utilisation de ces techniques est intéressante afin 

d’étudier la réactivité des particules et de prédire le stress oxydant. Ce dernier 

correspond à la rupture de l’état d’homéostasie redox cellulaire, par un excès d’ERO 

associé à l’oxydation des molécules antioxydantes qui ne sont alors plus assez 

efficaces pour faire face aux dommages générés. De nombreuses études 

expérimentales et épidémiologiques ont démontré l’induction de ce processus à la 

suite d’une exposition aux PM (58–61). Ce stress oxydant mène à l’activation de 

diverses voies de signalisation dont celle du facteur de transcription NRF2. Ce dernier, 

ubiquitaire au niveau pulmonaire et principalement exprimé par les cellules épithéliales 

et les macrophages alvéolaires, est capable d’activer la séquence régulatrice ARE 

située dans la région promotrice de gènes antioxydants et anti-inflammatoires (62,63). 

Il s’agit d’une protéine codée par le gène NFE2L2 qui, en l’absence d’oxydants, est 

séquestrée dans le cytoplasme, fixée au cytosquelette par la Kelch-like ECH-

associated protein 1 (KEAP1) et dégradée par le protéasome (figure 14) (53). A 

contrario, en présence d’oxydants, NRF2 est dissociée de son inhibiteur endogène 

KEAP1, lui permettant de transloquer au niveau nucléaire afin de former un 

hétérodimère avec des petites protéines telles que Maf, Jun, Fos ou l’Activating 

Transcription Factor (ATF), ce qui lui permet d’interagir avec l’ARE pour induire 
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l’expression de gènes codant pour des enzymes de détoxification qui ont une activité 

antioxydante, détoxifiante et cytoprotectrice (64,65). Les résultats de nombreuses 

études expérimentales in vitro et in vivo ont démontrés que les particules 

atmosphériques et plus particulièrement les PM2,5 étaient capables d’activer 

l’expression de NRF2, lui permettant de réguler le stress oxydant et l’inflammation 

induits par ces dernières (66–70).   

Outre ces défenses enzymatiques, des moyens de défenses de nature non 

enzymatique existent parmi lesquels le glutathion. Il s’agit d’une molécule antioxydante 

retrouvé majoritairement sous forme réduite GSH et synthétisée dans les hépatocytes 

par l’addition séquentielle de cystéine au glutamate suivie de l'ajout d’une glycine sous 

l'action de 2 enzymes : la glutamate cystéine ligase et la GSH synthétase. Des 

réactions de réduction et de conjugaison peuvent se produire au niveau du 

groupement thiol (-SH) nucléophile de la cystéine, permettant l’élimination des 

peroxydes et de nombreux xénobiotiques électrophiles (71). Dans le poumon, le GSH 

est indispensable à la protection de l'épithélium aérien face aux ERO et aux molécules 

inflammatoires. Il est, de plus, impliqué dans d'autres fonctions telles que : la régulation 

du cycle cellulaire, l'apoptose et la transcription de gènes. La présence de glutathion 

oxydé GSSG, dont le taux physiologique n’excède pas 1 % du glutathion total présent 

dans l’organisme, constitue un bon indicateur du stress oxydant. Ainsi, des 

modifications du ratio glutathion oxydé / glutathion réduit (GSSG/GSH) peuvent être à 

l'origine de modifications de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération cellulaire, l'autophagie et l'apoptose (72). Une diminution du taux de GSH 

est d’ailleurs observée dans de nombreuses pathologies respiratoires telles que la 

fibrose pulmonaire idiopathique, l’asthme, le syndrome de détresse respiratoire aigüe 

(SDRA) ou la BPCO (73). Le rapport GSSG/GSH constitue donc un indicateur 

approprié du degré de stress oxydant cellulaire. C’est pourquoi, ce ratio est 

actuellement utilisé afin de hiérarchiser les phénomènes biologiques (74,75) 

(figure 15).  

Figure 14 : Voie de signalisation NRF2 et transcription des gènes codant pour des enzymes de détoxification (53). 
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Ainsi, lors d’un faible niveau de stress oxydant, l’activité antioxydante est 

induite, principalement via la voie de signalisation NRF2-ARE, restaurant 

l’homéostasie rédox de la cellule par l’intermédiaire de l’expression des enzymes de 

détoxification. Lorsque le déséquilibre est plus important, les voies de signalisation du 

nuclear factor-kappa B (NFκB) et des Mitogen-activated protein kinases (MAPK) sont 

activées, initiant la transcription de gènes pro-inflammatoires (e.g, Tumor Necrosis 

Factor (TNF⍺), Interleukine-1β (IL-1β)) participant à l’initiation de la réponse pro-

inflammatoire par l’intermédiaire de l’expression des cytokines et molécules 

d’adhésion. Enfin, si le stress oxydant est trop élevé, un déséquilibre dans l’expression 

des gènes antioxydants d’une part, et pro-inflammatoires d’autre part, peut se 

produire, conduisant au développement d’un environnement inflammatoire chronique. 

Dans ce contexte, la perméabilité mitochondriale est perturbée, menant à une 

désorganisation de la chaîne de transport des électrons, ayant pour conséquence 

l’apoptose ou la nécrose de la cellule par relargage de facteurs pro-apoptotiques par 

les mitochondries et le développement ou l’exacerbation de diverses pathologies 

respiratoires (72,74,75) (figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Hiérarchisation des processus biologiques en fonction du rapport GSH/GSSG 
(74). 
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2) Inflammation 

La réaction inflammatoire est une réponse immunitaire innée, non-spécifique, 

immédiate et temporaire de l’organisme à toute agression altérant l’intégrité de 

l’organisme et dont l’objectif est la reconnaissance et l’élimination de tout élément 

pouvant déséquilibrer l’homéostasie tissulaire ainsi que le déclenchement des 

processus de réparation et restauration tissulaires. Il s’agit donc d’un mécanisme de 

défense et de protection vis-à-vis des perturbations d’origine physique, microbienne, 

traumatique, environnementale ou chimique. Ce signal de danger est détecté par les 

cellules sentinelles résidentes (i.e., macrophages, mastocytes, cellules dendritiques) 

par l’intermédiaire de récepteurs membranaires, induisant la sécrétion de médiateurs 

chimiques (i.e., histamine, prostaglandines, cytokines) qui facilitent la migration des 

cellules immunitaires (i.e., granulocytes et monocytes) de la circulation sanguine vers 

le tissu lésé et l’élimination du corps étranger par phagocytose (76) (figure 17). 

 

Figure 16 : Altération intracellulaire du rapport GSH/GSSG et régulation redox des 
maladies pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (72). 
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La réponse inflammatoire aiguë a une durée approximative de 48 heures. 

Cependant, en cas de dysfonctionnement de ce dernier et/ou de concentration en 

agents pathogènes trop importante, cela peut entrainer une inflammation chronique 

locale, pouvant potentiellement s’étendre au niveau systémique et entrainer le 

développement ou l’exacerbation de pathologies à composante inflammatoire. De 

nombreuses études ont démontré que l’exposition particulaire pouvait entrainer une 

réaction inflammatoire pulmonaire locale, pouvant être aiguë ou chronique. En effet, 

une exposition à court terme, même à de faibles doses de particules, est capable 

d’induire le développement d’une inflammation aiguë (47,77–79). Il a, en effet, été 

démontré qu’à la suite d’une exposition aiguë aux particules atmosphériques, une 

activation de la voie de signalisation NFκB ainsi qu’une augmentation de la 

concentration en cytokines inflammatoires de type IL-6, IL-8, IL-1β, TNF-α, interféron 

gamma (IFNγ) dans le lavage bronchoalvéolaire (LBA) et dans le sang étaient 

retrouvées (80–82). Une exposition prolongée peut, quant à elle, aboutir à une 

inflammation chronique pouvant induire le développement ou l’exacerbation de 

pathologies inflammatoires chroniques de type BPCO ou asthme (60,83).  

 Les cellules épithéliales constitutives du tissu pulmonaire interviennent 

également dans l’immunité innée par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques 

« Pattern Recognition Receptor » (PRRs), qui permettent la lutte contre les agents 

extérieurs. Ces récepteurs, dont la famille la plus connue est celle des « Toll-Like 

Figure 17 : Réponse inflammatoire au sein des voies respiratoires 
(76). 
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Receptors » (TLRs), sont capables de reconnaitre des motifs associés aux micro-

organismes, « Pathogen Associated Molecular Patterns » (PAMPs), ainsi que des 

signaux endogènes dérivés de cellules endommagées, les « Damage Associated 

Molecular Patterns » (DAMPs) (84). La fraction biologique des particules (i.e, 

bactéries, champignons, allergènes) joue donc un rôle non négligeable dans le 

déclenchement et l’entretien de cette réaction inflammatoire. En effet, lorsque les 

PRRs des cellules épithéliales pulmonaires reconnaissent des PAMPs ou DAMPs, 

cela induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (e.g., TNFα, IL-1β, IL-6), 

chemokines (e.g, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), IL-8, RANTES) et de 

molécules aux propriétés anti-microbiennes telles que la lysozyme qui est capable 

d’attaquer le peptidoglycanne des bactéries à Gram négatif, la lactoferrine qui peut 

chélater le fer indispensable à la multiplication des bactéries et les défensines α et β 

qui perméabilisent les membranes des agents infectieux (figure 18) (85–89). Ces 

cytokines induisent le recrutement, la prolifération et l’activation de cellules 

immunitaires qui vont-elles-même sécréter des protéases responsables de la 

destruction de l’agent pathogène mais également d’effets délétères au niveau 

tissulaire. C’est pourquoi les cellules épithéliales et environnantes sécrètent également 

des cytokines anti-inflammatoires (e.g., IL-10, transforming growth factor (TGF-β)) et 

des médiateurs prorésolutifs tels que les lipoxines, résolvines, protectines et 

marésines (89). Ces molécules induisent ainsi la phagocytose, la diminution du 

recrutement des cellules immunitaires et la régénération tissulaire. Malgré la présence 

de ces différents moyens de lutte contre les xénobiotiques et notamment les particules 

atmosphériques, il arrive que des particules non phagocytées, notamment des PM0,1, 

ou certains de leurs composants, persistent, se dissolvent dans le surfactant et 

transloquent dans la circulation systémique par passage à travers la barrière alvéolo-

capillaire via des phénomènes de transcytose ou d’internalisation, les rendant 

susceptibles d’agir sur d’autres organes (90,91). De la même façon, les macrophages 

ayant phagocyté les PM ainsi que les médiateurs chimiques inflammatoires sécrétés 

au niveau alvéolaire peuvent avoir des conséquences au niveau périphérique. À cela 

s’ajoute la capacité propre à chaque organe à sécréter ses propres médiateurs 

inflammatoires. Il a ainsi été démontré que les PM2,5 pouvaient agir au niveau du 

système cardiovasculaire, du foie, des reins ou encore du cerveau. À titre d’exemple, 

plusieurs études épidémiologiques suggèrent une corrélation positive entre 

l’exposition à long terme aux PM2,5 et une élévation de la concentration sanguine en 

protéine C réactive (CRP), associée à un risque accru de maladies cardiovasculaires 

(92,93).  
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3) Remodelage tissulaire et Cancérogénèse  

 La muqueuse respiratoire constitue le premier mécanisme de défense 

pulmonaire vis-à-vis des menaces extérieures. En plus d’être une barrière physique et 

dynamique, sa composition riche en cellules épithéliales lui confère des fonctions 

immunitaires indispensables à la protection de l’organisme. L’activation des récepteurs 

présents à leur surface (e.g, PPR, Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)) 

entraine une réponse inflammatoire d’intensité variable, avec sécrétion de médiateurs 

chimiques tels que des cytokines ou des facteurs de croissance, conduisant au 

recrutement massif de cellules immunitaires. Le dérèglement et/ou l’exacerbation des 

fonctions épithéliales peut léser l’épithélium de façon répétée et conduire à une 

inflammation chronique couplée une altération du processus de réparation tissulaire 

et d’élimination/remplacement des cellules anormales, ayant pour conséquence un 

remodelage tissulaire progressif de l’épithélium bronchique. Ce dernier est caractérisé 

par un épaississement du tissu musculaire lisse, une métaplasie de la muqueuse avec 

augmentation du nombre de cellules à mucus et une raréfaction des cellules ciliées 

ainsi qu’une fibrose péribronchique (74,89). En outre, il est le résultat d’un déséquilibre 

entre les mécanismes d’apoptose et/ou de nécrose d’une part, et ceux de prolifération 

et de différenciation des cellules inflammatoires et structurelles de la paroi bronchique 

telles que les cellules épithéliales, mésenchymateuses et musculaires lisses, d’autre 

part (94). Les conséquences sont variées avec une rigidification des bronchioles, une 

hyperréactivité bronchique, une hypersécrétion de mucus et une altération de la 

clairance mucociliaire. Ce mécanisme de pathogénicité pulmonaire est par ailleurs une 

caractéristique distinctive des pathologies pulmonaires chroniques à composante 

inflammatoire de type asthme et BPCO, observé notamment dans le cadre de la 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (94–96). Cette dernière correspond à un 

processus dynamique de dédifférenciation durant lequel les cellules épithéliales 

perdent leurs caractéristiques spécifiques et acquièrent des propriétés propres aux 

cellules mésenchymateuses. Elle est caractérisée par une dissolution des jonctions 

Figure 18 : Mécanismes de défense de l'épithélium respiratoire (89). 
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intercellulaires ainsi que par une dégradation de la matrice extracellulaire et de la lame 

basale bordant l’épithélium par des protéases conduisant à une altération de 

l’adhésion cellulaire. Elle est également définie par une réorganisation du 

cytosquelette d’actine avec formation de fibres de stress et conversion des filaments 

intermédiaires d’un type épithélial riche en cytokératine à un type mésenchymateux 

riche en vimentine ainsi qu’une perte de la polarité cellulaire, qui confère aux cellules 

une grande plasticité et une capacité d’invasion/migration vers les tissus périphériques 

(97,98). Ces propriétés expliquent le rôle essentiel de ce mécanisme au cours du 

développement embryonnaire, de la régénération tissulaire et de la cicatrisation des 

épithéliums mais aussi son implication dans la progression tumorale (98). En effet, par 

l’intermédiaire de la TEM, les cellules cancéreuses sont capables d’acquérir un 

phénotype invasif leur permettant de se dissocier de la tumeur primaire et de migrer 

dans la circulation sanguine en plus de développer une capacité de survie et une 

résistance accrues vis-à-vis des cellules immunitaires (99). De nombreux signaux 

extracellulaires participent de façon active à la promotion de la TEM. Ceci est 

particulièrement le cas de certaines métalloprotéases (e.g., MMP-3, MMP-9, MMP-

11), des facteurs de croissances libérés par l’épithélium lésé (e.g., Epidermal Growth 

Factor (EGF), Keratinocyte Growth Factor (KGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), 

TGF-α/β) et des protéines sécrétées Wnt, Hedgehog et Notch qui vont induire 

l’expression de facteurs de transcription (e.g., Snail/Slug, Twist, Zeb). Ces derniers 

contrôlent l’expression de protéines spécifiques du profil mésenchymateux tels que la 

N-cadhérine, la fibronectine, la vimentine, l’Alpha Smooth Muscle Actin (α-SMA) ou 

encore la Fibroblast-specific protein (FSP1) (figure 19) (98,100).  

