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AVANT-PROPOS 

 

Le principal déterminant du risque de cancer du poumon est aujourd’hui, en France 

comme dans le reste du monde, le tabac. Le Plan cancer 2009-2013 a permis de dynamiser 

la lutte contre le tabagisme. Le Plan cancer 2014-2019 poursuit cette action avec pour 

objectif de réduire la prévalence du tabagisme et les incitations à la consommation de 

tabac. 

 

La pollution atmosphérique, autre facteur de risque majeur de cancer du poumon, 

est un véritable problème de santé publique. Elle serait la 13ème cause de mortalité au 

niveau mondial, responsable de près de 800 000 décès annuels, de 8 % des cancers 

broncho-pulmonaires et de 5 % des décès par maladies cardio-pulmonaires. Différentes 

substances peuvent polluer l’air ambiant, parmi lesquelles les particules atmosphériques. 

L’exposition aux plus fines d’entre elles est associée à l’aggravation ou à l’apparition de 

différentes pathologies cardio-respiratoires. Ces particules se révèlent être un mélange 

complexe de composés plus ou moins nocifs ce qui rend d’autant plus difficile 

l’appréhension de leur toxicité et la compréhension de leurs mécanismes d’action. 

 

Même si l’ensemble de la population peut subir les conséquences d’une exposition 

aux polluants de l’air, certaines personnes, notamment les plus âgées, sont plus sensibles 

à l’action des polluants atmosphériques. Parallèlement, les changements démographiques 

des cinquante dernières années ont eu pour conséquence l’augmentation progressive de 

l’incidence et de la mortalité liées au cancer dans la population âgée. Face à cette 

population vieillissante, il semble donc important de s’intéresser à l’influence de l’âge 

dans l’apparition de mécanismes cellulaires précoces de cancérogénèse. 

 

Cette thèse s’inscrit dans une démarche de compréhension de l’influence de l’âge 

ou du statut tabagique en tant que facteur de comorbidité dans l’apparition de processus 

impliqués dans la cancérogénèse broncho-pulmonaire, en lien avec la toxicité des 

particules atmosphériques. 
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1. Pollution atmosphérique particulaire 

 

La première partie de cette revue de la littérature sera consacrée aux particules 

atmosphériques. Après avoir rappelé quelques éléments de contexte et définitions, nous 

nous intéresserons aux propriétés physico-chimiques des particules, puis passerons en 

revue leurs sources naturelles et anthropiques, pour terminer par un point sur la situation 

dans l’agglomération de Dunkerque. 
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1. Pollution atmosphérique particulaire 

1.1. Quelques définitions  

Les termes d’aérosols et systèmes aérodispersés font référence à des particules 

de petite taille dispersées dans un gaz (Seinfeld and Pandis, 2006). 

 

On appelle particule (particle) 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. Les particules PM10 et PM2.5 (Figure 1) sont les particules de diamètre 

aérodynamique inférieur respectivement à 10 et 2,5 μm (PM signifie «Particulate 

Matter»). C’est sur ces classes de particules que porte essentiellement la surveillance 

depuis une vingtaine d’années, car elles correspondent aux particules dites « respirables 

». Jusqu’en 2008, seules les PM10 faisaient l’objet de réglementations européenne et 

française. Néanmoins, les PM2.5 peuvent pénétrer plus profondément dans l’appareil 

respiratoire humain, la fraction «grossière» ou «coarse» comprise entre 2,5 et 10 μm 

étant en partie retenue dans les voies respiratoires supérieures. C’est pourquoi l’accent 

est mis aujourd’hui sur les PM2.5. 

 

Figure 1 : Comparaison de la taille d’un cheveu humain et d’un grain de sable avec celle des particules PM10 

et PM2.5. 
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Le mot poussières (dusts) désigne une suspension de particules solides produites 

par la désintégration mécanique d’un matériau (écrasement, broyage, soufflage), elles 

ont un diamètre supérieur à 1 µm. Les poussières sédimentables sont les particules qui 

se déposent au niveau du sol ou de toute autre surface, soit par dépôt sec (gravité), soit 

entraînées par la pluie ou la neige. Les poussières sédimentables sont donc constituées de 

particules de diamètre aérodynamique variable, mais généralement supérieur à quelques 

microns. Compte tenu de leur diamètre important, les poussières sédimentables 

présentent un risque toxicologique direct par inhalation faible pour l’homme, mais 

constituent une nuisance par les dégradations qu’elles engendrent sur les matériaux et 

les écosystèmes. De plus, les éléments qu’elles contiennent peuvent s’accumuler dans le 

sol, contaminer l’écosystème, et entrer dans la chaîne alimentaire. 

 

Le mot brouillard (fog) est un terme vague appliqué aux aérosols visibles dont la 

partie dispersée est liquide. 

 

Le terme smog, contraction des termes anglais smoke (fumée) et fog (brouillard), 

désigne une contamination importante de l’air par des aérosols ; 

 

Le mot fumée (smoke) s’applique à de petites particules portées par un gaz, 

résultant d’une combustion incomplète, composées principalement de carbone ou autre 

matériel combustible et présentes en quantité suffisamment importante pour être 

observables en l’absence d’autres solides, elles ont un diamètre supérieur à 10 nm. 

 

Le terme suie (soot) caractérise quant à lui des agglomérats de particules de 

carbone imprégnés d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) formés lors de la 

combustion incomplète de matériaux carbonés. 
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1.2. Principaux polluants 

Le tableau 1 présente les origines, pollution générée et conséquences sur la santé 

des principaux polluants atmosphériques. 

 

Tableau 1 : Polluants réglementés : origines, pollution générée et conséquences sur la santé (DREAL, 2013).  

 

Origines Pollution Générée Conséquences sur la santé

Dioxyde de souffre : 
SO2

Nature :  combustion des combustibles fossiles 
(charbon, fioul).
Sources naturelles : activité volcanique, 
décomposition biologique et feux de forêt.
Sources anthropiques : centrales thermiques, 
combustions industrielles et chauffage. Diminution 
des émissions en raison de l'importance de l’énergie 
nucléaire, ainsi que de celles liées au transport en 
raison de la suppression progressive du soufre dans 
les carburants.

Formation d’acide sulfurique 
dans l'atmosphère : pluies 
acides, acidification des sols, 
dégradation des bâtiments.

Irritant des muqueuses, de la peau et des voies 
respiratoires supérieures : effets 
bronchospatiques chez l’asthmatique, 
augmentation des symptômes respiratoires 
aigus chez l’adulte (toux, gène respiratoire), 
altération de la fonction respiratoire chez l’enfant 
(baisse de la capacité respiratoire, excès de toux 
ou de crise d’asthme).

Monoxyde de 
carbone : CO

Sources anthropiques : combustion incomplète 
(moteurs de voitures à essence, foyers de 
combustion mal réglés). 

Production de l’ozone 
troposphérique. 
Effet de serre en se transformant 
en dioxyde de carbone (CO2).

Prend la place de l’oxygène sur l’hémoglobine → 
manque d’oxygénation de l'organisme.
A doses importantes et répétées : céphalées, 
vertiges, asthénie, vomissements.
Exposition prolongée et élevée : mortel ou 
séquelles neuropsychiques irréversibles.

Ozone : O 3

Sources naturelles : concentrations dans la 
troposphère (entre 0 et 10 km) faibles. 
La plus grande partie des teneurs présentes résulte 
donc de l’activité humaine.
Polluant secondaire (pas émis directement dans 
l’atmosphère). 
Polluants primaires précurseurs de l’ozone (oxydes 
d’azote, COV) permettent la production d'O3. 
Transport sur de grandes distances.

Altération de la photosynthèse et 
de la respiration des végétaux. 
Exposition à O3 : nécroses chez 
les végétaux les plus sensibles.

Gaz agressif qui pénètre facilement jusqu’aux 
voies respiratoires les plus fine.
Irritations oculaires, toux et altérations 
pulmonaires principalement chez les enfants et 
les personnes asthmatiques. 
Effets augmentés par l’exercice physique.

Oxydes d'Azote : 
NOX

Nature : oxygène + azote de l’air + source de chaleur 
importante (cheminée, moteur, chauffage…). Le NO , 
assez instable, se transforme rapidement en dioxyde 
d’azote (NO2) à l’aide des oxydants présents dans 

l’air (comme O3). 
Sources anthropiques : trafic routier (60 %). 
Diminution depuis l’arrivée des pots catalytiques 
mais forte augmentation du trafic. 
Sources naturelles : volcans, océans, décomposition 
biologique et éclairs.

Formation de O3 troposphérique.
Atteinte de la couche d’ozone. 
stratosphérique. 
Augmentation de l’effet de serre. 
Pluies acides
Pollution photooxydante. 
Pouvoir nutritif : à long terme : 
déséquilibre nutritif dans le sol 
qui se répercute par la suite sur 
les végétaux.

Altération de la fonction pulmonaire et 
augmentation des risques de troubles 
respiratoires.
Pénètre dans les voies respiratoires profondes, 
fragilise la muqueuse pulmonaire face. 
Hyperréactivité bronchique chez les 
asthmatiques.

Composés 
Organiques Volatils 
(COV) : exemple du 

Benzène

Sources anthropiques : emis par évaporation des 
bacs de stockage pétroliers, remplissage des 
réservoirs automobiles, de composés organiques 
provenant des procédés industriels ou de la 
combustion incomplète des combustibles, de 
solvants émis lors de l’application des peintures, des 
encres, le nettoyage des surfaces métalliques et des 
vêtements, de composés organiques émis par 
l’agriculture et par le milieu naturel.