  

Figure 19 : Processus de transition épithélio-mésenchymateuse et de transition mésenchymo-épithéliale (98). 
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 Des études récentes ont démontré que les PM2,5 jouaient un rôle de promoteurs 

exogènes de fibrose et de cancer en induisant l’expression des biomarqueurs 

caractéristiques de la TEM (figure 20) (101). En effet, l’excès d’ERO générées par ces 

dernières serait capable d’activer des voies de signalisation impliquées dans l’initiation 

de la TEM. Au niveau pulmonaire, des études expérimentales ont ainsi montré qu’une 

exposition chronique aux PM2,5 induisait la voie de signalisation TGF-β1/SMAD2/3, ce 

qui avait pour conséquence une accumulation de fibres de collagène et une TEM pro-

fibrotique (102,103). De la même manière, d’autres cascades de signalisation telles 

que NFκB, JAK/STAT3, Extracellular signal-regulated kinase (ERK), Akt, Notch ou 

Wnt/β-cathénine seraient également activées sous la dépendance, ou non, des ERO, 

initiant le processus de TEM (101). En parallèle, des composants spécifiques des 

PM2,5 et notamment les HAP, seraient également impliqués dans la promotion de ce 

mécanisme par l’intermédiaire de la voie de signalisation AhR/CYP1A1 (récepteur 

d’aryl hydrocarbone/cytochrome 1A1). 

 

4) Altérations épigénétiques  

 La régulation de l'expression des gènes est cruciale pour le maintien de 

l'homéostasie tissulaire ainsi que pour le développement des phénomènes 

pathologiques. Les modifications épigénétiques jouent un rôle prépondérant dans 

cette régulation du transcriptome. Il s’agit de changement dans l’expression génique, 

n’impliquant pas de modifications de la séquence codante du génome mais pouvant 

être transmis lors de divisions cellulaires. Il en existe majoritairement trois : la 

méthylation de l'ADN et les modifications des histones qui influent toutes deux sur la 

structure de la chromatine, et la modification dans l'expression des microARN (miARN) 

(figure 21).  

 

Figure 20 : Voies d'induction potentielle de la transition épithélio-mésenchymateuse par les PM2,5 
(95). 
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Figure 21 : Modifications épigénétiques modulant l'expression génique (104). 

(Source : Melchior et al., 2015 (104)) 

 Ces derniers sont des petits ARN non codants de 19 à 22 nucléotides ayant une 

activité transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle et capables de réguler 

négativement l'expression de certains gènes en se liant sur la région 3’ non traduite 

(3’UTR) des ARN messagers (ARNm). Ce processus régulateur du transcriptome 

hautement conservé chez les eucaryotes est souvent retrouvé sous le terme anglais 

de « RNA silencing ». Une fois arrivés à maturité, ces miARN vont s’associer au 

complexe ribonucléique RISC (RNA Induced Silencing Complex) pour lui permettre de 

reconnaitre spécifiquement les ARNm présentant une séquence complémentaire et 

induire leur répression (105) (figure 22). Les études fonctionnelles réalisées sur les 

miARN indiquent que ces derniers participent à la régulation de quasiment tous les 

processus cellulaires essentiels (e.g., prolifération et différenciation cellulaires, 

apoptose, inflammation, signalisation hormonale, protection antivirale). En effet toute 

altération dans leur niveau d’expression est associée à des pathologies chez l’Homme 

(cancers, maladies inflammatoires chroniques, pathologies cardiovasculaires, etc.). Il 

a été par ailleurs estimé que plus de 60% des gènes humains codant pour des 

protéines sont régulés par des miARN et que chaque miARN possède plusieurs 

centaines de gènes cibles (106).  
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Figure 22 : Biogénèse des miARN et dégradation de l'ARNm cible (107). 

(Source : Van der Hauwaert et al., 2015 (107)) 

 Le rôle des miARN dans la réponse de l’organisme face aux xénobiotiques et 

plus spécifiquement aux substances toxiques environnementales est un sujet qui 

commence à être évoqué dans la littérature scientifique depuis une quinzaine 

d’années. Aujourd'hui, des liens directs entre l'exposition environnementale et le 

développement de certaines pathologies lié à la dérégulation de miARN spécifiques 

ont été décrits (108–110). La présence de miARN circulants et présentant une stabilité 

importante dans les fluides biologiques (e.g., plasma, urine, lait maternel, lavage 

broncho-alvéolaire) est aujourd’hui avérée. À l’heure actuelle, peu d'études ont mis en 

évidence l’impact de la pollution atmosphérique sur les profils d’expression des 

miARN, qu’ils soient organo-spécifiques ou circulants. Les mécanismes exacts par 

lesquels les facteurs environnementaux modifient l'expression de ces miRNA restent, 

de plus, peu élucidés. Néanmoins, en 2020, Cheng et ses collaborateurs ont rédigé 

une revue regroupant 37 études et montrant que suite à l'exposition à différentes tailles 

et sources de particules, de nombreuses modulations dans l'expression de miARN 

ciblant des gènes impliqués dans la régulation de l'inflammation (e.g., miR-146a, miR-
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21, miR-155, miR-9), dans la prolifération cellulaire et la cancérogénèse (e.g., miR 

222, miR-331) ou dans la régulation de l'angiogenèse (e.g., miR 29a) étaient 

observées (111). Une revue datant de 2021 a quant à elle identifié plusieurs miARN 

pouvant potentiellement être utilisés comme biomarqueurs afin de déterminer les 

populations exposées aux particules atmosphériques et ayant un risque significatif de 

développer un cancer pulmonaire (112). Parmi eux, sont retrouvés les miR-222 et miR-

21, mais également les miR-223, miR-93, miR-425, miR-126 ou encore let-7a-5p, pour 

la plupart impliqués dans les processus inflammatoires et fonctionnant comme des 

oncogènes. Ces données suggèrent que la dérégulation de ces miARN serait 

potentiellement impliquée dans la toxicité des particules mais des études plus 

approfondies s’avèrent nécessaires afin d'établir le rôle des miRNA dans l'initiation et 

l'exacerbation de pathologies induites par les PM. Il apparaît également que des 

études longitudinales supplémentaires sont nécessaires pour voir s’il s’agit d’une 

altération transitoire ou d’une altération à long terme. 
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PARTIE II : MATÉRIELS ET MÉTHODES 

I. MATÉRIELS CHIMIQUES 

1) Prélèvement des particules 

 Les particules fines utilisées dans le cadre de ce projet ont été prélevées par 

l’équipe “Sciences de l’Atmosphère et Génie de l’Environnement” (SAGE) de l’Institut 

Mines Télécom (IMT) Nord-Europe au cours de l’Automne 2013/Hiver 2014. Le site de 

prélèvement, situé au centre de Lille (figure 23), est représentatif d’une pollution 

atmosphérique particulaire urbaine incluant des sources liées aux transports, au 

secteur résidentiel et aux activités tertiaires. Ces prélèvements ont été effectués par 

filtration à l’aide d’un impacteur à cascade Tisch Environmental Inc. à haut débit (35 

m3/h) et à 6 étages permettant d’accéder à des diamètres de coupure adaptés. Une 

quantité suffisante de 808 milligrammes de PM2,5 ont ainsi pu être échantillonnés afin 

de réaliser leur caractérisation physico-chimique et le développement des approches 

toxicologiques. 

 

2) Caractérisation physico-chimique et biologique des PM2,5 

a) Granulométrie 

 

 Afin d’analyser la distribution granulométrique des particules fines collectées 

dans le cadre de ce projet, celles-ci ont été diluées dans du sérum physiologique stérile 

à une concentration de 1 mg/mL. Ces particules ont ensuite été soumises aux 

ultrasons durant 10 minutes puis agitées afin d’éviter l’agglomération et la 

sédimentation de ces dernières. Une technique de granulométrie laser, basée sur la 

mesure de la diffusion dynamique de la lumière par le mouvement brownien des 

particules, a ensuite été employée. Pour cela, la relation de Stokes-Einstein qui établit 

Figure 23 : Situation géographique du site de prélèvements des particules fines. 
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une relation proportionnelle entre la vitesse des particules et leur taille, est utilisée. Les 

petites particules diffuseront ainsi plus vite que les grosses particules. La quantité de 

lumière diffusée est mesurée à deux reprises durant un intervalle de temps très faible 

de l’ordre de 100 μs, permettant l’analyse de l’intensité du mouvement brownien et la 

déduction de la taille des particules. L’appareil employé pour effectuer ces analyses 

est le Zetasizer Nano ZS (Malvern©, Worcestershire, Angleterre). 

b) Caractérisation physico-chimique 

 

 La caractérisation physico-chimique des PM2,5 (i.e. métaux, HAP ; anions, 

cations, carbone élémentaire, carbone organique) prélevées dans le cadre de cette 

étude a été réalisée par l’équipe SAGE de l’IMT Nord-Europe. La concentration 

massique atmosphérique moyenne en PM2,5  était de 16,8 ± 10,1 μg/m3. L’analyse des 

métaux a été effectuée par spectroscopie d’émission atomique par plasma à couplage 

inductif (Iris Intrepid, Thermo-Scientific) et spectrométrie de masse (NeXion 300x, 

Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France) (ICP-MS). Les analyses des HAP ont été 

réalisées à l’aide d’un système de chromatographie liquide haute pression (HPLC) 

Waters 2695 Alliance (Waters SA, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) couplé à un 

réseau de photodiodes 996 et un détecteur fluorimétrique 2475. Les 

polychlorodibenzo-p-dioxines, les furanes (PCDD/F) et les dioxines ont été quantifiés 

par chromatographie en phase gazeuse à haute résolution/spectrométrie de masse à 

haute résolution après extraction accélérée par solvant. Les anions et cations ont été 

dosés par chromatographie ionique. Enfin, le carbone organique et le carbone 

élémentaire ont été quantifiés par analyses thermiques, respectivement sous 

atmosphère inerte et sous atmosphère oxydante, avec détection colorimétrique. 

c) Quantification des endotoxines  

 

 Ce test quantitatif utilise des lysats d'amébocytes dérivés du sang de limule 

pour quantifier l'endotoxine lipopolysaccharide (composant membranaire des 

bactéries à gram-négatif) dans nos échantillons de particules (113). Lorsque 

l'endotoxine rencontre le lysat d'amébocyte, une série de réactions enzymatiques 

entraîne l'activation du facteur C, du facteur B et de l'enzyme pro-coagulante. 

L'enzyme activée catalyse la libération de p-nitroaniline (pNA), produisant une couleur 

jaune. Après avoir arrêté la réaction, la pNA libérée est mesurée par photométrie à 

405 nm. L'intensité de la couleur est proportionnelle à la quantité d'endotoxine 

présente dans l'échantillon de particules. 

3) Évaluation du potentiel oxydant des particules 

Le développement récent d’essais acellulaires rapides et peu coûteux en ressources 

a grandement facilité les mesures du potentiel oxydant. Parmi les tests acellulaires les 

plus courants sont retrouvées : 

 Le test de déplétion d’un agent réducteur, le dithiothréitol (DTT) dont le taux 

d'épuisement est proportionnel aux taux de génération d’ERO.  

 Le test d’oxydation de la sonde diacétate de 6-carboxy-2’,7’- 

dichlorodihydrofluorescéine (CM-H2DCFDA) par les ERO. 
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 Les tests de déplétion de molécules anti-oxydantes, l’acide ascorbique et le 

glutathion réduit (GSH), qui sont proportionnelles au taux de génération 

d’ERO. 

a) Test de déplétion d’un agent réducteur, le Dithiothréitol (DTT) 

 

Principe : Ce test mesure quantitativement l'oxydation progressive du DTT par les 

particules. Le reste du DTT non oxydée est ensuite ajouté à du DTNB qui est converti 

en acide 5- mercapto-2-nitrobenzoïque qui pourra être mesuré par spectrophotométrie 

(114). 

Protocole : Dans une plaque 96 puits, 100 μL d’échantillons de particules (20, 100 et 

200 μg/mL AH et PE, en triplicas) sont incubés pendant 1 h à 37°C avec un volume 

égal de DTT (400 μM) dilué dans du tampon HEPES dégazé de 30 mM. La plaque est 

ensuite centrifugée pendant 15 min à 3500 g à 4°C. 100 μL de surnageant de chaque 

échantillon sont ensuite mélangés à un volume égal de 2,5 mM de DTNB. Pour finir, 

l'absorbance est mesurée à 405 nm avec un lecteur de plaque (Técan®) en utilisant 

le logiciel “Sparkcontrol Magellan 2.2”. Le pourcentage de déplétion du DTT est calculé 

de la manière suivante : 100 – (concentration en DTT dans l’échantillon / concentration 

en DTT dans le blanc) x 100.  

b) Test d’oxydation de la sonde CM‐H2DCFDA 

 

Principe : Ce test est basé sur l'oxydation du diacétate de 6-carboxy-2’,7’-

dichlorodihydrofluorescéine (CM-H2DCFDA) par les ERO produits par les particules. 

Il s’agit d’une molécule non fluorescente facilement transformée en forme fluorescente 

verte 20, 7'-dichlorofluorescéine (DCF) lorsque les groupes d’acétate sont éliminés 

tandis que des phénomènes d’oxydation se produisent dans la cellule (114). 

Protocole : La sonde CM-H2DCFDA est dissoute à 0,33 mM dans de l'éthanol absolu, 

puis activé par incubation avec 10 mM de solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 

pendant 30 min dans l'obscurité à température ambiante. La solution est neutralisée 

avec une solution saline tamponnée de DPBS 10 X exempt de magnésium et calcium. 

100 μL de cette solution diluée au 1/64ème ont ensuite été ajoutés à un volume égal de 

chaque échantillon de particules AH et PE de concentrations 20, 100 et 200 μg/mL (en 

triplicas) à tester dans une plaque de 96 puits. La fluorescence générée par la sonde 

est lue toutes les 5 min pendant 1h à une longueur d’onde d’excitation de 485 nm et 

d’émission de 520 nm, à 37°C avec le lecteur de plaque Técan® en utilisant le logiciel 

“Sparkcontrol Magellan 2.2”. Les résultats ont ensuite été exprimés sous la forme du 

rapport de fluorescence entre les valeurs obtenues pour les échantillons de particules 

et les échantillons contrôles pour chaque point temporel. 

c) Test de déplétion d’une molécule antioxydante, le glutathion réduit  

 

Principe : Le test GSSG/GSH est un système basé sur la luminescence permettant de 

détecter et quantifier le glutathion total (GSH + GSSG), le GSSG et de calculer le ratio 

GSSG/GSH (115). Les déterminations du GSH et du GSSG sont basées sur la 

conversion dépendante du GSH d'une sonde, la luciférine-NT, en luciférine par 
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l’enzyme glutathion S-transférase qui est couplée à une luciférase. La lumière émise 

par la luciférase dépend de la quantité de luciférine formée, qui à son tour dépend de 

la quantité de GSH présente initialement. Ainsi, le signal luminescent est proportionnel 

à la quantité de GSH présent dans l’échantillon. Dans un premier temps, cette réaction 

est utilisée pour mesurer le glutathion total. Pour cela, un agent réducteur est ajouté 

pour convertir le GSSG en GSH. Dans un second temps, la réaction est utilisée pour 

mesurer uniquement la forme oxydée GSSG. Dans ce cas, on ajoute un réactif qui 

bloque l’ensemble du GSH initialement présent tout en laissant le GSSG intact. Cette 

étape de blocage est suivie d'une étape de réduction qui convertit le GSSG en GSH 

pour en permettre la quantification. 

Protocole : Dans une plaque 96 puits, 25 μL d’échantillon (particules aux doses de 10, 

50 et 100 μg/mL) sont incubés avec 25 μL de réactif (“réactif de lyse du glutathion 

total” ou “réactif de lyse du glutathion oxydé”) durant 5 minutes. Ensuite, 50 μL de 

“réactif de génération de luciférine” sont ajoutés et la plaque est laissée à température 

ambiante durant 30 minutes. Enfin, 100 μL de réactif de détection de la luciférine sont 

additionnés. La mesure de la luminescence est effectuée par un lecteur de plaque 

(Técan®) en utilisant le logiciel “Sparkcontrol Magellan 2.2”. Il est ainsi possible de 

calculer le ratio GSSG/GSH à partir de la formule suivante : formule 

d) Test de déplétion d’une molécule antioxydante, l’ascorbate  

 

Principe : Ce test consiste à mesurer la concentration en ascorbate en présence de 

PM2,5 sur une cinétique de 30 min (116). Si les particules sont oxydantes, alors la 

concentration en ascorbate diminuera dans le temps au fur et à mesure de son 

oxydation. Cette cinétique de diminution est suivie par mesure de l’absorbance à 265 

nm. C’est donc la vitesse initiale d’oxydation qui est suivie, cette dernière 

correspondant à la pente de la droite « concentration en AA en fonction du temps ». 

 

Protocole : Dans une plaque 96 puits transparente aux ultraviolets, déposer 180 µL 

d’échantillons puis y ajouter 20 µL d’acide ascorbique à 2 mM. L’absorbance est 

ensuite lue à 265 nm toutes les 5 min pendant 1h, à 37°C avec le lecteur de plaque 

Técan® en utilisant le logiciel “Sparkcontrol Magellan 2.2”. 

 

II. MODÈLE MURIN 

Des souris A/J mâles (n = 6/groupe) initialement âgées de 10 semaines, pesant 

en moyenne 20 grammes et de statut sanitaire « specific opportunistic and pathogen 

free » (SOPF) selon la liste proposée par la « Federation of European LAboratory 

Science Associations » (FELASA) ont été utilisées dans le cadre de ce projet. Ce 

modèle murin, fourni par la société HARLAN laboratories (The Netherlands), a été 

décrit comme étant un modèle très sensible aux tumeurs pulmonaires chimiquement 

induites par des mutations de l’oncogène KRAS, qui code pour une GTPase. Cette 

spécificité explique pourquoi ce modèle est très largement utilisé pour les études de 

cancérogénèse. Il est également utilisé dans d’autres domaines d’applications tels que 

l’immunologie, la recherche cardiovasculaire et neurobiologique. Cette fréquence 

d’utilisation est un avantage pour les comparaisons des études toxicologiques. Ces 
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animaux ont été hébergés au nombre de 6 par cage, dans l’animalerie high-tech 

exempte d’organismes pathogènes spécifiques (EOPS) de la faculté de médecine de 

Lille - Pôle recherche. Un cycle jour/nuit comprenant 12 heures de luminosité et 12h 

d’obscurité et une alimentation ad libitum ont été initiés. Après avoir laissé les souris 

s’acclimater à leur nouvel environnement durant une semaine, les expositions ont 

débutées. Un examen clinique quotidien ainsi qu’une surveillance pondérale 

hebdomadaire des animaux furent réalisés durant toute la période de traitement ; une 

attention particulière a notamment été portée à l’apparition de signes de douleur chez 

les animaux. Toutes les procédures d’expérimentation animale ont été approuvées par 

le comité d’éthique local (approval number : 1A 089 899 3593 1) et autorisées par le 

ministère en charge de l’enseignement supérieur et de la recherche.  

III. PROTOCOLE D’EXPOSITION ET PRÉLÈVEMENTS PULMONAIRES 

 Après une anesthésie légère à l’isoflurane (induction à 2,5%, maintien à 1%), 

des souris A/J (6 souris/groupe) ont reçu par instillation intranasale 30 μL de PBS 

(groupe témoin), ou différentes doses (10, 50 ou 100 μg) de PM2,5 urbaines en 

suspension dans 30 μL de PBS selon 3 protocoles d'exposition (figure 24) : exposition 

aiguë (24h) avec une instillation intranasale unique ; exposition subchronique de 28 

jours (1M) à raison de 3 instillations intranasales par semaine, suivie (1MR) ou non 

(1M) d’une période de recouvrement (i.e., sans exposition) de 8 semaines.  

 

 Le protocole d’exposition aiguë a été réalisé en exposant ce modèle murin à 

des doses croissantes (10 μg, 50 μg ou 100 μg PM2,5 / 30 μL de PBS) de PM2,5 afin de 

s’assurer que la dose à utiliser pour le protocole d’exposition subchronique n’induirait 

pas une toxicité ou une réponse inflammatoire trop importante. L’évaluation de la 

cytotoxicité pulmonaire et systémique, d’une part, et de la réponse inflammatoire 

pulmonaire et systémique, d’autre part, a suggéré d’utiliser la dose la plus faible (10 

μg / 30 μL PBS) pour les protocoles d’exposition subchronique du modèle murin aux 

PM2,5. Un lavage bronchoalvéolaire a été réalisé avant de procéder aux sacrifices des 

souris. Pour cela, 1 mL de PBS stérile (ThermoFisher Scientific, Illkirch, France) a été 

injecté dans leurs poumons puis réaspiré à deux reprises avant d’être centrifugé. Les 

Figure 24 : Protocoles d'exposition aiguë et subchronique des souris, avec ou sans période de recouvrement (S: Sacrifice). 
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souris ont ensuite été rapidement sacrifiées par injection intrapéritonéale d’une dose 

de Xylazine/Kétamine adaptée aux poids de chaque animal (100 mg/kg et 16 mg/kg, 

respectivement) et leurs poumons ont été prélevés. Afin de pouvoir réaliser des 

extractions d’acides nucléiques, une partie de chaque poumon a été conservée dans 

du RNA later (Ambion, ThermoFisher Scientific, Illkirch, France), conservée 48h à 4°C 

puis congelés à -20°C selon les instructions du fournisseur. Une autre partie destinée 

aux extractions protéiques a, quant à elle, été congelée à sec dans de l’azote liquide 

avant d’être conservée à – 80°C (tableau 2). Des souris supplémentaires ont 

également été utilisées afin de réaliser des analyses histologiques. Les poumons ont 

été fixés par immersion dans une solution de Formalin 4 % pendant une nuit et ont 

ensuite été enrobés dans de la paraffine afin de pouvoir réaliser des coupes fines et 

régulières à l’aide d’un microtome. 
Tableau 2 : Tissus, matrices, stockage et volets d’étude utilisés pour les approches toxicologiques. 

Tissus  Matrices Stockage Paramètres d’études 

LBA 
 Fluide -80°C Inflammation 

 Culots +4°C Cellularité 

Poumons 

 Tissus fixés et inclus + 4°C Histo- et cytopathologies 

 
Tissus -80°C Stress oxydant, inflammation 

 Tissus (RNAlater™#) -20°C miARN, ARNm 

 

IV. ÉTUDE DE LA TOXICITÉ PULMONAIRE 

1) Mesure de marqueurs biologiques du stress oxydant  

a) Étude des défenses antioxydantes 

i. Étude de la voie de signalisation NRF2 

 

➢ Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription Nrf2 par le 

système TransAM (Active Motif) (117) : Il s’agit d’un test ELISA qui cherche à étudier 

la liaison des facteurs de transcription à une séquence consensus immobilisée sur une 

plaque 96 puits. Pour cela, un extrait nucléaire activé est ajouté à chaque puit et le 

facteur de transcription d'intérêt se lie spécifiquement à cet oligonucléotide lié. Un 

anticorps primaire spécifique d'un épitope sur la forme liée et active du facteur de 

transcription est ensuite ajouté, puis incubé avec un anticorps secondaire pour obtenir 

une lecture colorimétrique sensible et facilement quantifiable. 

 

➢ Étude de l’expression génique de NRF2 et de ses gènes cibles par RT-qPCR (118): 

La méthode de Real-time Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) permet de 

déterminer le niveau d’expression de gènes cibles et leur comparaison en fonction des 

paramètres d’exposition testés. Plusieurs étapes sont nécessaires : 

- Extraction des ARN (AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit, QIAGEN) 

- Rétrotranscription (RT) des ARNm en ADN complémentaire (ADNc) 

- Amplification et quantification des ADNc 
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La chimie TaqMan® utilisée repose sur l’utilisation d’un couple d’amorces et d’une 

sonde fluorogénique spécifiques de chaque gène cible. 

 

Protocole : Les ARN pulmonaires ont été extraits à partir des tissus pulmonaires 

conservés dans le RNA later. Une masse de 20 à 25 mg de chaque poumon a été 

broyée dans 600 µL de tampon RLT Plus supplémenté par du β-mercaptoéthanol, à 

l’aide du Gentlemacs Dissociator (Miltenyi Biotec). Les ARN totaux ont ensuite été 

extraits à l’aide de l’automate QIAcube (Qiagen) en suivant les instructions du kit 

« AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal kit » (Qiagen). Ce protocole contient une étape 

de digestion à la protéinase K qui permet d’optimiser le rendement d’extraction et de 

purifier des acides nucléiques ainsi qu’une étape de digestion à la Dnase I éliminant 

toute trace d’ADN génomique résiduel lors de l’extraction des ARN. Les ARN totaux 

ont ensuite été dosés par analyse spectrophotométrique sur le lecteur Spark (Tecan, 

Männedrof, Suisse). Puis, la rétrotranscription (RT) des ARNm en ADNc a été réalisée 

en suivant les instructions du kit « high capacity cDNA reverse transcription » (Applied 

Biosystems). Des qPCR en temps réel ont ensuite été réalisées en employant le 

TaqMan Fast advanced Master MIX (Applied Biosystems) ainsi que des sondes et des 

amorces Taqman le dans le but de quantifier l’expression de gènes d’intérêt. Le gène 

de ménage PPIA (Mm02342430_g1) a été utilisé afin de normaliser les résultats 

obtenus. 

 

 Analyse d’activités enzymatiques par colorimétrie : 

 

 Mesure de l’activité enzymatique de la catalase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

USA) (119) : Cette enzyme est capable de catalyser la dégradation du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en eau et dioxygène. Ce test est ainsi basé sur la mesure 

à 520 nm du H2O2 restant après action de la catalase présente dans nos 

échantillons. 

 

 Mesure de l’activité de la superoxyde dismutase (SOD) (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, USA) (120) : Cette enzyme catalyse la réduction des anions superoxydes 

en oxygène et peroxyde d’hydrogène. Ce test utilise un sel de tétrozolium, le 

WST-1, qui produit un colorant formazan par réduction avec un anion 

superoxyde. Ce taux de réduction est linéairement lié à l'activité de la xanthine 

oxydase (XO) qui est inhibée par la SOD. Ainsi, l'activité d'inhibition de la SOD 

est déterminée mesure de l’absorbance à 450 nm. 

ii. Étude de l’altération de l’homéostasie du glutathion 

 

 Mesure du ratio GSSG/GSH par luminescence (115) : 

Le protocole utilisé dans le cadre de l’étude du potentiel oxydant des particules (figure 

18) est une nouvelle fois utilisé mais cette fois-ci les échantillons de particules sont 

remplacées par les échantillons de lysats pulmonaires, c’est-à-dire des biopsies de 

poumons lysées dans 500 µL de tampon RIPA supplémenté en inhibiteurs de 

protéases et phosphatases (ThermoFisher Scientific, Illkirch, France) permettant d’en 

extraire les protéines. 
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 Analyse d’activités enzymatiques par colorimétrie : 

 

 Mesure de l’activité de la glutathion peroxydase (GPx) (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, USA) (121) : Cette enzyme catalyse la réduction des peroxydes en 

alcools en utilisant du GSH comme agent réducteur. Le GSSG produit est 

ensuite réduit en GSH par la glutathion réductase (GR) en utilisant du NADPH 

comme cofacteur. Il est ainsi possible de mesurer la décroissance de 

l’absorbance à 340 nm durant l’oxydation du NADPH en NAD+, reflétant 

l’activité de la GPx. 

 

 Mesure de l’activité de la glutathion réductase (GR) (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, USA) (122) : Cette enzyme catalyse la réduction du GSSG en GSH en 

utilisant du NADPH comme cofacteur. Ce test est ainsi basé sur la mesure de 

l’augmentation de l’absorbance à 340 nm, causée par la réduction du 5,5-dithio-

bis-(acide 2-nitrobenzoïque) (DTNB) préalablement ajouté, par le GSH formé. 

 

b) Recherche de lésions oxydatives 

i. Marqueur d’oxydation de l’ADN : 8-OhDG 

 

 L'ADN a été extrait des biopsies de tissus pulmonaires en utilisant le kit DNeasy 

TM (Qiagen, Courtaboeuf, France). Ensuite, 10 μg d'ADN, mesurés par un 

spectrophotomètre ont été dissous dans de l'eau (10 μl volume final). La suspension 

a été incubée à 100°C pendant 2 min, traitée avec 1 μl de tampon d'acétate de 

potassium 250 mM (pH 5,4), 1 μl de sulfate de zinc 10 mM et 2 μl de nucléase P1 (6,25 

U / μl) à 37 ° C pendant une nuit, puis traitée avec 2 μl de Tris-HCl 0,5 M (pH 8,3) et 2 

μl de phosphatase alcaline (0,31 U / μl), à 37 ° C pendant 2 heures. La formation de 

8-OHdG a été déterminée en utilisant le kit « OxiSelectTM Oxidative DNA Damage 

ELISA kit 8-OHdG quantification » (Cell Biolabs, Inc, San Diego, USA) (123). Ce kit 

fournit un immunodosage compétitif pour la mesure quantitative de l'adduit d'ADN 

oxydant 8-OHdG.  

 

ii. Marqueurs de peroxydation lipidique : 4-HNE et 8-IsoP 

 

➢ Dosage du 4-HNE par électrochimioluminescence (technologie Meso Scale 

Discovery (MSD)) : Le dosage du 4-HNE est effectué grâce à un test 

immunoenzymatique, réalisé sur une plaque 96 puits. Le fond de chacun des puits, 

dans lequel se trouve des électrodes, est revêtu de 30 μL/puits d’une solution de 

coating de 4-HNE-BSA à 2 μg/mL avec BSA 1% (v/v). Après l’avoir laissée incuber 

durant une nuit, la plaque est lavée à 3 reprises à l’aide de 150 μL/puits de tampon 

PBS Tween puis 150 μL d’une solution de blocage (BSA 3%, v/v) sont ajoutés à 

chaque puit. Après avoir laissé incuber durant 1 heure à température ambiante sous 

agitation orbitale à 500 rpm, l’ensemble des puits est à nouveau lavé. Les échantillons 

de lysats de poumons sont centrifugés et 25 μL de surnageant sont déposés dans 

chaque puits. Ensuite, 25 μL de solution de détection (anticorps polyclonaux de lapins 

anti-4-HNE) sont ajoutés dans l’ensemble des puits avant de laisser la plaque incubée 



 

61 

durant 2 heures à température ambiante sous agitation orbitale (500 rpm). Les puits 

sont à nouveau lavés et 25 μL de solution de détection sulfoTAG (anticorps de 

moutons anti-anticorps de lapins couplés à une sulfoTAG) sont ajoutés. Après une 

heure d’incubation à température ambiante, la plaque est de nouveau lavée. 150 μL 

de tampon de lecture sont ajoutés avant la détection du signal 

électrochimioluminescent par le lecteur de plaque MSD. 

 

➢ Dosage du 8-IsoP par ELISA : La détection et la quantification rapides du 8-iso-

PGF2α sont réalisées par immunodosage enzymatique compétitif (ELISA) à l’aide du 

kit « ELISA OxiSelectTM 8-iso- Prostaglandin F2α » (124). La quantité de 8-iso-PGF2α 

dans les échantillons est déterminée en comparant son absorbance à celle d'une 

courbe standard connue de 8-iso-PGF2α. Pour se faire, un anticorps spécifique du 8-

iso-PGF2α est incubé dans une plaque 96 puits. Après lavage, les étalons 8-iso-

PGF2α ou les lysats de poumons sont mélangés à un conjugué 8-iso-PGF2α-HRP. Le 

8-iso-PGF2α libre et le conjugué 8-iso-PGF2α-HRP vont ainsi entrer en compétition 

pour se fixer à l'anticorps lié à la plaque. Un substrat est ajouté ensuite à la HRP, 

entrainant un développement de la couleur qui est directement proportionnel à la 

quantité de conjugué 8-iso-PGF2α lié à la plaque et inversement proportionnel à la 

quantité de 8-iso-PGF2α libre dans les échantillons ou les étalons. 