Rôle important dans les 
mécanismes de formation de 
l’ozone. 
Il entre également en jeu dans 
les processus de l’effet de serre.

Gêne olfactive, irritation, diminution de la capacité 
respiratoire. 
Risques d’effets mutagènes et cancérogènes 
(benzène, formaldéhyde).

Hydrocarbures 
Aromatiques 

Polycycliques (HAP)

Nature : ensemble des substances composées de 2 
à 6 cycles aromatiques. Produits par la combustion 
incomplète ou par la pyrolyse.
Sources anthropiques : émis par le trafic automobile 
(véhicules essence non catalysés et diesel) et les 
installations de chauffage au bois au charbon ou au 
fioul. Ils se fixent sur les particules en suspension, 
notament les suies.
Le benzo(a)pyrène est généralement choisi comme 
traceur.

Très liposolubles, les HAP sont absorbés par les 
poumons, l’intestin et la peau et rapidement 
métabolisés au niveau du foie.

Eléments Traces 
Métalliques

Nature : arsenic, cadmium, nickel et plomb. 
Sources anthropiques : raffinage, métallurgie, 
transformation d’énergie et incinération des déchets.
Présence sous forme solide associée aux particules 
fines en suspension.

Accumulation dans l’organisme pouvant conduire 
à des niveaux de concentrations toxiques.
Effets toxiques : intoxications rénales, attaque du 
système nerveux, cancérogènes (arsenic et 
nickel).
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1.3. Réglementation relative aux polluants atmosphériques 

1.3.1. Législation au niveau mondial 

Les lignes directrices de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) concernant la 

qualité de l’air, publiées en 1987 et mises à jour en 2005 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. Ces lignes directrices s’appliquent au monde entier. 

 

1.3.2. Législation au niveau européen 

Dans le but d’améliorer globalement la qualité de l’air, l’Union Européenne a pris 

des directives concernant : 

• les plafonds d’émissions nationaux pour certains polluants à l’origine des 

phénomènes d’acidification, d’eutrophisation et de pollution photochimique ; 

• les émissions des sources fixes (grandes installations de combustion, incinérateurs 

de déchets municipaux, dispositifs de transport et stockage des produits 

pétroliers…) ; 

• les émissions de sources mobiles (voitures particulières, poids lourds, deux-

roues…) ; 

• la qualité des carburants (contenu en soufre, benzène, plomb…) ; 

• les normes de qualité de l’air. 

  

L’approche et la stratégie générale du cinquième programme d’action pour 

l’environnement, approuvé le 1er février 1993, a pour objectif le non-dépassement des 

charges et niveaux critiques d’acidification dans la Communauté Européenne. Ce 

programme exige que toute personne soit protégée de façon efficace contre les risques 

pour la santé liés à la pollution de l’air et que les niveaux tolérés de pollution prennent en 

compte la protection de l’environnement.  

 

La Directive 96/62/CE du 27 septembre 1996 concernant l’évaluation et la gestion 

de la qualité de l’air ambiant, adoptée par le Conseil Européen le 17 septembre 1996 dans 
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le cadre d’une refonte en profondeur des réglementations européennes concernant la 

qualité de l’air, vise notamment à : 

• établir des objectifs de qualité de l’air dans l’Union Européenne afin de mieux 

protéger la santé humaine et l’environnement. Elle vise directement les polluants 

suivants : 5 polluants réglementés (dioxyde de souffre (SO2), particules en 

suspension, dioxyde d’azote (NO2), plomb et ozone (O3)) et 7 substances ou 

familles de polluants non encore réglementées jusqu’alors (benzène, monoxyde 

de carbone (CO), Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP), cadmium, 

arsenic, nickel et mercure) ; 

• accroître l’harmonisation des procédures d’évaluation de la qualité de l’air dans 

les différents États membres ; 

• fournir davantage d’informations au grand public ; 

• améliorer la qualité de l’air dans les zones où elle est dégradée et empêcher sa 

détérioration dans les zones où elle est acceptable. 

  

Directive 1999/30/CE du 22 avril 1999 relative à la fixation de valeurs limites pour 

l’anhydride sulfureux, le dioxyde d’azote et les oxydes d’azote, les particules et le plomb 

dans l’air ambiant.  

 

Directive 2000/69/CE du 16 novembre 2000 fixant des valeurs limites pour le 

benzène et le monoxyde de carbone respectivement pour 2010 et 2005 dans l’air ambiant. 

 

Directive 2002/3/CE du 12 février 2002 relative à l’ozone dans l’air ambiant.  

 

Directive 2004/107/CE du 15 décembre 2004 concernant l’arsenic, le cadmium, le 

mercure, le nickel et les hydrocarbures aromatiques polycycliques dans l’air ambiant. 

 

1.3.3. Législation au niveau français 

Le droit de l’environnement, en constante évolution, est constitué de législations 

d’origines et de périodes différentes. Il a été décidé en 1992 de lui assurer un accès plus 
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aisé et une cohérence dans le cadre du « Code de l’Environnement », version consolidée 

au 20 octobre 2013, découpé en six livres. 

Trois d’entre eux concernent notamment les polluants atmosphériques : 

• Au livre Ier : un renvoi au code des douanes est effectué en ce qui concerne la taxe 

générale sur les activités polluantes (TGAP) qui a rendu caducs les nombreux 

textes fondant les diverses écotaxes (dont la taxe sur les rejets de polluants 

atmosphériques) ; 

• Au livre II, le titre II « Air et atmosphère » procède principalement à la codification 

de la loi n°96-1236 du 30 décembre 1996 sur l’air ; 

• Au livre V, le titre I correspond aux dispositions de la loi n°76-663 du 19 juillet 

1976 relative aux installations classées pour la protection de l’environnement qui 

constitue le cœur du dispositif légal de prévention des risques et des pollutions 

engendrées par les activités industrielles. 

 

Chaque État membre doit transposer en droit national les Directives Européennes 

et mettre en place les mesures permettant de respecter les plafonds d’émission 

nationaux.  

 

Au niveau français, ces dispositifs se déclinent en Arrêtés, Décrets, Plans de 

Protection de l’Atmosphère (PPA ), Plan National Santé – Environnement (PNSE) :  

 

• Arrêté du 10 janvier 2000 relatif à l’indice de qualité de l’air. Ce texte traite du 

mode de détermination de l’indice de qualité de l’air et du mode de calcul des 

indices relatifs respectivement au SO2, NO2, O3 et aux particules en suspension. 

 

• Décret n°2002-213 du 15 février 2002 porte sur la surveillance de la qualité de 

l’air ambiant et de ses effets sur la santé et l’environnement, les objectifs de 

qualité de l’air, les seuils d’alerte et les valeurs limites. Les polluants visés sont le 

NO2, les particules fines et en suspension, le plomb, le SO2, O3, CO et le benzène. 
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• Les Plans de Protection de l’Atmosphère (code de l’environnement 2008, articles 

R222-13 à R222-36). Ils visent à réduire les émissions de polluants atmosphériques 

et précisent les objectifs qui doivent permettre de ramener les niveaux de 

concentrations en polluants dans l’atmosphère à un niveau inférieur aux valeurs 

limites. Les PPA s’imposent dans les agglomérations de plus de 250 000 habitants 

et dans les zones où les valeurs limites de qualité de l’air sont dépassées ou 

risquent de l’être. Élaborés par le préfet, ils doivent être révisés tous les cinq ans. 

 

• Décret n°2010-1250 du 21 octobre 2010 correspondant à la transposition de la 

directive 2008/50/CE de la Commission Européenne du 21 mai 2008 qui fixe 

différentes normes :  

o objectif de qualité : niveau à atteindre à long terme et à maintenir, sauf 

lorsque cela n'est pas réalisable par des mesures proportionnées, afin 

d’assurer une protection efficace de la santé humaine et de 

l’environnement dans son ensemble ; 

o valeur cible : niveau à atteindre, dans la mesure du possible, dans un délai 

donné, et fixé afin d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la 

santé humaine ou l’environnement dans son ensemble ; 

o valeur limite : niveau à atteindre dans un délai donné et à ne pas dépasser, 

et fixé sur la base des connaissances scientifiques afin d’éviter, de prévenir 

ou de réduire les effets nocifs sur la santé humaine ou sur l’environnement 

dans son ensemble ; 

o seuil d’information et de recommandation : niveau au-delà duquel une 

exposition de courte durée présente un risque pour la santé humaine de 

groupes particulièrement sensibles au sein de la population et qui rend 

nécessaire l’émission d’informations immédiates et adéquates à 

destination de ces groupes et des recommandations pour réduire certaines 

émissions ; 

o seuil d’alerte : niveau au-delà duquel une exposition de courte durée 

présente un risque pour la santé de la population ou la dégradation de 

l’environnement, justifiant l’intervention de mesures d’urgence. 
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Cinq polluants gazeux sont réglementés par ce dispositif pour la protection de la 

santé humaine : NO2, O3, SO2, CO et le benzène. 

 

Les concentrations atmosphériques des particules en suspension ont 

historiquement été réglementées par la mesure des « PM10 ». Cependant, le décret 

n°2010-1250 fixe en plus « les normes à appliquer pour les particules « PM2.5 », jugées 

plus préoccupantes pour la santé que les particules « PM10 », parce qu’elles pénètrent plus 

profondément dans les poumons en raison de leur petite taille et qu’elles s’accumulent 

dans l’organisme ».  