 

iii. Marqueur d’oxydation protéique : Protéines carbonylées 

  

 Lors de ce test, la quantité de protéines carbonylées dans l'échantillon de 

protéines est déterminée à l’aide du kit « OxiSelectTM Protein Carbonyl ELISA kit », en 

comparant son absorbance avec celle d'une courbe standard de d’albumine de sérum 

bovin (ASB) réduite/oxydée connue (125). Pour cela, les étalons d’ASB ou les 

échantillons de protéines (10 μg/mL) sont incubés sur une plaque de 96 puits pendant 

2 heures à 37°C. Les carbonyles de protéines présents dans l'échantillon ou l'étalon 

sont dérivés en DNP hydrazone et sondés avec un anticorps anti-DNP, suivi d'un 

anticorps secondaire conjugué à la HRP. La teneur en protéines carbonylées de 

l'échantillon inconnu est déterminée par comparaison avec une courbe standard 

préparée à partir d'étalons ASB réduits et oxydés prédéterminés. 

 

2) Mesure de la réponse inflammatoire 

a) Numération cellulaire du LBA 

  

 Le LBA recueilli a aussitôt été conservé dans de la glace, puis centrifugé à 4000 

g pendant 10 min à 4°C. Le culot cellulaire a été remis en suspension dans 500 µL de 

PBS puis conservés à 4°C. Puis, les cellules du LBA ont été déposées par 

cytocentrifugation (cytospin-2, Shandon Products Ltd., ThermoScientific) sur des 

lames superfrost et colorées par le May–Grünwald–Giemsa (Sigma Aldrich, Saint-

Quentin-Fallavier, France). Le pourcentage de macrophages ayant internalisé des 

PM2,5 a été estimé à partir de 4 champs sélectionnés de manière aléatoire dans 
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lesquels 200 macrophages ont été comptabilisé. Le pourcentage de PNN et de 

macrophages a ensuite été calculé de la même manière. 

b) Analyses histologiques des tissus pulmonaires 

  

 Des coupes histologiques de 5 μm ont été réalisées à partir des échantillons de 

tissus pulmonaires inclus en paraffine. Afin d’évaluer quantitativement et 

qualitativement l’impact des particules sur la morphologie des voies aériennes, une 

coloration à l'Hématoxyline-Éosine-Safran (HES) d’une première série de lames a été 

effectuée. Dans l’optique de rechercher d’éventuelles lésions fibrotiques, d’autres 

coupes de poumons ont également été colorées par le rouge Sirius (Sigma Aldrich, 

Saint-Quentin-Fallavier, France). Des analyses immunohistochimiques ont également 

été réalisées sur les coupes pulmonaires à l’aide d’anticorps (Abcam, Paris, France) 

anti-DMBT1 (ab114867) et anti-Ki-67 (ab16667) et d’un anticorps secondaire conjugué 

à la peroxydase de raifort (HRP). Les lames ont été analysées à l’aveugle par un 

médecin anatomopathologiste de l’hôpital Saint-Vincent de Paul (Lille) au moyen d’un 

microscope optique Eclipse Ni muni d’une caméra DS-Ri2 (Nikon, Amsterdam, 

Netherlands). 

 

c) Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription NFκB 

par le système TransAM (Active Motif) 

  

 Le principe de mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription 

NFkB est identique à celui utilisé pour le facteur de transcription NRF2 (page 46) mais 

emploie une séquence consensus spécifique du facteur de transcription étudié (126).  

 

d) Dosage des cytokines (Luminex)  

  

 La sécrétion de douze cytokines inflammatoires dans les LBA a été évaluée 

simultanément à l’aide du système MAGPIX® (Technologie Luminex®, Merck-

Millipore, Guyancourt, France) (127). Cette technique immunologique utilise des 

microparticules (billes) magnétiques fluorescentes, spécifiques et pré-cotées avec des 

anticorps reconnaissant les analytes d’intérêt à doser : CCL5 (chemokine ligand 5 ou 

RANTES), GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor), IL-1β 

(interleukine 1β), IL-6 (interleukine 6), IL-10 (interleukine 10), IL-13 (interleukine 13), 

IL-17A (interleukine 17A), Kc (keratinocytes-derived chemokine), MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein 1), MIP1α (mouse macrophage inflammatory protein 1 alpha), 

MIP1β (mouse macrophage inflammatory protein 1 beta) et TNF-α (tumor necrosis 

factor-α). Les cytokines sont ensuite révélées avec un anticorps spécifique biotinylé 

(biotine ou vitamine B7) lui-même couplé avec de la streptavidine conjuguée à de la 

phycoérythrine (PE). La spécificité est liée à la combinaison de la fluorescence par 

microparticule (spécifique pour chaque analyte) et celle émise par la PE. La gamme 

de calibration est préparée dans les mêmes conditions, simultanément aux 

échantillons inconnus, à partir d’un standard compris dans le kit d’analyse. La 
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régression de cette gamme (logistique 4- paramètres) calculée par l’appareil, permet 

de déduire la concentration des échantillons inconnus. Les analyses sont réalisées en 

dupliqua. Les concentrations en cytokines dans les différentes conditions d’exposition 

sont ensuite interprétées en se rapportant à la condition non exposée. 

3) Analyses transcriptomiques 

a) Analyses de l’expression des ARNm par Microarray 

 

 Des analyses pangénomiques ont été réalisées par la 

technologie des microarrays ou « puces à ADN », en collaboration 

avec la plateforme de génomique fonctionnelle et structurale du 

Centre de Biologie Pathologie du CHU de Lille. Afin de couvrir 

l’ensemble du génome murin, des lames 8x60k OneColor (Agilent 

Technologies, Les Ulis, France) couplées à des oligonucléotides 

de 60-mer (028005 slides) ont été utilisées. Les instructions du 

fabricant (Agilent Technologies) ont été respectées pour réaliser 

le marquage, l’hybridation, et la détection des ARNc. Pour chaque 

micropuce, l’utilisation du kit Low input QuickAmp a permis la 

synthèse des ARNc couplés à la Cyanine 3, à partir de 50 ng 

d’ARN total. Des contrôles positifs, les ARN Spike-In, ont été 

utilisés lors des étapes de marquage et d’amplification. Après 

purification, 600 ng de chaque ARNc ont été hybridés et lavés en 

suivant les recommandations du fournisseur. Après avoir scanné 

les micropuces, les données ont été exportées à l’aide du logiciel 

« Agilent Feature Extraction Software© » (FE version 10.7.3.1). 

L’analyse fonctionnelle des ARNm pulmonaires murins dérégulés 

à la suite des expositions particulaires a ensuite été abordée in 

silico à l’aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen 

Bioinformatics, Aarhus, Danemark) permettant l’identification des 

fonctions cellulaires et moléculaires modulées par les gènes 

dérégulés, en se basant sur les données bibliographiques. 

 À partir de cette analyse bio-informatique, le différentiel d’expression génique 

ou Fold Change (FC) de chaque gène a pu être calculé entre les échantillons du 

groupe contrôle et ceux des groupes exposés aux PM2,5, permettant ainsi d’extraire 

une liste d’ARNm d’intérêt significativement dérégulés à la suite des expositions aux 

PM2,5 (i.e, down-régulés : FC ≤ 0,5 ; up-régulés : FC ≥ 2, p < 0,01). Afin de valider ces 

résultats, l’expression de certains de ces gènes a ensuite été quantifiée par RT-qPCR. 

Le gène PPIA (Mm02342430_g1) a été utilisé comme contrôle endogène (figure 25).  

 

b) Analyse de l’expression des miARN par OpenArray 

 

L’expression des miARN a été analysé par OpenArrays à l’aide du système 

QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems) qui permet de réaliser des RT-qPCR à 

très haut débit avec la technologie Taqman sur des lames OpenArrays Rodent miRNA 

(Applied Biosystems) capables de quantifier l’expression de 754 miARN de façon 

Figure 25 : Arbre décisionnelle 
pour l'analyse transcriptomique. 
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simultanée. 100 ng d’ARN total ont été utilisés afin d’effectuer la transcription inverse 

des miARN à l’aide du kit MegaplexTM RT Primers (Applied Biosystems). Une étape 

de préamplification a ensuite été réalisée à l’aide du kit MegaplexTM PreAmp (Applied 

Biosystems), permettant d’obtenir les ADNc préamplifiés qui subséquemment été 

dilués au 40ème dans un tampon Tris EDTA à pH 8,0 selon les recommandations du 

fabricant. Ces derniers ont ensuite été déposés sur les lames OpenArrays grâce au 

robot Accufill (Applied Biosystems) puis l’analyse de l’expression des miARN a été 

réalisée. Enfin, l’analyse informatique n’a été effectuée que sur les miARN dont 

l’expression était au moins significativement 2 fois inférieure ou 2 fois supérieure à 

celle des souris contrôles non exposées aux particules (i.e, -2 ≤  FC ≤ 2 ; p ≤ 0,05). 

 

4) Analyses statistiques 

 Les résultats obtenus lors des différentes expérimentations ont été analysés 

avec le logiciel GraphPad PRISM® v8 et exprimés pour la plupart en fold change (FC), 

correspondant au rapport du niveau moyen d’expression du paramètre étudié dans 

une condition comparé à celui du contrôle négatif. Les groupes de souris (n = 

6/groupe) exposées ont été comparées aux groupes contrôles par utilisation d’un test 

non paramétrique de Mann Whitney avec un risque de première espèce p ≤ 0,05. 
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PARTIE III : RÉSULTATS 
I. CARACTÉRISATION PHYSICO-CHIMIQUE ET BIOLOGIQUE DES PM2,5 

1) Distribution granulométrique 

 

 Les résultats de l’analyse de la distribution granulométrique des PM2,5 laissent 

apparaître une distribution bimodale (figure 26) avec un premier pic plus important de 

moyenne 178,3 +/- 32,82 nm et un second pic de moyenne 993,4 +/- 295,9 nm 

correspondant respectivement aux PM2,5 (73,9 %) et à la formation d’agrégats des 

PM2,5 qui ont naturellement tendance à s’agréger (26,1 %). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) Caractérisation physico-chimique 

 

 La figure 27 présente la caractérisation physico-chimique des PM2,5 (i.e. 

métaux, HAP ; anions, cations, carbone élémentaire (EC), carbone organique (OC)) 

prélevés au cours de l’étude. La composition chimique moyenne est globalement 

caractéristique d’un environnement urbain comme le souligne la présence de métaux 

de transition et de composés organiques et aromatiques. Ces PM2,5 sont 

majoritairement composées d’ions inorganiques secondaires dont le nitrate (NO3
-), 

l’ammonium (NH4
+) et le sulfate (SO4

2-) à hauteur de 32,46 %, 13,17 % et 10,17% 

respectivement, ainsi que d’une fraction carbonée organique à hauteur de 30,31 %. 

D’autres composés sont retrouvés dans une moindre mesure dont du carbone 

élémentaire (5,26 %) et divers éléments chimiques dont les concentrations varient 

entre 0,43 et 2,52 %. 

  Figure 27 : Composition chimique surfacique élémentaire des PM2,5 (%). 

Figure 26 : Distribution granulométrique des PM2,5. 
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3)  Quantification des endotoxines  

 

 Les résultats de la quantification des endotoxines 

dans nos trois échantillons de PM2,5 aux concentrations 

de 10 μg, 50 μg et 100 µg de PM2,5 en suspension dans 

30 μL de PBS, montrent une concentration en 

endotoxines par mL, exprimée en FC, en moyenne égale 

à 10,36 ; 15,32 et 34,47, respectivement (figure 28).  

 

II. MESURE DU POTENTIEL OXYDANT DES PM2,5 

 La figure 29 présente les résultats de la mesure du potentiel oxydant intrinsèque 

des particules fines par les tests du DTT (figure 29a), du CM-H2DCFDA (figure 29b), 

du glutathion (figure 29c) et de l’acide ascorbique (figure 29d).  

 

  

 Les résultats obtenus avec le test du DTT montrent une déplétion progressive 

et significative du DTT présent dans les échantillons avec la dose testée, jusqu’à 

parvenir à un FC seuil de 0,1 qui est atteint dès la dose de 50 μg/mL de particules. 

Une augmentation significative de l’oxydation de la sonde CM-H2DCFDA est observée 

en présence de particules comparativement au contrôle, atteignant un FC moyen qui 

ne varie que très peu avec la dose testée du fait d’un phénomène de saturation : 4,35 ; 

3,72 ; 4,47 avec les doses de 10 µg/mL, 50 µg/mL et 100 µg/mL de particules, 

respectivement. Les données obtenues par le test du glutathion montrent, quant à 

elles, une augmentation significative et progressive du ratio GSSG/GSH avec la dose 

testée, jusqu’à atteindre un niveau de saturation aux alentours de 300. Enfin, les 

résultats du test de l’acide ascorbique montrent une augmentation significative et 

progressive de la consommation en ions ascorbate par les particules au sein des 

échantillons. Cet effet est d’autant plus important que la dose étudiée est élevée.  

 

Figure 28 : Quantification des endotoxines dans les 
PM2,5.  

FC = Fold change, (n = 3 ; p ≤ 0,05* vs contrôle). 

 

Figure 29 : Étude du potentiel oxydant des PM2,5 par les tests du DTT (a), du CM-H2DCFDA (b), du glutathion (c) et de l'acide ascorbique (d). 
FC = Fold change, (n = 3, p ≤ 0,05* vs contrôle). 
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III. DÉROULEMENT DU PROTOCOLE D’EXPOSITION DES SOURIS 
 Les expérimentations animales nécessaires à l’exécution de ce projet de 

recherche se sont inscrites en conformité avec la Directive 2010/63/UE du Parlement 

Européen et du Conseil du 22 septembre 2010, relative à la protection des animaux 

utilisés à des fins scientifiques et la charte nationale portant sur l’éthique de 

l’expérimentation animale et avec la règle des 3R (Remplacer, Réduire, Raffiner). 

L’ensemble du protocole s’est déroulé dans des conditions optimales en veillant 

quotidiennement au bien-être animal. Une surveillance quotidienne des points limites 

préalablement établis ainsi qu’une mesure hebdomadaire du poids des animaux furent 

réalisées (figure 30). Les résultats obtenus montrent que durant le protocole 

d’exposition subchronique, la prise des poids des animaux était homogène. Une 

stagnation pondérale des souris exposées est cependant observée lors de la période 

de recouvrement, tandis que les souris du groupe contrôle continuent quant à elles de 

prendre du poids. Aucun des points limites initialement choisis (i.e., perte de poids 

rapide ; longue période de perte de poids conduisant à un état d’amaigrissement ; 

déficience respiratoire avérée ; présence de larges plaques d’alopécie provoquées par 

la maladie ; apparence avec poil hérissé, dos rond, abdomen distendu ou léthargie ; 

paralysie ; saignement par un des orifices ; automutilations persistantes ; lésions 

interférant avec l’abreuvement ou la prise de nourriture ; diarrhée associé ou si le signe 

est prolongé ) n’a néanmoins été franchis.  

 

 

 

 

 

IV. ÉTUDE DU STRESS OXYDANT 

1) Étude des défenses antioxydantes 

a) La voie de signalisation NRF2 

i. Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription Nrf2 

 

 La figure 31 présente les résultats obtenus pour l’étude de la capacité de liaison 

à l’ADN du facteur de transcription NRF2 par la méthode TransAM. Une exposition 

aiguë à une faible dose de 10 μg de PM2,5 induit une augmentation significative de la 

capacité de liaison de NRF2 à l’ADN par rapport aux contrôles. Cette augmentation 

Figure 30 : Courbes de suivis de poids des souris. 
 (1M = souris exposées 28 jours, 1MR = souris exposées 28 jours avec une période de recouvrement de 2 mois, n = 57). 
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est d’autant plus importante que la dose testée est élevée. Cette capacité de liaison 

augmente encore jusqu'à 28 jours d’exposition et reste même visible, dans une 

moindre mesure, 2 mois après la dernière exposition aux particules.  