  A noter également que des valeurs cibles de concentration, calculées par rapport 

au contenu total des « PM10 », ont été définies à partir de 2013 pour le benzo[a]pyrène 

(B[a]P, C20H12), utilisé comme « traceur du risque cancérogène lié aux hydrocarbures 

aromatiques polycycliques dans l’air ambiant », l’arsenic (As), le cadmium (Cd) et le nickel 

(Ni). Ces normes, associées aux valeurs préexistantes pour le plomb (Pb), portent à quatre 

le nombre de métaux et métalloïdes, anciennement qualifiés de métaux lourds, dont la 

concentration atmosphérique est réglementée. 

 

• Plan National Santé - Environnement 2009 – 2013 (PNSE). Celui-ci se décompose 

en deux axes, visant à « réduire les inégalités environnementales » et à « réduire 

les expositions responsables de fort impact sur la santé ». 

La réduction des inégalités environnementales est une nécessité, car certaines 

zones du territoire sont particulièrement marquées par des activités polluantes 

passées ou actuelles, et nécessitent donc un suivi particulier. Ces régions, 

qualifiées de « points noirs environnementaux », devraient être identifiées par 

l’application de l’action 32 du PNSE2 : « identifier et gérer les zones géographiques 

pour lesquelles on observe une surexposition à des substances toxiques ».  

Parmi les 58 actions du PNSE2, sept visent à une réduction des émissions 

atmosphériques de substances toxiques. Ainsi, l’action 5 du PNSE2 porte sur la 

réduction des rejets de différents composés ou familles de composés toxiques 

dans l’air et l’eau, à savoir : 
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o le benzène et les Composés Organiques Volatils (COV), 

o les HAP,  

o les polychlorobiphényles et dioxines, 

o l’arsenic,  

o le mercure, 

o les solvants chlorés.  

L’action 7 a quant à elle pour objectif une amélioration des connaissances sur 

l’exposition aux pesticides, et notamment la contamination du milieu aérien.  

Les actions 1 à 4 s’intéressent spécifiquement à la problématique des particules 

atmosphériques. En effet, ces actions consistent en la mise en œuvre du plan 

« Particules », ayant pour objectif de réduire de 30 % les concentrations moyennes 

de particules fines dans l’environnement. Plus spécifiquement, l’action 1 vise à 

diminuer les émissions de particules du secteur domestique, alors que l’action 2 

cible les secteurs industriels et agricoles. L’action 3 vise à mieux réguler la mobilité 

et réduire les émissions atmosphériques unitaires de chaque mode de transport et 

l’action 4 a pour objectif d’améliorer la connaissance sur les particules. 

 

Tableau 2 : Valeurs réglementaires françaises relatives aux polluants atmosphériques (d’après Legifrance 

2010/1250). PM : Particulate Matter ; B[a]P : Benzo[a]Pyrène. 

 

Objectif Qualité Valeur cible Valeur limite
Seuil info. & 

recommandation
Seuil alerte

NO2 40 µg/m3 (an)
40 µg/m3 (an)
200 µg/m3 (h)
max 18 fois / an

200 µg/m3 (h)

400 µg/m3 (h)
plus de 3h

200 µg/m3 (h)
sur 3 jours

O3 120 µg/m3 (8h) 120 µg/m3 (8h)
max 25 fois / an

180 µg/m3 (h) 240 µg/m3 (h)

SO2 50 µg/m3 (an)

350 µg/m3 (h)
max 24 fois / an

125 µg/m3 (jour)
max 3 fois / an

300 µg/m3 (h) 500 µg/m3 (h)
plus de 3h

CO 10 mg/3 (8h)

C6H6 2 µg/m3 (an) 5 µg/m3 (an)

PM10 30 µg/m3 (an)
40 µg/m3 (an)

50 µg/m3 (jour)
max 35 fois / an

50 µg/m3 (jour) 80 µg/m3 (jour)

PM2.5 10 µg/m 3 (an) 20 µg/m 3 (an)
2012 : 27 µg/m 3 (an)
2015 : 25 µg/m 3 (an)

B[a]P 2013 : 1 ng/m3 (an)
contenu des PM10

As 2013 : 6 ng/m3 (an)
contenu des PM10

Cd 2013 : 5 ng/m3 (an)
contenu des PM10

Ni 2013 : 20 ng/m3 (an)
contenu des PM10

Pb 0,25 µg/m3 (an) 0,5 µg/m3 (an)
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1.4. Origine des particules atmosphériques 

La complexité des aérosols atmosphériques vient en grande partie du fait qu’il 

existe une multitude de sources et de procédés de formation. 

 

Les aérosols atmosphériques ont 3 origines principales:  

• les aérosols primaires rejetés directement dans l’atmosphère ; 

• les aérosols secondaires résultant de transformations chimiques à partir des 

polluants gazeux présents dans l’atmosphère ;  

• les aérosols déposés au sol et remis en suspension. 

 

Ces différents modes de formation déterminent la composition chimique et les 

propriétés physiques et optiques de l’aérosol. Ainsi, les sources primaires émettent 

généralement des particules plus grossières, tandis que les sources secondaires 

engendrent essentiellement les particules les plus fines (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique des principales sources de particules atmosphériques (adapté de 

AIRPARIF, 2011). 
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1.4.1. Mécanismes de formation des particules 

Les mécanismes de formation des particules aboutissent à une distribution 

granulométrique des aérosols selon 3 modes principaux (Whitby and Cantrell, 1976) 

(Figure 3) : 

• le mode nucléation, contient les particules ultrafines (diamètre < 0,1 μm). Bien 

que le plus grand nombre de particules atmosphériques apparaisse dans le mode 

nucléation, ces particules contribuent peu à la masse totale de particules en raison 

de leur très petite masse. 

• le mode accumulation (0,1 μm < diamètre particules < 2,5 μm) contribue de façon 

majeure à la surface et à la masse totale des aérosols. Le mode accumulation est 

appelé ainsi car les procédés d’élimination atmosphériques sont moins efficaces 

dans cette gamme de tailles. Ces fines particules peuvent rester en suspension 

dans l’atmosphère pendant des jours voire des semaines. 

Liés par des réactions de condensation et de coagulation, les modes de nucléation 

et d’accumulation forment le groupe des particules fines fortement impliquées 

dans la réactivité atmosphérique. 

• le mode sédimentation ou grossier (diamètre particules > 2,5 μm) contribue peu à 

la concentration en nombre des particules mais contribue de façon notable à la 

masse. Leur durée de vie atmosphérique est faible, de quelques heures à quelques 

jours. 

 



14 
 
 

 

Figure 3 : Représentation schématique de la distribution granulométrique des aérosols et de leurs 

mécanismes de formation et de dépôt (adapté de Whitby and Cantrell, 1976).  

Dae : Diamètre aérodynamique. 

 

1.4.2. Particules primaires 

Les particules primaires sont directement émises dans l’atmosphère par les 

activités humaines ainsi que par des sources naturelles. La fraction grossière des 

particules primaires est essentiellement formée par des procédés mécaniques tels que 

l’érosion. Les plus fines sont émises soit directement sous forme solide, soit sous forme 

de vapeurs qui condensent très rapidement pour former des particules ultrafines. 

 

1.4.2.1. Sources naturelles 

Il existe trois sources principales d’aérosols primaires naturels (Masclet and Cahier, 

1998). 

• la source terrigène : les particules sont générées par l’érosion des sols sous 

l’action du vent, notamment dans les régions désertiques.  
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• la source marine : sous l’action des vagues, des gouttelettes d’eau sont projetées 

dans l’atmosphère. Après évaporation de l’eau de mer, les sels marins se 

retrouvent dans l’atmosphère et constituent des aérosols, dont la composition est 

proche de celle de l’eau de mer.  

• la source biogénique : l’aérosol biogénique provient de l’émission directe par les 

plantes d’hydrocarbures lourds tels que les terpènes, de pollens, de spores, ainsi 

que des débris végétaux.  

• De grandes quantités d’aérosols sont également émises lors des éruptions 

volcaniques, mais cela reste une source épisodique de particules. 

 

1.4.2.2. Sources anthropiques  

Le Centre Interprofessionnel Technique d'Etudes de la Pollution Atmosphérique 

(CITEPA) estime les émissions annuelles primaires de particules PM2.5 à 173 000 tonnes en 

France pour l’année 2011 (CITEPA, 2012).  

 

Les émissions proviennent de tous les secteurs d’activité qui sont par ordre 

d'importance en 2011 (Figure 4) : 

• le résidentiel / tertiaire avec 45 % des émissions totales de la France 

métropolitaine, 

• l'industrie manufacturière et traitement des déchets (24 %), 

• le transport routier (18 %), 

• le secteur de l'agriculture / sylviculture (9 %), 

• la distribution et la transformation d'énergie (2 %), 

• les autres transports (hors routier) (2 %). 

 

Cette répartition a relativement peu évolué entre 1990 et 2011, le secteur 

résidentiel / tertiaire reste le premier secteur émetteur de PM2.5. Au sein de ces différents 

secteurs, les émissions proviennent, d'une part, de la combustion du bois 

majoritairement domestique ainsi que, dans une moindre mesure, du charbon et du fioul 

et, d'autre part, de l'exploitation des carrières, des chantiers et BTP et enfin des labours. 
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Sur la période 1990-2011, les émissions ont été réduites de 58 % (-239 kt), malgré 

l'année 1991 particulièrement froide, qui constitue une année exceptionnellement élevée 

en émissions de PM2.5 (maximum observé sur la période étudiée) du fait, en particulier, 

d'une forte consommation de bois dans le secteur résidentiel / tertiaire. 

 

Sur la période étudiée, une baisse plus ou moins importante est observée dans 

tous les secteurs. Cette baisse a plusieurs origines dont : 

• l'amélioration des performances des techniques de dépoussiérage dans de 

nombreux secteurs de l'industrie manufacturière (sidérurgie, verrerie, etc.) ; 

• l'amélioration des technologies pour la combustion de la biomasse (impact dans le 

secteur résidentiel/tertiaire) ;  

• l'arrêt de l'exploitation des mines à ciel ouvert en 2002 et des mines souterraines 

en 2004 (impact dans le secteur de la transformation d'énergie). 

 

Pour l'année 2011, en plus des raisons expliquées précédemment, le climat très 

doux de cette année est également responsable de la baisse des consommations 

d'énergie dans les secteurs du résidentiel / tertiaire et de la transformation d'énergie. 

 

 

Figure 4 : Emissions de PM2.5, en kilotonnes et par secteur, en France métropolitaine (données CITEPA, 

2012). 
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1.4.3. Particules secondaires 

Les particules secondaires ne sont jamais émises directement dans l’atmosphère : 

elles résultent de la transformation des polluants gazeux présents dans l’atmosphère, tels 

que le NO2, SO2, NH3 et les COV. Les vapeurs gazeuses émises se condensent et forment 

des particules de très petite taille, qui grossissent par coagulation ou fixation de la vapeur 

d’eau. Ceci s’accompagne souvent d’une oxydation photochimique des composés, sous 

l’action du soleil (Whitby and Cantrell, 1976). 

 

Les trois espèces principales d’aérosols secondaires sont (Figure 5) : 

• les sulfates, issus de l’oxydation du SO2 en acide sulfurique (H2SO4) ; on 

distingue les sulfates marins issus de l’oxydation du diméthylsulfure 

produit par les vagues, et les sulfates résultant de la conversion et de 

l’oxydation du SO2 anthropique émis par l’industrie et les centrales 

thermiques. 

• les nitrates, résultant de l’oxydation du dioxyde d’azote NO2 en acide 

nitrique (HNO3). Cette réaction peut s’effectuer en phase gazeuse, le 

nitrate étant alors associé à l’ammonium (NH4
+). Elle peut aussi s’effectuer 

dans la fraction grossière lorsque le nitrate est associé à des sels marins 

(Na+) ou à des poussières calcaires (Ca2+). 

• les composés organiques secondaires, issus de réactions chimiques à partir 

des COV, émis par les sources anthropiques, mais aussi biogéniques 

comme les terpènes. 

 

Cette source de particules est difficile à quantifier car la génération des particules 

secondaires met en jeu des mécanismes complexes, mal connus qualitativement et 

quantitativement. Elle dépend des émissions des polluants gazeux précurseurs, mais aussi 

des conditions météorologiques. Elle constitue néanmoins une source importante de 

particules. Elle peut en particulier donner lieu à des transports continentaux de particules 

et contribuer fortement au nombre de dépassement de la valeur limite journalière 

(Bessagnet et al., 2005). Il a ainsi été observé que la plupart des épisodes de pollution 
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particulaire survenant en périodes hivernale et printanière étaient liés à une 

augmentation de la quantité de nitrates (Harrison et al., 2004; Putaud et al., 2010). 

 

 

Figure 5 : Répartition par secteur d’activité des émissions de métaux (A), polluants organiques persistants 

(B) et précurseurs de particules secondaires (C) en France métropolitaine en 2010 (CITEPA, 2012).  

COVNM : Composés Organiques Volatils Non-Méthaniques ; HAP : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques ; ITEQ : 

Equivalent Toxique International ; NOx : Oxydes d’azote ; PCB : PolyChloroBiphényls ; PCDD/F : PolyChloroDibenzo-p-

Dioxines et Furanes.  
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1.4.4. Dépôt, remise en suspension et transport des particules 

Le temps de séjour des particules dans l’atmosphère dépend de leur taille. Par 

mouvement de convection, elles montent en altitude, où elles sont dispersées et diluées. 

Elles peuvent alors être transportées sur des distances d’autant plus longues que la 

particule est petite. Elles disparaissent ensuite soit par dépôt sec à la surface du sol et des 

végétaux, sous l’effet de la gravité, soit par dépôt humide, lors d’événement pluvieux ou 

neigeux (Chazette, 2004; Masclet and Cahier, 1998). 

 

1.4.4.1. Dépôt sec 

Le dépôt sec, ou sédimentation, concerne essentiellement les particules les plus 

grosses (> 5 μm), ainsi que celles proches de la surface, qui se redéposent rapidement 

(quelques heures). Elles voyagent donc sur des distances assez courtes, généralement 

inférieures à 500 kilomètres. Lors d’évènements particuliers tels que les tempêtes de 

sable, elles peuvent néanmoins être transportées sur plusieurs milliers de kilomètres, 

comme les poussières sahariennes que l’on retrouve parfois en Europe du Nord.  

 

En revanche, les particules fines peuvent rester en suspension dans l’atmosphère 

pendant plusieurs jours et être transportées en altitude sur de très longues distances. Les 

particules présentant les temps de séjour les plus longs sont celles dont le diamètre est 

compris entre 0,1 et 1 μm. Des niveaux élevés de polluants atmosphériques d’origine 

anthropique sont ainsi régulièrement enregistrés en Arctique, notamment en hiver et au 

printemps, où les conditions météorologiques favorisent le transport longue distance et 

conduisent à la formation d’une brume (« The Arctic Haze ») (Stohl and al., 2007). 

 

1.4.4.2. Dépôt humide 

Le dépôt humide est la principale voie d’élimination des particules, selon deux 

modes. Les particules fines, en particulier celles contenant des composés hygroscopiques, 

servent de noyau de condensation sur lesquels se forment les gouttelettes de nuage. 

Lorsque ces gouttelettes grossissent suffisamment pour qu’il pleuve, les particules sont 
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éliminées avec les précipitations. Lorsqu’il pleut, les gouttes d’eau entraînent également 

les particules les plus grosses.  

 

1.4.4.3. Remise en suspension 

Une fois déposées, les particules peuvent ensuite être remises en suspension sous 

l’action du vent. Dans certaines régions d’Europe marquées par un climat sec et venteux, 

comme le pourtour méditerranéen, la remise en suspension et le transport de poussières 

désertiques peuvent constituer une source importante de particules et contribuer 

sensiblement au nombre de dépassements de la valeur limite journalière (Dordevic et al., 

2004). En zone urbaine, la remise en suspension s’effectue également sous l’action du 

trafic routier et représente une source importante de particules à proximité d’axes 

routiers à fort trafic. Selon les études, il est ainsi estimé que la remise en suspension 

contribue de 20 à 50% aux émissions de particules spécifiquement liées au trafic routier 

(Thorpe et al., 2007). Dans les pays scandinaves, cette proportion peut aller jusqu’à 90 %, 

en raison de l’utilisation de pneus cloutés en période hivernale et du salage des routes. 

 

Tout comme la formation des aérosols secondaires, la remise en suspension de 

particules est une source difficilement quantifiable et sur laquelle il est de plus très 

difficile d’agir. C’est pour cette raison que dans les directives européennes, il est possible 

de soustraire les évènements naturels au calcul de nombre de dépassements de la valeur 

limite journalière. Cette question reste cependant discutée, car les poussières désertiques 

peuvent être transportées jusque dans des zones urbaines densément peuplées, et ces 

poussières crustales, principalement composées d’aluminosilicates riches en fer, peuvent 

contenir des éléments toxiques pour la santé humaine (Dordevic et al., 2004). 

 



21 
 
 

1.5. Caractéristiques physico-chimiques des particules 

1.5.1. Propriétés physiques 

1.5.1.1. Taille 

Les particules atmosphériques sont classées selon leur Diamètre aérodynamique 

équivalent (Dae), qui correspond au diamètre de la particule sphérique d’une masse 

volumique de 1 g / cm3 qui possède la même vitesse limite de chute dans l’air que la 

particule considérée. Sont ainsi distinguées 4 classes granulométriques : 

• les particules grossières, dont le Dae est supérieur à 10 µm (PM>10),  

• les grosses particules, ayant un Dae inférieur à 10 µm (PM10), 

• les particules fines, dont le Dae est inférieur à 2,5 µm (PM2.5), 

• les particules ultrafines, appelées nanoparticules si elles sont manufacturées, 

ayant un Dae inférieur à 0,1 µm (PM0.1). 

 

Hormis pour les particules grossières (PM>10), chaque classe granulométrique 

englobe les particules de la classe inférieure (Bliefer and Perraud, 2009). 

 

Des analyses de la composition des PM montrent qu’elles diffèrent en fonction de 

la taille des particules. Ainsi pour les plus fines, généralement des suies issues des 

combustions incomplètes associées au trafic, au chauffage, en particulier au bois, et aux 

incinérations, deux types de composants sont à prendre en considération : les composés 

organiques qui sont adsorbés à la surface des particules, en particulier les HAP et les 

métaux. Les particules Diesel font partie de cette fraction fine des PM. 