 

ii. Étude de l’expression génique de NRF2 et de ses gènes cibles  

  

 Les niveaux d’expression du gène NRF2 et de certains des gènes cibles sous 

sa dépendance (GPX1, HMOX1, KEAP1, NF2I2, NQO1, SOD1 et TXN1) ont été 

mesurés par RT-qPCR dans les poumons des souris exposées aux PM2,5 (figure 32). 

 

 Dans un premier temps, les résultats obtenus pour NRF2 montrent qu’une 

exposition aiguë aux PM2,5 induit une augmentation significative de son expression 

dès la dose de 10 μg. Son expression génique croît encore jusqu’à 28 jours 

d’exposition et reste visible deux mois après la dernière exposition.  

 

 Dans un second temps, pour l’ensemble des gènes cibles de NRF2 à 

l’exception d’HMOX1, une exposition aiguë à une faible dose de 10 μg de PM2,5 induit 

une augmentation significative de leur expression par rapport aux groupes contrôles. 

Cette dernière est d’autant plus marquée que la dose testée est élevée sauf pour 

KEAP1 pour lequel seule la dose de 10 μg a un effet significatif. Cette expression croît 

encore jusqu'à 28 jours d’exposition pour les gènes GPX1, HMOX1, NQO1 et SOD1, 

et reste visible 2 mois après la dernière exposition pour l’ensemble des gènes étudiés 

exception faite de KEAP1. 

Figure 31 : Mesure de la capacité de liaison à l'ADN du facteur de transcription NRF2. 
 (FC = Fold Change, 1M = 28 jours d’exposition, 1MR = 28 jours d’exposition + recouvrement, n = 6/groupe, p ≤ 0,01** vs Contrôles) 
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Figure 32 : Différentiel d'expression génique de NRF2 et des gènes 
et de ses gènes cibles entre les groupes exposées aux PM2,5 et 

contrôles. 
(GPX1 = Glutathione peroxidase 1, HMOX1 = Hème Oxygenase 1, 
KEAP1 = Kelch-like ECH-associated protein 1, NQO1 = NAD(P)H 
Quinone Dehydrogenase 1, NRF2 = Nuclear Factor Erythroid-2-

Related Factor 2, SOD1 = Superoxide Dismutase 1, TXN1 = 
Thioredoxin, 1M = 28 jours d’exposition, 1MR = 28 jours 

d’exposition + recouvrement), (n = 6/groupe ; p ≤ 0,05*, p ≤ 
0,01** vs contrôles). 
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iii. Analyse d’activités enzymatiques (CAT et SOD) 

 

 La figure 33 présente les résultats obtenus pour la mesure de l’activité des 

enzymes antioxydantes, CAT et SOD, pour lesquelles codent les gènes cibles du 

facteur de transcription NRF2. Une exposition aiguë à faible dose de 10 µg de PM2,5 

induit une augmentation significative de l’activité de la SOD, tandis qu’une dose plus 

élevée de 50 µg de PM2,5 est nécessaire pour la catalase. Cet effet est d’autant plus 

important avec la dose de 100 µg de particules. De manière surprenante, l’activité de 

ces enzymes diminue après 28 jours d’exposition. Enfin, une élévation est toujours 

visible deux mois après l’arrêt des expositions.  

 

b) Étude de l’altération de l’homéostasie du glutathion 

i. Mesure du ratio GSSG/GSH 

 

 La figure 34 présente les résultats 

obtenus pour la mesure du ratio 

GSSG/GSH chez les groupes exposés 

et témoins. Quelles que soient la dose 

testée et la durée d’exposition aux PM2,5, 

une augmentation significative du ratio 

GSSG/GSH est observée par rapport 

aux contrôles. Ce ratio est d’autant plus 

important que la dose étudiée est 

élevée. Cet effet est également observé 

suite à une exposition subchronique de 

28 jours et reste visible 2 mois après la 

dernière exposition aux PM2,5. 

 

 

 

Figure 33 : Mesure de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) et de la Superoxyde Dismutase (SOD) chez les souris exposées et contrôles. 
 (FC = Fold Change, 1M = 28 jours d’exposition, 1MR = 28 jours d’exposition + recouvrement ; n = 6/groupe ; p ≤ 0,05*, p ≤ 0,01** vs 

Contrôles). 

Figure 34 : Mesure du ratio GSSG/GSH chez les groupes 
exposés et contrôles.  

(FC = Fold Change, 1M = 28 jours d’exposition, 1MR = 28 
jours d’exposition + recouvrement ; n = 6/groupe ;  

p ≤ 0,01** vs Contrôles). 
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ii. Analyse d’activités enzymatiques (GPx et GR) 

 

 La figure 35 présente les résultats obtenus pour la mesure de l’activité des 

enzymes antioxydantes, GPx et GR, pour lesquelles codent les gènes cibles du facteur 

de transcription NRF2. Une exposition aiguë à une dose de 50 µg de PM2,5 induit une 

augmentation significative de l’activité de ces enzymes. Cette dernière est d’autant 

plus importante avec la dose de 100 µg de PM2,5. À la suite d’une exposition 

subchronique, cette augmentation continue de croître et reste visible deux mois après 

cessation des expositions, dans une moindre mesure.  

2) Recherche de lésions oxydatives  

 La Figure 36 présente les résultats obtenus pour la recherche de lésions 

oxydatives au niveau de l’ADN, des protéines et des lipides (i.e, 8-OHdG, Prot-CO, 4-

HNE et 8-IsoP).  

Figure 35 : Mesure de l'activité enzymatique de Glutathion Peroxydase (GPx) et de la Glutathion Réductase (GR) chez les souris exposées et contrôles. 
(FC = Fold Change, 1M = 28 jours d’exposition, 1MR = 28 jours d’exposition + recouvrement ; n = 6/groupe ; p ≤ 0,01** vs Contrôles). 

Figure 36 : Recherche de lésions oxydatives chez les souris exposées et contrôles. 
 (PROT-CO = protéines carbonylées, 4-HNE = 4-Hydroxynonénal, 8-IsoP = 8-Isoprostaglandin F2α, 8-OHdG = 8-oxo-2'-désoxyguanosine, 

1M = 28 jours d'exposition, 1MR = 28 jours d'exposition + recouvrement ; n = 6/groupe ; p ≤ 0,05*, p ≤ 0,01** vs Contrôles). 
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 À la suite d’une exposition aiguë à une dose de 10 µg de PM2,5, une 

augmentation significative des protéines carbonylées peut être observée, tandis qu’il 

faut attendre d’employer la dose de 50 µg pour le 8-OHdG et une dose encore plus 

importante de 100 µg pour les marqueurs de peroxydation lipidique 4-HNE et 8-IsoP. 

Cette augmentation continue de croître jusqu’à 28 jours d’exposition et reste 

significativement visible deux mois après la dernière exposition pour l’ensemble des 

paramètres étudiés. 

V. ÉTUDE DE L’INFLAMMATION 

1) Numération cellulaire du LBA 

 

 La figure 37 présente les résultats obtenus pour le comptage cellulaire dans le 

LBA des souris.  

 

 À la suite d’une exposition aiguë, les LBA présentent un nombre total de cellules 

significativement augmenté dès la dose de 50 µg de PM2,5 par rapport au groupe 

témoin. Il en est de même pour le nombre de PNN et de lymphocytes alvéolaires. Le 

nombre de macrophages n’est quant à lui augmenté qu’à partir de 100 µg de PM2,5. 

L’ensemble de ces paramètres continue de croître jusqu’à 28 jours d’exposition et 

reste nettement augmenté deux mois après la dernière exposition.  

 

 

Figure 37 :  Numération cellulaire des LBA des souris exposées aux PM2,5 et contrôles après 24h, 28 jours ou 28 jours d’exposition + recouvrement.  
 Cellularité totale du LBA, nombres totaux de macrophages, de polynucléaires neutrophiles et de lymphocytes dans le LBA ;  

(p ≤ 0,05*, p ≤ 0,01** vs Contrôle). 
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2) Analyses histologiques des tissus pulmonaires 

 Des marquages immunohistochimiques ont été réalisés à l’aide des anticorps 

anti-DMBT1 (figure 38 a et b) et anti-Ki-67 (figure 38 b et d) sur les coupes 

histologiques pulmonaires des souris contrôles ou des souris exposées durant 28 jours 

aux PM2,5. Le marquage spécifique de la protéine DMBT1 montre une expression 

cytoplasmique plus importante au niveau péribronchique et alvéolaire chez les souris 

exposées pendant 28 jours aux particules (figure 38 b), en comparaison avec celle 

observée dans les tissus pulmonaires des souris contrôles (figure 38 a). De même, les 

figures 38 c et d montrent que l’expression nucléaire de la protéine Ki-67 est plus 

marquée dans le tissu péribronchique et le parenchyme des souris exposées pendant 

28 jours aux particules (figure 38 d), en comparaison avec celle observée dans les 

tissus pulmonaires des souris contrôles (figure 38 c). 

 

 Afin d’avoir une meilleure évaluation des niveaux d’expression de ces deux 

protéines dans les coupes histologiques pulmonaires, des comptages des cellules 

pulmonaires respectivement marquées par les anticorps anti-DMBT1 (figure 39) et 

anti-Ki-67 (figure 40) ont été réalisés en aveugle, chez les souris contrôles et les souris 

exposées durant 28 jours aux PM2,5 avec et sans période de recouvrement. 

 À la suite d’une exposition subchronique aux PM2,5, une augmentation 

significative du nombre de cellules bronchiques exprimant la protéine DMBT1 dans 

leur cytoplasme est rapportée avec, en moyenne, une évolution passant de 1,38 chez 

les souris contrôles à 3 chez les souris exposées aux PM2,5 (figure 39a). Il en est de 

même pour le nombre de cellules alvéolaires montrant une expression cytoplasmique 

Figure 38: Marquage immunohistochimique de coupes histologiques pulmonaires de souris contrôles (a et c) et 
exposées durant 28 jours (b et d), avec l’anticorps DMBT1 (a et b) et Ki-67 (c et d), en marron (grossissement x200). 
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de la protéine DMBT1 avec en moyenne un accroissement de 1,25 chez les souris 

contrôles à 3,25 chez les souris exposées de manière subchronique (figure 39a). Deux 

mois après cessation des expositions, une persistance de cette augmentation est 

constatée avec une évolution passant, au niveau alvéolaire, de 1,375 chez les souris 

contrôles à 3,25 chez les souris exposées et de 1,5 à 3,125 au niveau bronchiolaire 

(figure 39b).  

 

 Des profils similaires d’expression de la protéine nucléaire Ki-67 sont observés 

au niveau bronchique et alvéolaire (figure 40). L’augmentation significative de cette 

protéine nucléaire, observée au niveau bronchique, provoque une évolution du nombre 

moyen de cellules marquées de 2,38 % chez les souris contrôles à 3,88 % chez les 

souris exposées pendant 28 jours aux PM2,5. Au niveau parenchymateux, le nombre 

moyen de cellules exprimant la protéine Ki-67 évolue de 3 % chez les souris contrôles 

à 5 % chez les souris exposées de manière subchronique (figure 40a). De manière 

intéressante, cette augmentation est amplifiée à la suite de la période de 

recouvrement, passant au niveau des bronchioles, de 2,75 % chez les souris contrôles 

à 5% chez les souris ayant été exposées, et de 3,75 % à 5,875 % au niveau 

parenchymateux (figure 40b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Comptages cellulaires de cellules pulmonaires marquées au Ki-67, exprimés en %, chez les souris contrôles et exposées 
pendant 28 jours avec (b) ou sans (a) période de recouvrement (p ≤ 0,01** ; p ≤ 0,001*** vs Contrôles). 

Figure 39 : Comptages cellulaires de cellules pulmonaires marquées au DMBT1, sur une échelle de 1 à 4, chez les souris contrôles et 
exposées pendant 28 jours avec (b) ou sans (a) période de recouvrement (p ≤ 0,01** ; p ≤ 0,001*** vs Contrôles). 
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3) Mesure de l’activité de fixation à l’ADN du facteur de transcription NFκB  

 

La figure 41 présente les résultats obtenus pour l’étude de la capacité de liaison 

à l’ADN de deux des sous unités du facteur de transcription NFκB, p52 et p65, par la 

méthode TransAM. Il est observé qu’une exposition aiguë (24h) à une faible dose de 

10 μg de particules fines induit une augmentation significative de la capacité de liaison 

à l’ADN de ces deux sous-unités par rapport aux groupes contrôles. Cette 

augmentation croît avec la dose testée quelle que soit la sous-unité étudiée lors d’une 

exposition aiguë. Celle-ci est néanmoins plus marquée avec la sous-unité p65. Cette 

capacité de fixation augmente encore jusqu'à 28 jours (1M) mais n’est plus visible deux 

mois après la dernière exposition aux particules (1MR).  

 

4) Dosage des cytokines (Luminex)  

 

 Les niveaux d’expression de 12 cytokines (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, 

GMCSF, Kc, MCP1, MIP1α, MIP1β, RANTES, TNFα) ont été mesurés dans les 

poumons des souris à l’aide de la technologie Luminex (figure 42). 

 

 

 

Figure 41 : Mesure de la capacité de liaison à l'ADN des sous-unités p52 et p65 du facteur de transcription NFκB.  
(FC = Fold Change, 1M = 28 jours d’exposition, 1MR = 28 jours d’exposition + recouvrement ; n = 6/groupe ; p ≤ 0,01** vs Contrôles). 



 

76 
 

Figure 42 : Mesure de l'expression de 12 cytokines. 
GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor), IL-1β (interleukine 1β), IL-6 (interleukine 6), IL-10 (interleukine 10), 

IL-13 (interleukine 13), IL-17A (interleukine 17A), Kc (keratinocytes-derived chemokine), MCP-1 (monocyte chemoattractant 
protein 1), MIP1α (mouse macrophage inflammatory protein 1 alpha), MIP1β (mouse macrophage inflammatory protein 1 

beta), RANTES (chemokine ligand 5) et TNF- α (tumor necrosis factor- α) ; (1M = 28 jours d'exposition, 1MR = 28 jours 
d'exposition + recouvrement) ; (n = 6/groupe ; p ≤ 0,05*, p ≤ 0,01** vs Contrôles). 
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 Il est possible d’observer qu’une exposition aigue (24h) à une faible dose de 10 

µg de particules induit une augmentation significative de l’expression de ces cytokines 

à l’exception d’IL-13, IL-17A, MIP1α et RANTES. Cette augmentation croît avec la 

dose testée quelle que soit la cytokine étudiée. Leurs expressions augmentent encore 

jusqu'à 28 jours (1M) et restent, dans une moindre mesure, visibles deux mois après 

la dernière exposition aux particules (1MR) sauf pour IL-1β et GMCSF.  

 

VI. ÉTUDE DU TRANSCRIPTOME 

1) Analyse des ARN messagers 

 La figure 43 présente les résultats obtenus pour l’étude des profils d’expression 

pulmonaire des ARNm réalisée par microarrays, dont le FC était inférieur à 0,5 (down-

régulé) ou supérieur à 2 (up-régulé) par rapport aux groupes contrôles. Cette 

technique permet d’effectuer une analyse pangénomique et sans à priori des 

modifications transcriptomiques pulmonaires potentiellement induites par les différents 

protocoles d’exposition. À la suite d’une exposition aiguë aux PM2,5, 28 ARNm (i.e., 

16 up et 12 down-régulés) sont retrouvés comme étant significativement dérégulés par 

rapport au groupe contrôle. Ce nombre est d’autant plus important à la suite d’une 

exposition subchronique, atteignant un total de 85 ARNm différentiellement exprimés 

(i.e., 81 up et 4 down-régulés). Deux mois après l’arrêt des expositions, 33 miARN 

sont toujours dérégulés (28 up et 5 down-régulés).  