 

1.5.1.2. Surface spécifique 

La surface spécifique est une mesure qui s’applique aux solides granulaires ou 

particulaires et qui correspond à la surface totale par unité de masse. Elle s’oppose à la 

surface apparente du solide, en prenant en compte à la fois la surface individuelle de 

chaque grain et la surface présentée par les pores ouverts présents dans les grains. Elle 

peut être déterminée en mesurant la quantité de molécules de gaz qui peut être 

adsorbée à la surface du solide et s’exprime en m2 / g. D’un point de vue biologique, une 
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comparaison pourrait être faite avec l’épithélium intestinal, où les villosités et 

microvillosités permettent de développer une surface beaucoup plus grande que la 

surface apparente, démultipliant ainsi les capacités d’absorption de l’intestin. Différents 

processus physiques et chimiques peuvent avoir lieu à la surface des solides, dont 

l’intensité est fonction de la surface spécifique. Dans un contexte d’évaluation 

toxicologique de particules atmosphériques, deux phénomènes liés à leur surface 

spécifique sont à considérer : leur réactivité de surface et leur capacité d’adsorption.  

 

1.5.1.3. Distribution d’un aérosol 

Il a été démontré que les distributions en masse, surface et nombre des particules 

constituant un aérosol atmosphérique en fonction de leur diamètre étaient extrêmement 

différentes. En effet, la surface spécifique relative d’un aérosol ainsi que le nombre de 

particules qu’il contient évoluent de manière inversement proportionnelle au diamètre 

des particules (Tableau 3). Si l’on considère un aérosol type, les PM2.5-10, bien que les 

moins nombreuses, représentent une part importante du volume et par extension de la 

masse de l’aérosol, tout en ne possédant qu’une faible surface. Les PM0.1-2.5 sont quant à 

elles caractérisées par une grande surface et un volume important. Enfin, les PM0.1 

constituent la majeure partie en nombre de l’aérosol, ainsi qu’une part non négligeable 

de sa surface. En revanche, elles ne représentent qu’une part extrêmement faible du 

volume de l’aérosol (Heintzenberg, 1989). 

 

Tableau 3 : Comparaison, pour une masse donnée, du nombre relatif de particules et de la surface 

spécifique relative de l’aérosol en fonction du diamètre des particules.  

 

 

Diamètre (µm) Nombre relatif Surface spécifique 
relative

10 1 1

1 103 102

0,1 106 104

0,01 109 106
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1.5.2. Composition 

1.5.2.1. Composition chimique type 

D'un point de vue global, les espèces majoritairement retrouvées au sein des 

particules sont les ions sulfate, nitrate et ammonium, des dérivés chlorés, des espèces 

carbonées organiques et inorganiques, ainsi que des éléments terrigènes et biogènes. A 

ces espèces prépondérantes s'ajoutent des éléments à l'état de traces, tels que les 

métaux ou les dioxines (Harrison and Yin, 2000). La notion de traces est cependant 

relative et les proportions de ces différents éléments peuvent très fortement varier en 

fonction des sources d’émission. A titre d’exemple, Billet et al. ont mis en évidence des 

concentrations massiques en fer de 7,84 % dans des PM2.5 collectées à proximité de sites 

métallurgiques (Billet et al., 2007).  

 

Ces données générales se confirment au niveau européen, où celles issues de 

60 sites de prélèvement montrent que les principaux constituants des PM2.5 et des PM10 

sont des éléments organiques, des ions sulfate et des ion nitrate (Putaud et al., 2010). 

Cependant, des différences de composition apparaissent en fonction de la classe 

granulométrique des particules. Ainsi, si l’on considère des particules prélevées à 

proximité d’axes routiers, les poussières minérales contribuent plus fortement à la 

composition des PM10 alors que le carbone total est un élément majeur des PM2.5 (Putaud 

et al., 2010). Ces différences de composition sont à mettre en relation avec le mode de 

formation des particules, majoritairement « mécanique » pour les PM10 alors que les 

PM2.5 sont issues de l’agrégation de particules primaires et de gaz par des processus de 

nucléation et de condensation (Bliefer and Perraud, 2009). Dans le cas précédemment 

évoqué, les PM10 proviendraient en grande partie de l’érosion des routes et de la remise 

en suspension, alors que les PM2.5 seraient formées à partir des gaz d’échappement des 

véhicules.  

 

1.5.2.2. Fraction biologique 

La contribution de la fraction biologique à la composition des particules est 

souvent négligée. Cependant, les aérosols atmosphériques particulaires sont en partie 

composés de microorganismes, tels que des bactéries ou des champignons, ainsi que de 
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pollens ou de leurs fragments (Figure 6). Une étude de Glikson et al. montre que l’aérosol 

biogénique peut représenter jusqu’à 5 % des PM2.5-10 et qu’il est constitué 

majoritairement de spores fongiques dans cette gamme de taille (Glikson et al., 1995). 

Les champignons les plus fréquemment rencontrés appartiennent aux genres 

Cladosporium (41 à 42,5 %), Leptosphaeria, Aspergillus, Penicillium et Alternaria (Ianovici 

and Tudorica, 2009; Li and Kendrick, 1995). L’abondance des spores des genres 

Cladosporium et Alternaria a été corrélée à plusieurs paramètres météorologiques : la 

température, les précipitations, la pression et l’humidité relative (Grinn-Gofron and 

Rapiejko, 2009). Des fragments de spores et de pollen entrent également dans la 

composition des PM1, où ils sont associés à des particules minérales terrigènes et à des 

suies (Glikson et al., 1995). Les bactéries sont quant à elles présentes sous la forme 

d’agrégats ayant un Dae d’environ 3 µm, plutôt que sous forme de cellules individualisées 

(Huffman et al., 2010).  

 

 

Figure 6 : Images en microscopie électronique d’une particule biologique (A), d’un phyllosilicate (B), d’une 

particule carbonée (C), d’une particule métallique (D) et de particules émises par un moteur diesel (E) (A-D : 

Nava et al., 2010 ; E : Rissler et al., 2012).  
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1.6. Contexte local 

1.6.1. Situation du Nord-Pas-de-Calais 

 La région Nord-Pas-de-Calais s’étend sur 12 414 km², ce qui représente près de 2% 

de la superficie du territoire national. La région compte 4 038 570  d’habitants (INSEE, 

2010), ce qui représente environ 6 % de la population française, répartis sur 1546 

communes avec une densité de 321 habitants / km2.  

 

La surface régionale est occupée par les espaces cultivés et les prairies à hauteur 

de 72 % (INSEE, 2010). Les milieux naturels occupent 13 % de  l’espace et les zones 

naturelles humides, productrices de méthane et de CO2, ne représentent plus que 0,5% 

du territoire. L’agriculture régionale est donc bien développée et les puits naturels de 

carbone sont peu importants. La région s’intègre dans le vaste espace métropolisé à 

dominante urbaine de l’Europe du Nord-Ouest qui constitue la zone de  peuplement la 

plus dense d’Europe.  

 

Bordée par l’extrémité sud de la mer du Nord et de la Manche et située à l’ouest 

de la grande région des plaines d’Europe Centrale, la région est soumise à des influences 

météorologiques contrastées ; le climat est à tendance océanique sur le littoral et plus 

continentale à l’intérieur des terres.  

 

La région Nord-Pas-de-Calais est située sur des axes de transport très empruntés 

et possède des infrastructures et équipements diversifiés comprenant : 1421 km de 

réseau ferré, 30 949 km de réseau routier (INSEE, 2010), un réseau de canaux et de 

fleuves canalisés de 680 km de long dont 576 km à vocation commerciale, trois ports 

maritimes majeurs (Grand Port Maritime de Dunkerque, port de Calais, port de Boulogne-

sur-Mer) et trois aéroports (Lille-Lesquin, Le Touquet-Côte-d’Opale et Calais Dunkerque).  

 

Par ailleurs, la région compte près de 1700 installations classées pour la protection 

de l’environnement soumises au régime de l’autorisation administrative qui peuvent 

avoir un impact sur la qualité de l’air en fonction de la nature de leurs rejets 

atmosphérique. Elles couvrent en très grande partie le territoire régional. 
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1.6.2. Situation de l’agglomération de Dunkerque 

Selon les données 2010 de l’Institut National de la Statistique et des Etudes 

Economiques (INSEE, 2010), l’agglomération dunkerquoise regroupe 259 175 habitants 

répartis sur 790 km2, soit environ 6,5 % des habitants de la région Nord - Pas-de-Calais 

(INSEE, 2010). Cette zone urbaine, constituant le troisième port de France, est 

caractérisée par une forte présence industrielle et, de par sa localisation à l’interface 

France - Belgique - Royaume-Uni (tunnel transmanche), deux autoroutes très fortement 

fréquentées : A16 (65 000 véhicules/jour) et A25 (153 000 véhicules/jour) (données INSEE, 

2006) (Figure 7A).  

 

1.6.2.1. Composition de la zone industrielle de Dunkerque 

La zone industrialo-portuaire de Dunkerque s’étend sur 7 000 hectares. La plupart 

des sites industriels présents sont consacrés à la métallurgie, la sidérurgie, la chimie et la 

pétrochimie (Figure 7B). Quatorze d’entre eux sont classés sites Seveso de haut seuil 

(MEDDE, 2013) et un 15ème (terminal méthanier) est en cours de construction :  

• Sidérurgie : Aluminium Dunkerque, Arcelormittal Dunkerque.  

• Chimie : MINAKEM SA. 

• Pétrochimie : Appontements Pétroliers des Flandres Dépôt (Groupe TOTAL), 

Polimeri Europa France (sites Dunes), Polimeri Europa France (sites 

Fortelet), Ryssen Alcools SAS, Société de la Raffinerie de Dunkerque, TOTAL 

Raffinage France SA. 