 Le tableau 3 et le diagramme de Venn exposé dans la figure 44 présentent les 

gènes (ARNm) spécifiques et communs aux différents protocoles d’exposition. Ce 

dernier permet de mettre en évidence deux gènes dérégulés communs à l’ensemble 

des groupes d’exposition, DMBT1 et NR1D1, respectivement impliqués dans 

l’inflammation et le rythme circadien. De plus, la majorité des gènes dérégulés à la 

suite d’une exposition subchronique avec période de recouvrement (1MR) le sont 

également à la suite d’une exposition subchronique classique (1M) tandis qu’un seul 

gène n'est commun avec le groupe exposé de manière aiguë. 
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 Afin d’identifier les voies de signalisation et les mécanismes dans lesquels ces 

gènes différentiellement exprimés sont impliqués, une analyse bioinformatique par le 

logiciel IPA (« Ingenuity Pathway Analysis ») a ensuite été réalisée. Cette analyse 

fonctionnelle a ainsi permis d’observer que ces altérations transcriptomiques, induites 

à la suite d’une exposition aiguë et d’autant plus à la suite d’une exposition 

subchronique, sont capables d’induire ou d’exacerber une inflammation pulmonaire, 

par activation de gènes impliqués dans le mouvement cellulaire et le trafic de cellules 

immunitaires (e.g, CCL2, CCL9, CCL17) ainsi que dans la réponse inflammatoire (e.g, 

SAA1, SAA2, DMBT1, IL-6, IL-12) (tableau 4).  

 

Figure 44 : Diagramme de Venn présentant le 
nombre d’ARNm dérégulés spécifiques et communs 

entre les différents protocoles d’exposition.  
(1M = 28 jours d’exposition, 1 MR = 28 jours 

d’exposition + recouvrement). 

Figure 43 : Nombre d’ARNm pulmonaires dérégulés chez les souris 
exposées aux PM2,5 par rapport aux souris contrôles. 

(1M = 28 jours d’exposition, 1 MR = 28 jours d’exposition + 
recouvrement) ; (surexpression : FC ≥ 2 ; sous-expression : FC ≤ 0,5). 

Tableau 3 : Identification des gènes dérégulés en fonction du protocole d'exposition aux PM2,5. 
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Tableau 4 : Principales fonctions cellulaires et moléculaires identifiées par le logiciel IPA, chez les souris exposées 28 

jours aux PM2,5. 

 P-value Nombre de molécules 

Réponse inflammatoire 4,22.10-3 – 5,84.10-16 43 

Trafic de cellules immunitaires 4,22.10-3 - 5,91.10-17 32 

Mouvement cellulaire 4,22.10-3 - 5,91.10-17 31 

 

 Deux mois après l’arrêt des expositions, les gènes différentiellement exprimés 

sont quant à eux, plutôt impliqués dans le développement, la croissance et la 

prolifération cellulaires (e.g, AGR2, FOSB), de même que dans le cancer (e.g, 

REG3G, TFF1/2), et donc susceptibles d’induire un remodelage tissulaire et un cancer 

pulmonaire (tableau 5). 

 

Tableau 5 : Principales fonctions cellulaires et moléculaires identifiées par le logiciel IPA, chez les souris exposées 28 

jours aux PM2,5, suivie d'une période de recouvrement de 2 mois. 

 P-value Nombre de molécules 

Réponse inflammatoire 3,42.10-2 – 6,65.10-4 12 

Développement cellulaire 4,52.10-2 - 1,35.10-3 11 

Cancer 4,26.10-2 - 5,70.10-4 8 

  

 À partir de cette analyse bio-informatique, une liste d’ARNm d’intérêt 

significativement dérégulés à la suite des expositions aux PM2,5 (i.e, down-régulés : 

FC ≤ 0,5 ; up-régulés : FC ≥ 2) et impliqués dans l’inflammation et la réponse 

immunitaire a pu être identifiée. Bien qu’offrant une capacité inédite d’analyse 

d’expression, la technologie par microarrays procure une qualité des données variable 

qui s’explique par son haut débit d’analyse. C’est pourquoi, il est nécessaire de valider 

les résultats obtenus par la technique de Rt-qPCR en temps réel qui présente une bien 

que plus grande sensibilité.  Ainsi, l’expression des gènes d’intérêt identifiés (i.e., 

DMBT1, LCN2, SAA1, SAA2, SAA3, CLCL5, SCGB3A1, TFF1, TFF2, TIMP1, AGR2, 

CAPN9, CCL4, CCL17, CCL2, CCL8, CCL7, TNFRSF9, CTSK, CXCL10, CXCL3, 

CXCL9, CYP1A1, CYP1B1, FCGBP, MMP12, MUC5AC, MUC5B et REG3G) a été 

quantifiée par RT-qPCR et une comparaison des résultats a été effectuée. La figure 45 

présente la corrélation des résultats obtenus par MicroArray et par Rt-qPCR. Pour 

l’ensemble des modalités d’exposition, le R2 tend vers 1, suggérant que les valeurs 

obtenues par l’intermédiaire des 2 méthodes sont proches. 
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2) Analyse des miARN 

 

 La figure 46 présente les résultats obtenus pour l’étude des profils d’expression 

pulmonaire de 754 miARN réalisée par OpenArrays, dont le FC est inférieur à 0,5 

(down-régulé) ou supérieur à 2 (up-régulé) par rapport aux groupes contrôles. À la 

suite d’une exposition aiguë aux PM2,5, 7 miARN (i.e., 2 up et 5 down-régulés) sont 

retrouvés comme étant significativement dérégulés par rapport au groupe contrôle. Ce 

nombre est d’autant plus important à la suite d’une exposition subchronique, atteignant 

un total de 27 miARN différentiellement exprimés (i.e., 26 up et 1 down-régulés). Deux 

mois après l’arrêt des expositions, 7 miARN sont toujours dérégulés (3 up et 4 down-

régulés).   
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Figure 45 : Corrélation des résultats obtenus par MicroArray et Rt-qPCR 
 (FC = Fold change, 1M = 28 jours d'exposition, 1MR = 28 jours d'exposition + recouvrement). 
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 Le tableau 6 et la figure 47 présentent les miARN spécifiques et communs aux 

différents protocoles d’exposition. Seul le miARN 23a est commun aux protocoles 

d’exposition aiguë (24h) et subchronique (1M). Le protocole d’exposition subchronique 

avec période de recouvrement (1MR) ne présente, quant à lui, aucun miARN en 

commun avec les autres types de protocoles d’exposition.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Nombre de miARN pulmonaires dérégulés chez les 
souris exposées aux PM2,5 par rapport aux souris contrôles. (1M = 

28 jours d’exposition, 1 MR = 28 jours d’exposition + 
recouvrement) ; (surexpression : FC ≥ 2 ; sous-expression : FC ≤ 

0,5). 

 

 

Figure 47 : Diagramme de Venn présentant le 
nombre de miARN dérégulés spécifiques et 

communs entre les différents protocoles 
d’exposition. (1M = 28 jours d’exposition, 1 MR 

= 28 jours d’exposition + recouvrement). 

 

Tableau 6 : Identification des miARN dérégulés en fonction du protocole d'exposition aux PM2,5. 
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PARTIE IV : DISCUSSION 

 À l’heure actuelle, les résultats de nombreuses études expérimentales et 

épidémiologiques ont identifié le rôle clé joué par la fraction particulaire et plus 

particulièrement par les particules fines dans l’impact sanitaire de la pollution 

atmosphérique. Néanmoins, les mécanismes physiopathologiques par lesquels elles 

induisent leur toxicité restent encore mal élucidés. Des recherches sur les effets des 

PM2,5, en relation avec leurs caractéristiques physico-chimiques et leurs sources, sont 

donc nécessaires à l’amélioration des connaissances scientifiques et à l’adaptation 

des mesures de prévention actuellement en vigueur. C’est pourquoi, l’objectif de ce 

projet de recherche visait à étudier les mécanismes de toxicité des PM2,5 ainsi que leur 

éventuelle persistance après arrêt des expositions, par utilisation d’un modèle murin 

exposé à différentes doses de PM2,5 (0, 10, 50 ou 100 µg/30 µL de PBS) à raison de 3 

instillations intranasales par semaine durant 24 heures ou 28 jours, suivis ou non, 

d’une période de recouvrement de deux mois. 

 Dans le cadre de ce travail, le choix du modèle s’est porté sur des souris A/J 

mâles puisqu’il s’agit d’un modèle très fréquemment utilisé dans les études de toxicité 

pulmonaire, notamment de cancérogénèse, de divers xénobiotiques (e.g., fumée de 

cigarette, matières particulaires, médicaments) et présentant une sensibilité accrue 

aux tumeurs pulmonaires chimiquement induites par des mutations de l’oncogène K-

ras (128). Des souris exclusivement de sexe mâle ont été choisies, permettant d’éviter 

l’influence du cycle hormonal retrouvé de façon plus prononcée chez la femelle. 

Néanmoins, ce choix est critiquable puisqu’on sait dorénavant qu’il existe une 

influence du genre dans l’impact sanitaire des polluants atmosphériques (129–131). Il 

serait ainsi judicieux de valider les résultats obtenus chez des souris femelles. Un 

nombre de six souris par groupe a été utilisé, ce qui semble être un compromis 

acceptable entre le respect de la règle des 3 R (« Réduire, Remplacer et Raffiner ») 

et la puissance statistique nécessaire à la mise en évidence des différences 

significatives. 

Lors du protocole d’exposition aiguë, ces souris ont été exposé à des doses 

croissantes de PM2,5 afin de s’assurer que la dose à utiliser pour le protocole 

d’exposition subchronique n’induirait pas une toxicité trop importante. Les 

observations réalisées à l’issue de ce protocole ont ainsi suggéré d’utiliser la dose la 

plus faible de 10 μg de PM2,5/30 μL de PBS, qui, d’après la littérature, s’avère 

également être la dose la plus faible utilisée dans ce type d’étude toxicologique. Cette 

dernière présente un autre aspect intéressant puisqu’elle constitue une dose réaliste 

et représentative du niveau d’exposition des personnes habitants dans les villes 

polluées lors des pics de pollution. En effet, la fréquence respiratoire de la souris étant 

en moyenne de 50 mL/min, une exposition à 10 μg de PM2,5 se rapprocherait d’une 

exposition ambiante à une concentration de particules d'environ 139 μg/m3 d'air 

pendant 24h, ce qui pourrait correspondre approximativement à la concentration en 

PM2,5 lors d'un pic de pollution en France, selon le réseau régional de surveillance de 

la qualité de l'air « Atmo Hauts-de-France » (132,133). Or, ces pics de pollution sont 

assez récurrents dans les Hauts de France, puisqu’en 2020, 28 jours d’épisodes de 

pollution aux PM10 avaient été enregistrés, dont 13 jours dépassant le seuil 
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d’information et de recommandation fixé à 50 µg/m3, 14 jours d’alerte sur persistance 

(i.e., dépassement du niveau d’information et de recommandation pendant plusieurs 

jours), et un jour dépassant le seuil d’alerte journalier français de 80 µg/m3 (134). De 

plus, il s’agit d’une concentration observable lors d’événements ponctuels tels que les 

incendies de forêt, comme constaté en 2009 à Marseille lors d’un feu de végétation 

durant lequel l’une des stations de surveillance de la qualité de l’air avait mesuré une 

concentration en PM10 passer de 52 µg/m3 en moyenne avant l’incendie à 158 µg/m3 

en moyenne durant l’incendie, atteignant une concentration horaire maximale de 302 

µg/m3 (135). Bien que plutôt rare en Europe, cette concentration de 139 µg/m3 est 

régulièrement dépassée en Chine, atteignant jusqu’à 400 µg/m3 à Pékin de manière 

récurrente (136,137). En janvier 2013, Pékin avait d’ailleurs enregistré son record de 

pollution avec 993 µm de PM2,5/m3, représentant plus de 60 fois le seuil recommandé 

par l’OMS (136,138,139).  

 Lors du protocole d’exposition subchronique, les souris adultes alors âgées de 

12 semaines, ont été exposées durant 28 jours aux particules, ce qui correspond à 

une exposition d’environ 3 ans chez l’Homme. Cette durée d’exposition permet donc 

d’avoir un rationnel avec les expositions quotidiennes des personnes habitant les villes 

polluées. Cette période a été suivie, ou non, d’une période de recouvrement c’est-à-

dire une période durant laquelle les souris n’ont plus été exposées aux particules. 

Ainsi, le caractère novateur de ce projet repose sur l’utilisation de différents protocoles 

d’exposition et notamment sur la période de recouvrement de deux mois, présumée 

être suffisante pour permettre l’élimination des PM2,5 et/ou l’apparition de lésions 

tissulaires. Elle permet ainsi la génération de nouvelles données sur l’éventuelle 

persistance des effets nocifs des particules mais aussi sur la possible rétention de ces 

dernières au sein de l’appareil respiratoire. De plus, les études comportant une période 

de recouvrement sont encore relativement rares à ce jour, d’autant plus avec une 

durée aussi longue. Ces expositions se sont faites par instillations intranasales, à 

raison de 3 instillations par semaine lors du protocole d’exposition subchronique, en 

prenant soin d’alterner entre chaque narine. Cette technique, non-invasive et indolore, 

présente de nombreux avantages dont celui de réduire l’exposition systémique des 

animaux, en ciblant l’appareil pulmonaire. Bien plus naturelle que le recours aux 

instillations intratrachéales, cette méthode ne nécessite pas de contentions de l’animal 

et permet ainsi de limiter le stress de ce dernier. Elle permet également une distribution 

pulmonaire homogène des particules puisqu’elles parcourent l’arbre respiratoire dans 

son ensemble, depuis le nez jusqu’aux poumons, contrairement à l’exposition 

intratrachéale (140,141). L’anesthésie légère et non invasive employée offre la 

possibilité d’utiliser cette technique de façon répétée, permettant une exposition à long 

terme des animaux. De plus, il s’agit d’un procédé fréquemment utilisé dans le cadre 

des études toxicologiques portant sur les PM (142–144). Comme toute méthode 

d’exposition, cette technique présente aussi des inconvénients. En effet, ce modèle 

d’exposition affecterait la distribution des PM en fonction de leur Dae et ne refléterait 

pas réellement les interactions des PM avec le système respiratoire, contrairement à 

l’exposition contrôlée par inhalation directe d’aérosols (i.e., technique dites “nose-

only”) (145). Bien qu’étant la méthode d’exposition la plus réaliste, cette dernière 

nécessite des quantités importantes de PM environnementales dont l’accès est très 

limité, ne rendant pas cela possible dans le cadre de ce projet. C’est pourquoi le mode 
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d’exposition par instillations intranasales a été jugé comme étant le plus adapté ici. 

Après avoir défini avec précision les doses, le modèle murin et le protocole d’exposition 

à employer, les prélèvements particulaires journaliers ont pu être initiés. 

 Les PM2,5 utilisées dans le cadre de ce projet ont été prélevées dans le centre 

de Lille, en secteur résidentiel et tertiaire, à proximité de grands axes routiers dont la 

N356 et la D941 et des gares Lille Flandres et Lille Europe. Ces conditions les rendent 

susceptibles d’être soumises à différentes sources d’émission locales ou régionales, 

notamment d’origines industrielle, urbaine et routière. La collection de ces particules a 

été effectuée durant la période hivernale 2013/2014, période sujette aux variations 

météorologiques durant laquelle le chauffage domestique fonctionnait 

quotidiennement. Les analyses physico-chimiques réalisées par l’IMT ont permis de 

caractériser les profils de sources spécifiques de la zone, qui révèlent 8 sources 

potentielles d’émissions (i.e., aérosols inorganiques secondaires, AIS : 37,8%, 

combustion biomasse : 20,6%, trafic automobile : 14,7%, combustion charbon : 8,7%, 

resuspension du sol : 8,1%, ferroviaire : 5,3%, marin : 4,8% et métallurgie : 0,1%). La 

source des AIS est en relation avec les sources longue distance du Nord et Est de 

l’Europe. Il ressort de cette étude statistique que 6 sources sur les 8 identifiées sur la 

période considérée sont majoritairement issues de sources locales, en moyenne 

57,4% de la masse des PM2,5 lors de ces campagnes. Il est donc pertinent de 

considérer ces PM2,5 comme représentatives de la pollution particulaire impactant la 

santé des habitants de Lille. La composition chimique de ces particules conditionnant 

leur toxicité, une identification précise des différents composants de ces dernières 

s’est avérée indispensable à la compréhension de leurs mécanismes d’action toxique.  

 Ces analyses physico-chimiques ont ainsi permis de confirmer le caractère 

urbain de ces particules, notamment par la présence importante de composés 

organiques et aromatiques et de métaux de transition. La concentration de ces 

derniers est en accord avec ce qui a pu être mesuré dans d’autres grandes villes de 

la région Hauts de France, notamment à Dunkerque (146,147). Cette composition 

complexe des PM conditionne leur toxicité et présente une forte hétérogénéité 

puisqu’elle peut être influencée par différents facteurs environnementaux comprenant 

la source d’émission, les conditions atmosphériques ou la localisation, et des facteurs 

physico-chimiques comprenant leur capacité à absorber les HAP et les COV, la taille 

et la morphologie des particules qui influencent notamment leur niveau de pénétration 

dans l’arbre bronchique ainsi que leurs interactions avec d’autres composants de l’air, 

pouvant être à l’origine de nouveaux composés toxiques (148–150).  Pourtant, cette 

composition physico-chimique des particules n’est pas prise en compte dans la 

réglementation des PM2,5 à l’heure actuelle, celle-ci ne retenant que la masse et le 

nombre des particules. Afin de ne pas négliger cet aspect au cours de ce projet, il a 

ainsi été décidé d’étudier le potentiel oxydant des particules.  

 La mesure du potentiel oxydant des PM, qui correspond à la capacité des 

différents composés des PM à générer des ERO et/ou à oxyder les molécules 

antioxydantes, est employée de plus en plus fréquemment dans les études de 

toxicologie cherchant à étudier le stress oxydant. Dans le cadre de ce projet, quatre 

tests acellulaires ont été réalisés (i.e., DTT, CM-H2DCFDA, GSSG/GSH et AA) dont 

les résultats obtenus suggèrent un fort potentiel oxydant intrinsèque des PM2,5, 
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proportionnel à la dose testée. Ce pouvoir oxydant des PM2,5 pourrait s’expliquer par 

les constituants chimiques majoritaires composant ces dernières, à savoir les ions 

inorganiques secondaires (i.e, NO3
-, SO4

2- , NH4
+), les métaux de transition (e.g, Fe, 

Cu, Mn) et la fraction carbonée organique, connus pour participer activement au 

potentiel oxydant des PM. L’étude de la littérature montre la complémentarité des tests 

employés et la nécessité de les combiner afin de prendre en considération l’ensemble 

des espèces susceptibles de contribuer au potentiel oxydant des PM et la diversité de 

leurs sources d’émission (151–154). En effet, la sensibilité de chacun de ces tests à 

l’égard des ERO est variable. Ainsi, l’AA et le DTT seraient principalement sensibles 

aux métaux de transition et aux espèces organiques oxygénées telles que les 

quinones tandis que le CM-H2DCFDA ne détecterait que certains types d’ERO, à 

savoir les radicaux nitryle (°NO2), hydroxyle (°OH), aloxyle (RO°), peroxyle (ROO°), le 

peroxynitrite (ONOO−) et les peroxydes (155–158). Le GSH, quant à lui, détecterait la 

plupart des ERO, y compris les peroxydes, les alcénals, les disulfures de protéines et 

les acides sulféniques (159). Ces ERO peuvent être d’origine exogène dans le cas où 

il s’agit des molécules adsorbées par les PM ou constitutrices de leur « cœur » (e.g 

métaux, HAP...) (56,57), ou d’origine endogène si générées dans l’organisme par 

l’intermédiaire de diverses réactions cellulaires catalysées par les PM (e.g, 

inflammation, stress mitochondrial et activation d’oxydases membranaires) (160,161). 

Les résultats obtenus par l’intermédiaire de ces 4 tests ont démontré le fort potentiel 

oxydant intrinsèque des PM ; ce dernier étant proportionnel à la dose utilisée jusqu’à 

atteindre un niveau de saturation. Ces résultats encourageants ont cependant été 

obtenus dans des milieux acellulaires, soulignant la nécessité d’en étudier les 

conséquences dans un milieu biologique, à savoir le poumon murin. 

Cette génération catalytique d’ERO combinée à l’épuisement simultané des 

systèmes antioxydants conduit à un déséquilibre de l’homéostasie redox et au 

développement d’un stress oxydant. Les résultats de nombreuses études 

expérimentales ont démontré que l’exposition aux PM induisait ce stress oxydant au 

niveau pulmonaire, à des doses non cytotoxiques (162–165). Ce dernier peut conduire 

à des altérations cellulaires au niveau de l’ADN, des protéines et des lipides pouvant 

aboutir au développement et/ou à l’aggravation de diverses pathologies (51,166,167). 

Afin de prévenir ou de réparer ces dommages, des défenses antioxydantes 

endogènes, de nature enzymatique ou non, se mettent en place. Ceci est le cas 

notamment de la voie de signalisation antioxydante NRF2, dont nous avons étudié 

l’activation, dans un premier temps, par analyse de sa capacité de liaison à l’ADN et 

mesure de son expression génique. À la suite d’une exposition aiguë aux PM, ces 

deux paramètres sont significativement augmentés mais la dose testée ne semble pas 

influencer sur sa capacité de liaison à l’ADN tandis qu’elle influe positivement sur son 

expression génique. Ces deux paramètres sont nettement augmentés à la suite d’une 

exposition subchronique, témoignant de l’importance de la réitération des expositions. 

Enfin, deux mois après la dernière exposition aux PM, ces derniers restent 

significativement augmentés, suggérant la persistance du stress oxydant pulmonaire 

malgré l’arrêt des expositions. L’expression génique de KEAP1 a ensuite été mesurée 

dans un second temps. Seuls les protocoles d’exposition aiguë et subchronique à la 

dose de 10 µg de PM ont induit une augmentation significative de son expression. Ces 

résultats ne sont pas surprenants puisqu’en présence d’un stress oxydant, l’activité de 
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la protéine Keap1 est nulle ; cette dernière relarguant Nrf2 et se retrouvant à l’état 

inactif dans le cytosol. Dans un troisième temps, l’expression génique des gènes cibles 

du facteur de transcription NRF2 (i.e, GPX1, HMOX1, SOD1, NQO1 et TXNN1), 

codant pour des enzymes ayant une activité antioxydante, détoxifiante et 

cytoprotectrice, a été mesurée dans les poumons de l’ensemble des souris. Les 

résultats obtenus montrent qu’à la suite d’une exposition aiguë ou subchronique aux 

PM, ces gènes sont surexprimés, quelle que soit la dose utilisée et la durée des 

expositions, à l’exception de la dose de 10 µg de PM qui n’induit pas une augmentation 

significative de l’expression d’HMOX1. Cet effet est d’autant plus important que la dose 

employée est élevée. À la suite de la période de recouvrement, cette augmentation 

d’expression persiste de manière significative pour l’ensemble des gènes étudiés. Afin 

de compléter ces données obtenues au niveau génique, l’activité de la glutathion 

peroxydase (GPx) et de la superoxyde dismutase (SOD) pour lesquelles codent 

respectivement les gènes GPX1 et SOD1 a également été étudiée. Les résultats 

obtenus ont ainsi montré des résultats parfaitement similaires à ce qui avait pu être 

observé au niveau génique. De même, l’analyse de deux autres enzymes 

antioxydantes, CAT et GR, ont montré des résultats proches qui diffèrent néanmoins 

par une diminution de l’activité de ces dernières après 28 jours d’exposition. Cette 

particularité pourrait s’expliquer par une concentration en ERO trop importante, 

excédant la capacité antioxydante de ces enzymes et conduisant, dans un contexte 

de stress oxydant, à leur inhibition. Le glutathion réduit, autre mécanisme de défense 

antioxydant de nature non enzymatique, a également été analysé au sein des tissus 

pulmonaires murins. Ce dernier est significativement diminué à la suite des 

expérimentations, quelle que soit la dose et la durée d’exposition testées, au profit du 

glutathion oxydé. L’ensemble de ces résultats suggèrent donc l’activation de différents 

moyens de lutte antioxydante à la suite d’une exposition aiguë ou réitérée à des PM, 

ce qui concorde avec les résultats d’autres études expérimentales (68,168–170). De 

manière surprenante, ces défenses antioxydantes restent vigoureusement actives à la 

suite de la période de recouvrement de deux mois, suggérant la persistance d’un 

stress oxydant pulmonaire bien que les souris ne soient plus exposées aux particules, 

amenant à s’interroger sur leur efficacité. C’est pourquoi, des biomarqueurs de lésions 

oxydatives ont été recherchés au niveau de divers constituants cellulaires tels que les 

lipides, les protéines et l’ADN.  

Ces analyses ont démontré que malgré leur activation, des lésions oxydatives 

(i.e, 4-HNE, 8-IsoP, 8-OHdG, Prot-CO) étaient générées de manière dose et temps 

dépendants. Ces dommages, déjà présents après une exposition aiguë, sont d’autant 

plus marqués après une exposition subchronique aux PM et restent même visibles 

deux mois après leur arrêt. Cela semble suggérer que les dégâts cellulaires induits par 

les PM se font de manière précoce chez les animaux exposés et que les systèmes de 

protection antioxydante ne sont pas en mesure de faire face à des dommages aussi 

importants, même plusieurs semaines après l’arrêt des expositions. Ces altérations 

non réparées par l’organisme peuvent perturber des mécanismes cellulaires tels que 

la croissance, la prolifération ou encore l’apoptose et conduire à la carcinogénèse. 

Ceci est particulièrement le cas du 8-OHdG ; biomarqueur d’oxydation à l’ADN doté 

d’un haut potentiel mutagène (171). Plusieurs études in vitro ont démontré que les PM 

induisaient des cassures double-brin de l’ADN et la formation du 8-OHdG dans des 
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cellules épithéliales pulmonaires, de manière dose et durée dépendante (51,172,173). 

Une étude in vivo réalisée préalablement au laboratoire et ayant étudiée la génotoxicité 

des PM2,5 chez des souris Balb/c n’a, quant à elle, montré aucune augmentation 

significative du 8-OHdG à la suite des expositions aiguës et subchroniques (174). 

Cette différence de résultats peut s’expliquer par le modèle de souris employée 

puisque les souris A/J sont beaucoup plus sensibles que les souris Balb/c. À l’inverse, 

d’autres études in vivo ont des résultats similaires à ceux obtenus dans le cadre de 

notre projet, que ce soit chez des rats, des souris saines ou asthmatiques (175–177). 

Par ailleurs, des associations entre ces niveaux de 8-OHdG dans les urines et/ou 

l’ADN des lymphocytes et les niveaux d’exposition aux PM et plus particulièrement aux 

HAP et aux métaux de transition adsorbés par ces derniers ont été identifiées chez 

l’Homme (178–180). Des études in vitro ont démontré que l’oxydation des protéines 

réduisait l’efficacité de certains processus cellulaires vitaux, notamment la réparation 

de l’ADN (181,182). Nos résultats ont montré que l’exposition aux PM2,5 induisait une 

oxydation importante des protéines pulmonaires, conséquence du stress oxydant, 

susceptibles de réduire la capacité des cellules à réparer les dommages causés à 

l’ADN. Ceci pourrait expliquer la similitude des résultats obtenus pour le 8-OHdG et 

les PROT-CO. Cette oxydation des protéines à la suite d’une exposition particulaire a 

également été obtenue dans d’autres études expérimentales (183,184). Enfin, les 

résultats du dosage des marqueurs de peroxydation lipidique, susceptible d’altérer les 

membranes cellulaires, ont montré une augmentation significative du 4-HNE et du 8-

IsoP à la suite des expositions, notamment subchroniques. Ces résultats sont 

concordants avec ceux obtenus dans le cadre d’études in vitro préalablement réalisés 

au laboratoire (183,185) et également chez une étude chinoise réalisée in vivo chez la 

souris (186). Globalement, l’ensemble de ces données suggère que la pénétration 

alvéolaire des PM2,5 induit la génération d’ERO et radicaux libres impliqués dans le 

développement de lésions oxydatives diverses au niveau pulmonaire. Malgré 

l’induction de molécules antioxydantes, l’homéostasie redox n’est pas restaurée, ayant 

pour conséquence un important stress oxydant qui ne se résorbe pas et subsiste 

jusqu’à plusieurs semaines après l’arrêt des expositions, pouvant conduire à 

l’apparition ou à l’exacerbation de pathologies pulmonaires à travers l’inflammation des 

voies respiratoires. C’est pourquoi, il a été jugé judicieux d’étudier l’induction 

potentielle de cette réponse inflammatoire au sein des tissus pulmonaires ainsi que 

son éventuelle persistance après arrêt des expositions, à l’aide de divers paramètres 

biologiques.   

En effet, ce déséquilibre oxydants/antioxydants pulmonaire conduit à 

l’activation de la voie de signalisation NFκB, chef d’orchestre de la réponse 

inflammatoire (187). En conditions physiologiques, NFκB se trouve dans le 

cytoplasme, lié à son inhibiteur IKB mais en présence d’un corps étranger tel que les 

PM, NFκB est transloqué dans le noyau cellulaire où il va se lier aux promoteurs de 

ses gènes cibles codant pour des médiateurs de la réponse inflammatoire. Des 

altérations du statut redox GSH/GSSG par les oxydants environnementaux telles que 

cela a pu être observé dans notre étude peuvent également moduler l’activation du 

facteur de transcription NFκB, conduisant à la transcription de gènes pro-

inflammatoires (72). Ainsi, NFκB cible l'inflammation non seulement directement en 

augmentant la production de cytokines inflammatoires, de chimiokines et de molécules 
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d'adhésion, mais aussi en régulant la prolifération cellulaire, l'apoptose, la 

morphogenèse et la différenciation (188). Cette activation du facteur NFκB a été 

quantifiée grâce au kit TransAM mesurant sa capacité de liaison à l’ADN. Les résultats 

obtenus montrent une augmentation significative de ce paramètre de manière dose et 

durée dépendante, qui n’est plus visible deux mois après cessation des expositions. 