• Sites de stockage : Dépôts de Pétrole Côtiers, Rubis Terminal Mole V, Rubis 

Terminal Unican.  

• Autres : Air Liquide France Industrie (Société des Gaz Industriels de France), 

BASF AgriProduction.  

 

Ces sites sont soumis au plan de prévention des risques technologiques et se 

situent sur les communes de Dunkerque, Grande-Synthe, Loon-Plage, Fort-Mardyck et 

Saint-Pol-sur-Mer.  
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Figure 7 : Localisation de l’agglomération de Dunkerque (A) et des sites industriels (B) (Cartes GoogleMaps). 

 

1.6.2.2. Bilan des émissions atmosphériques 

En plus des implantations précédemment décrites, de nombreux sites situés à 

proximité de Dunkerque sont répertoriés dans le registre français des émissions 

polluantes (IREP). Ainsi, l’IREP recense 32 sites (hors sites d’élevage) situés à moins de 15 

km de la ville de Dunkerque responsables de l’émission de substances polluantes dans 

l’atmosphère (IREP, 2011). Parmi ces installations, un centre de valorisation énergétique 

se situe à proximité de la ville (Figure 7B).  

 

Bien que les sites industriels et les infrastructures associées soient indispensables 

à la vie économique de la zone, leur présence n’est pas sans conséquences pour 

l’environnement. En effet, la concentration des sources polluantes au niveau de la zone 

de Dunkerque se traduit par des niveaux d’émission en certains polluants réglementés 

nettement supérieurs à d’autres zones de la région, comme le montre le cadastre des 

émissions atmosphériques établi par ATMO Nord - Pas de Calais (ATMO-EDM, 2006) 

(Figure 8). 
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Figure 8 : Répartition dans la région Nord-Pas-de-Calais des émissions atmosphériques en SO2 (A), oxydes 

d’azote (B), benzène (C), CO2 (D), composés organiques volatiles non-méthaniques (E) et plomb (F) (ATMO-

EDM, 2006). 

 

1.6.2.3. Polluants gazeux 

Les rejets régionaux de SO2 proviennent presque exclusivement de la zone de 

Dunkerque, avec des niveaux d’émission généralement compris entre 140 et 280 t / km2 / 

an et atteignant par endroits jusqu’à 1 270 t / km2 / an (Figure 8A). Ces niveaux 

d’émission particulièrement hauts s’expliquent par la présence, dans l’agglomération 

dunkerquoise, de 6 des 13 principaux émetteurs de SO2 de la région (plus de 500 t / an). 

Ces 6 sources ont, à elles seules, rejeté 19 401 t de SO2 en 2009 (DREAL, 2010).  

 

Bien que plusieurs zones d’émission de NOX et de benzène puissent être repérées 

au niveau régional, leur intensité sur le territoire dunkerquois est nettement supérieure. 

En effet, des émissions comprises entre 172 et 399 t / km2 / an de NOx y sont retrouvées, 

alors qu’elles sont généralement inférieures à 172 t / km2 / an dans le reste de la région 

(Figure 8B). De même, les émissions de benzène y atteignent 1 360 à 3 910 kg / km2 / an, 

contre moins de 370 sur le reste du territoire (Figure 8C).  
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A l’inverse, les émissions de CO2 et de Composé Organique Volatil Non-Méthanique 

(COVNM) sont équivalentes à celles mesurées dans d’autres zones urbaines de la région 

Nord - Pas de Calais (Figures 8D,E).  

 

1.6.2.4. Particules 

L’étude de la répartition des émissions de particules au niveau régional montre 

que seule la région de Dunkerque comprend des zones émettant plus de 29 t de 

particules / km2 / an, avec au minimum des émissions de 4 t / km2 / an (Figure 9A). 

L’analyse des principaux secteurs responsables de ces émissions met en évidence le rôle 

prépondérant joué par les activités industrielles au niveau dunkerquois (Figure 9B). Ces 

observations sont confirmées par les chiffres publiés par la DREAL en 2010. En effet, 

l’agglomération de Dunkerque héberge 5 des 9 émetteurs de plus de 100 t de particules / 

an, soit 2 908 t de particules émises dans la zone en 2009 (DREAL, 2010). Ces émissions 

représentent 62 % du total des émissions industrielles au niveau régional, pour une zone 

ne couvrant que 6,4 % du territoire. 

 

 

Figure 9 : Répartition dans la région Nord-Pas de Calais des émissions atmosphériques de particules en 

suspension tous secteurs confondus (A) et secteur majoritairement responsable des émissions de particules 

par commune (B) (ATMO-EDM, 2006). 
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2. Système respiratoire : anatomie, toxicocinétique des particules inhalées 

et cancer du poumon 
 

La seconde partie de cette analyse bibliographique sera consacrée à l’étude de 

l’impact des particules sur l’appareil respiratoire. Nous reviendrons dans un premier temps 

sur l’anatomie et l’histologie du système respiratoire respiratoire, afin de comprendre la 

toxicocinétique des particules, avant d’aborder le cancer du poumon. 
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2.1.2. Pharynx ................................................................................................................ 32 

2.1.3. Larynx................................................................................................................... 32 

2.1.4. Arbre trachéo-bronchique ................................................................................... 33 

2.1.5. Bronchioles .......................................................................................................... 33 

2.1.6. Alvéoles pulmonaires .......................................................................................... 34 

2.1.7. Macrophages alvéolaires ..................................................................................... 35 

2.2. Toxicocinétique des particules atmosphériques ................................................... 37 

2.2.1. Dépôt des particules atmosphériques dans les poumons .................................. 37 

2.2.2. Translocation de particules à travers les barrières biologiques .......................... 39 

2.3. Cancer du poumon : épidémiologie, facteurs de risque et classification ............... 41 

2.3.1. Données épidémiologiques ................................................................................. 41 

2.3.1.1. Évolution de l’incidence du cancer du poumon .......................................... 43 

2.3.1.2. Incidence et mortalité estimée dans les régions ......................................... 44 

2.3.2. Facteurs de risque de cancer du poumon ........................................................... 47 

2.3.2.1. Influence de l’âge ........................................................................................ 47 

2.3.2.2. Rôle du statut tabagique ............................................................................. 47 

2.3.2.3. Effets des polluants ..................................................................................... 48 

2.3.3. Classification histologique des cancers du poumon ........................................... 49 

2.3.3.1. Carcinomes pulmonaires non à petites cellules .......................................... 49 

2.3.3.2. Carcinomes pulmonaires à petites cellules ................................................. 51 

2.3.3.3. Evolution histologique ................................................................................. 51 

  



31 
 
 

2. Système respiratoire : anatomie, toxicocinétique des particules inhalées 

et cancer du poumon 

2.1. Anatomie et histocytologie 

  L’appareil respiratoire est divisé en voies aériennes supérieures et inférieures. Les 

voies aériennes supérieures sont situées dans la face et dans le cou et comprennent les 

fosses nasales (annexées à l’olfaction) et les sinus paranasaux, le pharynx (voie croisée 

avec l’appareil digestif), le larynx (annexé à la phonation). Les voies aériennes inférieures 

sont situées dans le cou et le thorax. Elles sont composées de la trachée et de l’arbre 

bronchique jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Les voies aériennes inférieures sont extra-

pulmonaires au niveau de la trachée et des bronches souches et deviennent intra-

pulmonaires au niveau du hile (Figure 10). 

 

 

Figure 10 : Structure de l’appareil respiratoire humain et organisation cellulaire (adapté de Billet, 2008) . 
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2.1.1.  Fosses nasales 

  Les fosses nasales constituent la première partie des voies respiratoires. Ce sont 

deux cavités séparées par une lame cartilagineuse et revêtues par deux types de 

muqueuse : la muqueuse pituitaire et la muqueuse olfactive. Cette dernière, située à la 

partie postérieure de chacune des fosses nasales, tapisse une zone de 2,5 cm2.  Les fosses 

nasales sont constituées d’os dans leur partie supérieure et deviennent cartilagineuses au 

niveau de la pointe. 

 

  Les fosses nasales démarrent par les narines au niveau antérieur et s’ouvrent sur 

le nasopharynx au niveau postérieur. Chaque fosse nasale est séparée par des cornets 

permettant de ralentir le flux d’air en créant des turbulences.  

 

2.1.2.  Pharynx 

  Le pharynx est un carrefour aéro-digestif, il sépare les voies aériennes (cavité 

nasale et larynx) des voies digestives.  

  Il est constitué de 3 segments :  

• le nasopharynx ou rhinopharynx,  partie supérieure en rapport avec les 

fosses nasales,  

• l’oropharynx, partie moyenne buccale,  

• l’hypopharynx, qui s’ouvre en avant sur le larynx. 

 

2.1.3.  Larynx 

  Le larynx est l’intermédiaire entre le pharynx et la trachée, il abrite les cordes 

vocales et est situé juste en dessous de la base de la langue en avant de l’hypopharynx et 

au-dessus de la trachée.  

 

  Il est constitué de neuf cartilages articulés entre eux, maintenus par des 

membranes fibreuses et des ligaments, et rendus mobiles par des muscles intrinsèques. 