Cela suggère que cette activation a été réalisée de manière très précoce, même à la 

suite d’une exposition unique à une faible dose de particules. La chronicité des 

expositions entretient ce processus qui, après arrêt des expositions, retrouve son état 

basal. Afin de compléter ces données, un panel de cytokines et chimiokines a été dosé 

dans les tissus pulmonaires : les résultats ont montré une augmentation significative 

de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (e.g, IL-1β, IL-6, IL-17A, TNFα) et 

chimiokines (i.e, Kc, MCP1, MIP1α, MIP1β, RANTES) impliquées dans le trafic et 

l’activation cellulaire, confirmant ainsi qu’une réponse inflammatoire pulmonaire était 

induite, quelles que soient les conditions d’exposition aux particules. Ces médiateurs 

inflammatoires sécrétés par les cellules épithéliales respiratoires participent 

activement au recrutement des cellules immunitaires. La numération cellulaire des 

LBA a d’ailleurs montré que les expositions particulaires, qu’elles soient aiguës ou 

subchroniques, induisaient une augmentation significative du nombre totale de cellules 

et plus particulièrement du nombre de PNN au niveau pulmonaire. De nombreuses 

études in vivo confirment ces observations. À titre d’exemples, après une exposition 

aiguë à une dose de 100 µg de PM2,5, des souris CD1 exposées par instillations 

intratrachéales présentent une augmentation de l’IL-6, du TNF-α et du nombre de 

neutrophiles dans les lavages broncho-alvéolaires (189). Il en est de même pour des 

souris BALB/c exposées par instillations intratrachéales à 120 µg/mL de PM2,5 pendant 

14 jours (190). En parallèle, une augmentation significative de l’IL-10 est observée, 

suggérant qu’une réponse anti-inflammatoire est également enclenchée afin de 

résoudre l’inflammation pulmonaire induite par les particules. En effet, cette dernière 

possède des propriétés immunosuppressives et anti-inflammatoires, lui conférant un 

rôle central dans la limitation de la réponse immunitaire vis-à-vis des agents 

pathogènes, maintenant ainsi l'homéostasie normale des tissus. Ses propriétés la 

rendent capable d’induire l’élimination des mitochondries dysfonctionnelles, d’inhiber 

l'apoptose et de favoriser la clairance des PNN (191,192). Une étude a par ailleurs 

démontré que l’administration d’IL-10 chez des rats exposés aux PM2,5 permettait de 

contrôler l’inflammation en réduisant le stress oxydant et l’apoptose par activation de 

la voie de signalisation AMPK/SIRT1/PGC-1α (193). L’induction de cette réaction 

inflammatoire par les particules appartient aux processus de l’immunité innée. Si elle 

n’est pas suffisante pour réinstaurer une homéostasie tissulaire, l’immunité adaptative 

est instaurée. Par ailleurs, chez les souris soumises aux protocoles d’exposition aiguë 

et surtout subchronique, les observations histologiques couplées aux analyses 

immunohistochimiques des tissus pulmonaires ont permis de mettre en évidence des 

foyers inflammatoires péribronchiques et alvéolaires, marqués par la présence 

d’infiltrats de cellules inflammatoires, d’une alvéolite et d’un épaississement de la paroi 

alvéolaire, ainsi que par la surexpression cytoplasmique de la protéine DMBT1, même 

deux mois après arrêt des expositions particulaires. Cette protéine, exprimée dans les 

pneumocytes de type II, les cellules épithéliales et les glandes associées de l’arbre 

respiratoire, jouent un rôle dans l’inflammation et l’immunité innée. Celle-ci serait 
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impliquée dans la régulation de la réponse inflammatoire en stimulant la migration des 

macrophages alvéolaires, la différenciation des cellules épithéliales, l’activation de la 

cascade du complément et la suppression tumorale (194). Elle contribuerait également 

à l’élimination des pathogènes en raison de son importante capacité de liaison à ces 

derniers. Chez les sujets sains, elle est exprimée en faible concentration tandis qu’en 

cas d’infection et d’inflammation, sa concentration est nettement augmentée (195). 

Des études ont d’ailleurs montré une augmentation de l’expression de DMBT1 dans 

diverses pathologies pulmonaires telles que la fibrose kystique et les carcinomes 

pulmonaires (196,197). En outre, l’existence d’une corrélation positive entre le 

pourcentage de pneumocytes de type II exprimant DMBT1 et la gravité de 

l’inflammation a été démontrée (196). Une étude récente a également démontré 

l’implication de cette protéine dans l’induction de l’angiogenèse et la réparation 

vasculaire en agissant au niveau de l’adhésion, de la migration et de la prolifération 

des cellules endothéliales ainsi qu’en se fixant sur divers facteurs de croissance tels 

que le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) et l’EGF (198). À ce jour, aucune 

étude n’a cherché à mesurer ce biomarqueur au niveau pulmonaire. Seule une étude 

épidémiologique portant sur les PM2,5 a cherché à mesurer l’expression de l’isoforme 

salivaire de ce biomarqueur, nommé « agglutinine salivaire » (SAG), chez des enfants 

quotidiennement exposés aux PM2,5 dans des zones sujettes aux déchets 

électroniques. Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude évolue dans le sens 

inverse de ce que nous avons pu observer dans notre projet, avec une diminution de 

SAG, qui pourrait se traduire par un affaiblissement de l’activité antimicrobienne des 

voies respiratoires (199). Il faut néanmoins noter que les échantillons biologiques et 

les doses d’exposition utilisés ne sont pas les mêmes que dans notre étude. Ces 

observations histologiques n’ayant cependant pas permis de mettre en évidence de 

manifestations cancéreuses, des recherches moléculaires ont été entreprises au 

niveau du transcriptome et du miRNome. Des ARNm différentiellement exprimés ont 

été trouvés dans les poumons de souris exposées de manière aiguë (16 up et 12 

down-régulés) ou subchronique (81 up et 4 down-régulés). L’analyse fonctionnelle des 

gènes dérégulés a permis d’identifier les fonctions biologiques les plus impactées à la 

suite des expositions particulaires aiguë et subchronique, comme étant celles du 

mouvement cellulaire, du trafic des cellules immunitaires (e.g, CCL2, CCL9, CCL17) 

et de la réponse inflammatoire (e.g, SAA1, SAA2, DMBT1, IL-6, IL-12), susceptibles 

d’induire ou d’exacerber une inflammation au niveau pulmonaire. La validation d’une 

partie de ces résultats par RT-qPCR a montré une très forte concordance, témoignant 

de la robustesse de nos données expérimentales obtenus au niveau génique. 

L’expression de ces gènes est néanmoins susceptible d’être régulée par des 

modifications épigénétiques et notamment par les miARN. Ces derniers sont reconnus 

pour jouer un rôle clé dans la régulation de phénomènes cellulaires essentiels tels que 

la survie, l’apoptose, la prolifération, l’homéostasie ou la différenciation cellulaire. Pour 

ces raisons, les perturbations importantes de l'expression des miARN tissulaires sont 

bien souvent associées à l'apparition d'un contexte pathologique. C'est pourquoi 

l'expression de ces derniers a été étudiée dans ce projet. Ainsi, des miARN 

différentiellement exprimés ont été trouvés dans les poumons de souris exposées de 

manière aiguë (2 up et 5 down-régulés) et subchronique (26 up et 1 down-régulés). 

L’étude de la littérature a permis d’identifier certains de ces miARN comme étant, eux 



 

90 

aussi, impliqués dans la régulation de la réponse inflammatoire. À titre d’exemple, le 

miR-29a, surexprimé à la suite d’une exposition aiguë, a été décrit comme améliorant 

lésions pulmonaires aiguës en réduisant la PANoptose des cellules épithéliales 

alvéolaires (200). De la même manière, certains miARN différentiellement exprimés à 

la suite de l’exposition subchronique, jouent un rôle dans la régulation de 

l’inflammation. Cela est particulièrement le cas du miR-223, bien connu pour avoir un 

impact sur différents processus cellulaires, tels que la régulation du cycle cellulaire, la 

différenciation hématopoïétique et la migration des cellules immunitaires (201). Au 

niveau pulmonaire, ce dernier aurait plutôt un rôle protecteur, en étant capable de 

réguler l’inflammasome NLRP3, ayant pour conséquences de réguler la différenciation 

macrophagique, de diminuer la libération d’IL-1β et d’inhiber NFκB dans les cellules 

épithéliales bronchiques (202–204). Seul le miR-23a a été identifié comme étant 

dérégulé à la suite d'une exposition aux PM2,5, qu’elle soit aiguë ou subchronique. Ce 

dernier est d’ores et déjà connu pour jouer un rôle dans l’initiation et la progression 

tumorale dans de nombreux cancers (205). Au niveau pulmonaire, il serait impliqué 

dans la régulation de la TEM induite par le TGF-β en réduisant l’expression de la e-

cadhérine des cellules cancéreuses pulmonaires (206). Les cellules tumorales 

surexprimant ce miARN seraient également plus résistantes aux traitements 

anticancéreux. À l’heure actuelle, seul un nombre restreint d'études a cherché à mettre 

en évidence l’impact de la pollution atmosphérique sur les profils d’expression des 

miARN, rendant difficile la comparaison de nos résultats à ceux de la littérature. Ainsi 

actuellement, une seule étude épidémiologique s’intéressant aux effets à long terme 

de l’exposition aux PM2,5 sur l’expression des miARN dans les vésicules 

extracellulaires sériques a montré une augmentation significative du niveau 

d’expression du miR-23a (207). De plus amples investigations s’avèrent donc être 

nécessaires, notamment concernant les interactions existantes entre les miARN et les 

ARNm. L’ensemble des paramètres biologiques mesurées chez les souris soumises 

aux protocoles d’exposition aiguë et subchronique a subséquemment permis de mettre 

en évidence une importante réponse inflammatoire caractérisée par l’induction de la 

voie de signalisation NFkB et la sécrétion de diverses cytokines pro-inflammatoires, 

dont les résultats ont pu être confortés par les observations histologiques et les 

analyses transcriptomiques.    

 L’analyse de ces différents paramètres après cessation des expositions 

particulaires a montré une persistance de cette inflammation, bien que celle-ci soit 

indéniablement atténuée. Néanmoins, l’étude des données transcriptomiques réalisée 

grâce à plusieurs outils bioinformatiques a permis de mettre en évidence l’apparition 

d’un phénomène de remodelage tissulaire apparaissant à la suite des expositions 

subchroniques et persistant après cessation des expositions, comme en témoigne la 

dérégulation de gènes impliqués dans le développement, la croissance et la 

prolifération cellulaires (e.g, AGR2, FOSB, MMP12). Ce mécanisme de pathogénicité 

est susceptible de favoriser l’invasion tumorale et la cancérogénèse, comme l’illustre 

la dérégulation de l’expression de certains gènes tels que REG3G et TFF1/2. Par 

ailleurs, l’étude du miRNome a permis de mettre en évidence la persistance de 7 

miARN dérégulés (3 up et 4 down-régulés) après cessation des expositions. Cela est 

notamment le cas du miR-let-7e, identifié comme étant significativement sous-

exprimé. Ce dernier a été décrit dans la littérature comme ayant un rôle protecteur vis-
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à-vis de la progression tumorale dans le cancer pulmonaire non à petites cellules. En 

effet, une étude in vivo a démontré que sa surexpression entrainait une diminution de 

la viabilité, de la migration et de l’invasion cellulaires (208). Il a également été démontré 

qu’une perte d’expression de ce miARN était associée à une survie globale plus courte 

chez les patients atteints de ce cancer (209). Afin de conforter l’ensemble de ces 

résultats transcriptomiques, des analyses immunohistochimiques ont été entreprises. 

L’utilisation d’un marqueur de prolifération cellulaire, la protéine Ki-67, a ainsi permis 

de conforter les résultats obtenus puisque celui est significativement surexprimé, au 

niveau bronchique et surtout parenchymateux, chez les souris exposées aux PM2,5 de 

manière subchronique et, est même amplifié à la suite de la période de recouvrement 

de deux mois. Il s’agit d’une protéine nucléaire exprimée durant l’ensemble des phases 

du cycle cellulaire des cellules en prolifération, à l’exception de la phase de quiescence 

G0, qui fut longtemps utilisée pour distinguer les cellules en croissance de celles qui 

ne le sont pas. En pratique, l’index de marquage par l’anticorps anti-Ki-67, qui 

correspond au pourcentage de cellules positives pour l’expression nucléaire de la 

protéine Ki-67, déterminé en immunohistochimie, est employé pour évaluer la 

prolifération tumorale dans de nombreux cancers. Ce dernier a par ailleurs un intérêt 

pronostique puisqu’il serait corrélé à des paramètres reflétant l’agressivité et la 

progression cancéreuse dans les tumeurs malignes (210). En outre, des études ont 

suggéré que son expression dans le cancer pulmonaire non à petites cellules était 

corrélée à un mauvais pronostic de survie et à une efficacité moindre à la 

chimiothérapie (211–213). L’ensemble de ces données suggèrent donc qu’à la suite 

du protocole d’exposition subchronique, un processus de remodelage tissulaire est 

initié au niveau pulmonaire, et que celui-ci subsiste même deux mois après l’arrêt des 

expositions.  

Cette évolution d’un profil inflammatoire vers un profil de remodelage tissulaire 

et potentiellement de cancérogenèse persistant plusieurs semaines après l’arrêt des 

expositions particulaires, constitue un axe de recherche prometteur et nécessiterait de 

plus amples investigations avec notamment l’étude des interactions existantes entre 

les miARN et les ARNm qui devrait permettre d’identifier les voies de signalisation 

dérégulées, potentiellement impliquées dans ces mécanismes biologiques délétères.  
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Conclusion et perspectives 

  

 Ce projet de recherche avait pour objectif d’étudier la pathogénicité pulmonaire 

des particules fines atmosphériques chez un modèle murin exposé de manière aiguë 

ou subchronique directement et/ou deux mois après arrêt des expositions. Les 

résultats obtenus à ce jour suggèrent que les PM2,5 prélevées dans la zone urbaine de 

Lille sont riches en composés hautement nocifs (e.g., métaux, HAP, dioxines), leur 

conférant un important potentiel oxydant intrinsèque qui mène au développement d’un 

stress oxydant pulmonaire. Afin de lutter contre ce dernier et rétablir l’homéostasie 

redox, l’organisme active des défenses antioxydantes, de nature enzymatique ou non, 

qui se retrouvent rapidement dépassées, ayant pour conséquence l’apparition dose et 

temps dépendants de multiples lésions oxydatives, l’initiation de processus 

inflammatoires et l’induction d’altérations transcriptomiques. À la suite d’une exposition 

aiguë et surtout d’une exposition subchronique, ces dernières pourraient contribuer de 

façon spectaculaire au développement et/ou à l’exacerbation de l’inflammation 

pulmonaire et, par la suite, à la prolifération cellulaire, au remodelage tissulaire et 

potentiellement au cancer, même 2 mois après l’arrêt des expositions. Le caractère 

novateur de ce projet a précisément porté sur l’utilisation d’une période de 

recouvrement qui a montré la persistance des effets toxiques observés jusqu’à deux 

mois après la dernière exposition, suggérant la rétention des particules au sein de 

l’arbre respiratoire. Ces nouvelles données amènent à s’interroger sur l’impact 

sanitaire de la vie en milieu urbain et sur la nécessité d’adapter la réglementation 

actuellement en vigueur afin de limiter les conséquences néfastes sur les populations 

fortement exposées aux particules.  

 

 Afin de compléter ces résultats prometteurs, il sera nécessaire d’approfondir 

l’étude des mécanismes d’action toxique des PM2,5, notamment à la suite de la période 

de recouvrement. Pour cela, une analyse des interactions miARN/ARNm pourra être 

initiée dans le but d’identifier des voies de signalisation dérégulées, potentiellement 

impliquées dans des mécanismes biologiques délétères. Puis, certaines modifications 

transcriptomiques d’intérêt devront être validées au niveau protéique par Western Blot 

ou technique ELISA. D’autres mécanismes de toxicité pourront être également étudiés 

tels que la génotoxicité, les altérations mitochondriales ou les modifications 

épigénétiques autres que les miARN (e.g., modifications des histones, méthylation de 

l’ADN). Enfin, l’étude des miARN circulants, susceptibles d’être utilisés en tant que 

biomarqueurs d’exposition et/ou d’effets des PM2,5, pourrait constituer un axe de 

recherche prometteur. Par ailleurs, l’étude in vivo des mécanismes d’action toxique 

des PM0,1, qui constituent la fraction la plus toxique et la plus importante en nombre 

au sein des PM2,5, fera l’objet de mon doctorat de sciences, en optant cette fois pour 

une approche multi-organes susceptible de révéler des effets délétères sur d’autres 

organes cibles que les poumons. 
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