Parmi ces cartilages, l’épiglotte est un fibrocartilage très flexible qui forme l’entrée du 

larynx et se rabat sur ce dernier pour empêcher le passage des aliments vers la trachée 

lors de la déglutition. 
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2.1.4.  Arbre trachéo-bronchique 

 La trachée est un conduit fibro-musculo-cartilagineux mesurant environ 12 cm de 

long avec un diamètre de 2 cm, constitué de 16 à 20 anneaux cartilagineux séparés entre 

eux par des dépressions constituées de tissu fibro-élastique. Elle est située dans la partie 

antérieure et inférieure du cou et la partie supérieure du thorax. Elle fait suite au larynx 

et se divise en deux bronches souches ou principales au niveau de la carène dans sa partie 

inférieure. 

  

 Les deux poumons ne sont pas symétriques. En effet, la bronche souche gauche se 

divise en deux bronches lobaires, alors que la bronche souche droite se divise en trois 

bronches lobaires. Chaque bronche lobaire est associée à un lobe pulmonaire. Ainsi, le 

poumon droit est constitué des lobes supérieur, moyen et inférieur, séparés par deux 

scissures : la grande (ou oblique) et la petite (ou horizontale). A l’inverse, le poumon 

gauche ne comprend que les lobes supérieur et inférieur, séparés par la scissure oblique.  

  

 L’épithélium trachéo-bronchique est pseudo-stratifié de type respiratoire dans la 

trachée et les bronches principales, et contient des cellules ciliées, caliciformes et de 

petites cellules basales de remplacement. Cet épithélium cilié, vibratile participe à la 

constitution de l’escalator mucociliaire. L’efficacité de ce tapis mucociliaire comme 

système d’épuration dépend de l’équilibre idéal entre la qualité du mucus et du nombre 

de cellules ciliées (Tableau 4). 

  

2.1.5.  Bronchioles 

 La ramification de l’arbre bronchique aboutit à des bronchioles de 0,15 cm de 

diamètre, puis à des bronchioles terminales de 0,07 cm de diamètre. Leur nombre peut 

atteindre 65 000 (IRCP, 1994).  

 

 Chaque bronchiole terminale se divise pour donner aux moins deux bronchioles 

respiratoires, ces dernières portent à leur extrémité les alvéoles pulmonaires. Les 

bronchioles respiratoires sont au nombre de 260 000 par génération.  
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L’épithélium respiratoire distal devient progressivement unistratifié puis cylindrique 

non cilié; les cellules caliciformes s’y raréfient pour bientôt disparaître et les cellules de 

Clara apparaissent (Tableau 4). Elles élaborent des lipoprotéines intervenant dans la 

constitution du surfactant, équivalent du mucus au niveau des cellules distales. Elles sont 

également riches en lysosomes qui permettent la dégradation d’agents inhalés par 

endocytose. Elles présenteraient une très grande sensibilité à de nombreux polluants 

atmosphériques (Hermans and Bernard, 1996). 

 

2.1.6.  Alvéoles pulmonaires 

 C’est à ce niveau que se font les échanges gazeux entre l'air et le sang. Trois voies 

de communication entre les alvéoles sont définies : les « canaux de Martin », qui font 

communiquer deux bronchioles entre elles ; les « canaux de Lambert », connexions 

broncho-alvéolaires ayant un diamètre d'environ 30 µm ; et les « pores de Kölhn », 

communications interalvéolaires d'un diamètre de 3 µm. Les alvéoles sont au nombre de 

300 millions et représentent une surface qui varie, selon les estimations, de 80 à 140 m2. 

La taille des alvéoles est estimée à 244 µm de diamètre et 238 µm de longueur (IRCP, 

1994). 

 

 Le parenchyme pulmonaire est constitué des alvéolaires pulmonaires ainsi que de 

veines, artères et vaisseaux lymphatiques. Le revêtement épithélial des alvéoles 

pulmonaires comprend des pneumocytes I et des pneumocytes II. Ces derniers 

synthétisent des molécules entrant dans la composition du surfactant alvéolaire. Ils ont 

pour autres fonctions : l’endocytose du surfactant, le recyclage et la dégradation des 

éléments piégés ce qui constitue une véritable fonction de détoxication. 
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Tableau 4 : Eléments constituant la paroi des voies respiratoires en fonction de la zone considérée. 

 

 
2.1.7.  Macrophages alvéolaires 

Les progéniteurs des macrophages alvéolaires (promonocytes) sont médullaires, 

comme les autres monocytes de l’organisme. Ils deviendront monocytes lors de leur 

passage dans la circulation systémique. Les monocytes sanguins quittent la circulation 

sanguine au bout de 3-4 jours pour passer dans les tissus pulmonaires où ils séjournent 

pendant 1 à 3 mois. L’interstitium n’est pas un lieu de maturation des précurseurs des 

macrophages. L’origine des macrophages alvéolaires dépend donc de l’apport des 

monocytes sanguins.  

 

Les macrophages alvéolaires sont nombreux (environ 23 milliards de cellules) et 

pourtant ne représentent que 2 % de toutes les cellules du parenchyme pulmonaire. 

Boorman et al., (1980) retrouvent 0,36 macrophage par alvéole.  

 

Ces cellules ont quatre caractéristiques majeures : 

• une grande mobilité 

• un haut pouvoir de phagocytose 

• la présence de nombreux antigènes et récepteurs de membrane 

Fosses nasales postérieures Pharynx Larynx Trachée

Epithélium Pseudostratifié respiratoire Pseudostratifié respiratoire
ou pluristratifié épidermoïde

Pseudostratifié 
respiratoire

Cartilage Oui Non Hyalin ou élastique Anneaux incomplets

Muscle Non Strié (musculeuse) Oui
Lisse

(muscle trachéal)

Fibres élastiques Oui Oui Ligament vocal Oui

Bronches souches Bronches lobaires Bronches
segmentaires

Bronchioles 
terminales

Bronchioles 
respiratoires

Epithélium Pseudostratifié respiratoire
Cylindrique cilié 

simple
Cubique simple

Cartilage Anneaux complets 
puis fragmentés

Plaques Nodules Non

Muscle Muscle lisse = Muscle de Reissessen

Fibres élastiques Abondantes
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• une sécrétion de nombreux médiateurs (thromboxane, prostaglandines, 

PAF (Platelet Activating Factor), cytokine pro et anti-inflammatoires.  

 

De ces caractéristiques découle un rôle important dans la défense de l’appareil 

respiratoire. Ils participent à l’élimination des particules inhalées, à l’élimination des 

germes grâce à leur pouvoir  bactéricide, à la présentation de l’antigène dans la réponse 

inflammatoire spécifique, au recrutement et à l’activation d’autres types cellulaires et 

interagissent avec d’autres cellules réparatrices de l’alvéole (Figure 11). 

 

 

Figure 11 : Coupe histologique d’alvéole pulmonaire de porc, mettant en évidence des macrophages 

alvéolaires (microscopie électronique x1000, coloration trichome de masson) (Université Pierre et Marie 

Curie, 2009). 
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2.2. Toxicocinétique des particules atmosphériques 

Les particules fines et ultrafines constituent la fraction dite respirable, c’est-à-dire 

celle qui pénètre dans les poumons jusqu’aux voies respiratoires inférieures et aux 

alvéoles. Cependant, les études de déposition montrent que, pour la fraction la plus fine à 

l’échelle nanométrique, ce dépôt peut se faire majoritairement au niveau du nasopharynx 

et des voies respiratoires supérieures (Oberdörster et al., 2005). Si elles sont négligeables 

en masse (1 à 8 %), les particules ultrafines représentent en nombre jusqu’à 80 % de 

l’aérosol urbain alors que leur importante surface spécifique leur confère une réactivité 

accrue donc une activité biologique plus grande que celle des grosses particules de même 

composition chimique.  

 

Après leur émission dans l’atmosphère, les particules surface réagissent avec des 

gaz tels que les COV, fixent des molécules biologiques comme des endotoxines 

(provenant de la paroi des bactéries) ou des allergènes (provenant de grains de pollen ou 

de spores fongiques). Ces différentes molécules adsorbées vont pénétrer dans les voies 

aériennes avec les particules et induire elles-mêmes des réponses biologiques : c’est 

l’effet « cheval de Troie ». 

 

Il a été démontré que les molécules formant le cœur de la particule ou adsorbées 

à sa surface pouvaient devenir biodisponibles dans le poumon. Par exemple, les HAP 

peuvent être transformés en métabolites actifs susceptibles d’effets toxiques voir 

cancérogènes alors que les métaux peuvent induire un stress oxydant à l’origine d’une 

réponse inflammatoire.  

 

2.2.1.  Dépôt des particules atmosphériques dans les poumons 

Le diamètre aérodynamique équivalent (Dae) conditionne le dépôt des particules 

dans l’appareil respiratoire. Les particules, ayant un Dae > 10 µm, s’impactent au niveau de 

l’oropharynx puis sont dégluties. Les particules dites « respirables » (Dae < 10µm ; PM10) 

pénètrent plus profondément dans l’appareil respiratoire. Les PM2,5-10 pénètrent dans 

l’arbre trachéo-bronchique et atteignent les bronchioles terminales. Les particules fines 

(PM2,5) englobant les particules ultrafines (PM0,1) peuvent atteindre les alvéoles.  
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La déposition des particules dans l’appareil respiratoire dépend essentiellement 

de trois mécanismes : la sédimentation pour les particules les plus grosses, l’impaction au 

niveau des bifurcations bronchiques, et la diffusion pour les particules les plus fines 

(Figure 12). La taille des particules détermine donc leur site de déposition dans l’appareil 

respiratoire au niveau de trois régions majeures de dépôt : les régions naso-pharyngée, 

trachéobronchiale et alvéolaire. Ce schéma classique va ensuite varier selon les individus, 

leur capacité respiratoire, d’éventuelles pathologies telles que l’asthme et la bronchite 

chronique. Les particules ultrafines ont la capacité de séjourner dans les poumons où 

elles sont soumises à des mouvements browniens et où elles peuvent diffuser. La 

déposition particulaire dans les poumons est sensiblement plus marquée chez des 

malades atteints de pathologies obstructives telles que l’asthme et la 

bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), elle est hétérogène selon les zones 

du poumon et la variabilité interindividuelle est très forte (Kim and Kang, 1997). Tous ces 

facteurs ainsi que les propriétés propres des particules et leur capacité à interférer avec 

les fluides broncho-pulmonaires vont jouer un rôle essentiel dans leur toxicité. 

 

La persistance des particules va dépendre de leurs propriétés physico-chimiques 

et, en particulier de leur solubilité. Les molécules de cœur ou adsorbées, hydrosolubles, 

telles que les métaux, et certaines molécules liposolubles de faible poids moléculaire, 

vont rapidement être extraites et se disperser en interagissant avec les divers composés 

du liquide broncho-alvéolaire, en particulier les protéines et les lipides. Ceci est 

particulièrement vrai pour les molécules hautement réactives et pour les métaux de 

transition capables de produire des Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO) et d’induire un 

stress oxydant. Par contre, le cœur de la particule ainsi que les molécules fortement 

adsorbées restent au niveau du lieu de déposition. Selon les propriétés de surface de la 

particule, sa composition chimique, les molécules organiques adsorbées et les protéines 

des fluides biologiques liées à sa surface, la particule pourra interférer avec la membrane 

plasmique des cellules épithéliales susceptibles alors de la phagocyter. 

 



39 
 
 

La clairance particulaire, c’est-à-dire les capacités des poumons à éliminer les 

particules inhalées, va également dépendre de ces différents facteurs. Pour les particules 

déposées au niveau des voies aériennes, le mécanisme de clairance est mucociliaire et 

l’élimination des particules rapide (en 24 h environ). Pour les particules déposées au 

niveau alvéolaire, la clairance macrophagique est plus lente, la demi-vie des particules 

pouvant atteindre des mois et, dans des conditions de surcharge chronique, conduire à 

l’accumulation. 

 

 

Figure 12 : Mécanismes de déposition des particules (adapté de ILO, 2013). 

 

2.2.2. Translocation de particules à travers les barrières biologiques 

Il n’existe que peu d’études de la toxicité des polluants atmosphériques à distance 

des poumons et notamment au niveau des cellules hématopoïétiques telles que les 

lymphocytes. Les particules ultrafines s’avèrent capable de traverser la barrière alvéolo-

capillaire et d’être distribuées par la circulation systémique vers des organes cibles 

secondaires (INSERM, 1999). 

 

La question de la translocation de particules à travers les barrières biologiques 

chez l’homme a été posée par des études réalisées avec des nanoparticules de carbone 

de 20 nm marquées au Technétium 99. L’une d’entre elles montre une translocation 

rapide vers le sang et une accumulation significative dans le foie (Nemmar et al., 2002), 

alors qu’une autre conteste ces résultats (Brown et al., 2002). Cependant, si l’on 

considère aussi les études réalisées chez l’animal (Elder and Oberdörster, 2006), il paraît 

hautement probable que les particules puissent passer la barrière épithéliale vers 

l’interstitium pulmonaire. Elles seraient aussi capables de franchir la paroi des vaisseaux 
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et de se retrouver dans le flux sanguin, distribuées ensuite au niveau de l’organisme. Leur 

accumulation dans certains organes cibles a été étudiée à l’aide de nanoparticules 

modèles (ex : billes de polystyrène marquées). Le foie est le site majeur d’accumulation, 

mais une accumulation mineure dans le cœur et dans le rein a également été retrouvée 

(Akerman et al., 2002). Par ailleurs, le passage des barrières hémato-encéphalique et 

placentaire est suspecté mais encore insuffisamment démontré. 

 

Une autre voie d’entrée potentielle est la voie olfactive. Il est connu depuis de 

nombreuses années que certains virus peuvent emprunter le nerf olfactif, et des 

expériences anciennes chez le singe ont montré que des nanoparticules d’or colloïdal 

instillées dans les fosses nasales pouvaient être transportées vers le bulbe olfactif (de 

Lorenzo, 1970). La question d’un tel transfert se pose donc pour les particules 

atmosphériques. Des observations troublantes d’inflammation chronique du cerveau et 

de processus accélérés de maladies neurodégénératives chez des chiens, à Mexico, ont 

été associés à la forte pollution particulaire de la ville (Calderón-Garcidueñas et al., 2002). 
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2.3. Cancer du poumon : épidémiologie, facteurs de risque et classification 

Le cancer du poumon est la première cause de décès par cancer en France et dans 

le monde. Chez la femme, il est en progression constante : son incidence a triplé ces 20 

dernières années. Le tabac est de loin le premier facteur de risque de cette pathologie. 

 

Malgré les avancées thérapeutiques, son pronostic reste sombre (la survie à 5 ans 

n’étant que de 14 %). En effet, seul un diagnostic précoce autorise une chirurgie curative. 

Or, les symptômes n’apparaissent qu’à un stade avancé de la maladie. Il n’existe à l’heure 

actuelle aucune méthode reconnue pour le dépistage du cancer bronchique. 

 

La meilleure arme pour lutter contre la survenue du cancer des poumons et de la 

mortalité associée à cette pathologie reste la prévention, en agissant en particulier contre 

le tabagisme. 

 

2.3.1.  Données épidémiologiques 

Avec environ 39 500 nouveaux cas estimés en 2011 en France dont 70 % survenant 

chez l’homme, le cancer du poumon se situe au quatrième rang des cancers, tous sexes 

confondus, juste après le cancer colorectal (40 500 nouveau cas). Il représente 11 % de 

l’ensemble des nouveaux cas de cancers tous sexes confondus. Chez l’homme, il se place 

au deuxième rang des cancers masculins avec 27 500 nouveaux cas, soit 13 % de 

l’ensemble des cancers incidents masculins, derrière le cancer de la prostate (71 000 cas). 

Chez la femme, le cancer du poumon est le troisième cancer incident avec 12 000 

nouveaux cas estimés en 2011, soit près de 8 % de l’ensemble des cancers féminins, après 

le cancer du sein (53 000 nouveaux cas) et le cancer colorectal (19 000) (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Classement des cancers par incidence et décès, tous sexes confondus, en France, 2011 (INCa, 

2011). 

 

* : Effectif total arrondi 

 

Près de la moitié (48 %) des nouveaux cas de cancer du poumon se déclarent avant 

65 ans (INCa, 2011). Avant l’âge de 50 ans, le taux d’incidence du cancer du poumon est 

assez comparable entre les deux sexes ; au-delà, les taux sont nettement plus élevés chez 

l’homme que chez la femme (2,5 à 4 fois plus élevés) (Tableau 6). 
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L’âge moyen au diagnostic n’est pas disponible pour 2011. Il était estimé en 2005, à 

65 ans chez l’homme et à 64 ans chez la femme.  

 

Tableau 6 : Nombre de cas et de décès et taux pour 100 000 personnes-années par tranche d’âge et par 

sexe « cancer du poumon » en 2011 (INCa, 2011). 

 

 

2.3.1.1. Évolution de l’incidence du cancer du poumon 

L’hypothèse retenue pour fournir ces projections d’incidence du cancer du poumon 

pour l’année 2011 est celle d’une prolongation de la tendance récente où les taux 

d’incidence continueraient à augmenter entre 2005 et 2011. Les projections estiment les 

taux d’incidence (standardisés monde) en 2011 à 52,7 pour 100 000 personnes-années 

chez l’homme et à 20,7 pour 100 000 chez la femme (Belot et al., 2008). 

 

Les tendances évolutives de l’incidence du cancer du poumon sont différentes 

selon le sexe. 

Chez l’homme, l’augmentation de l’incidence observée jusqu’à la fin des années 

1990 s’est infléchie en 2000. Cette évolution de l’incidence s’inscrit dans le contexte de 
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diminution de la consommation tabagique en France, tendance également observée dans 

les pays développés comme au Royaume-Uni et aux États-Unis. 

En revanche, chez la femme, l’augmentation de l’incidence observée lors des 

précédentes estimations se confirme avec un taux d’incidence passant de 3,6 en 1980 à 

13,5 pour 100 000 en 2005. L’augmentation a été plus importante sur la période 2000-

2005. Cette tendance évolutive, en lien avec l’évolution du tabagisme, est également 

observée chez la femme dans la plupart des pays occidentaux (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Évolution de l’incidence (taux standardisé monde estimé) du cancer du poumon de 1980 à 2005 

selon le sexe (Belot et al., 2008). 

 

2.3.1.2. Incidence et mortalité estimée dans les régions 

2.3.1.2.1. Incidence observée dans les régions 

 

Chez l’homme, les taux régionaux d’incidence standardisés à la population 

mondiale estimés en 2005 varient entre 40,5 et 70,6 pour 100 000. La moitié des régions 

présente une incidence standardisée comprise entre 46 et 54. Les taux d’incidence les plus 

élevés sont observés dans le Nord-Pas-de-Calais (+ 40 % par rapport à la moyenne 

française), en Lorraine (+ 26 %), en Champagne-Ardenne (+ 25 %), en Haute-Normandie (+ 

21 %) et en Picardie (+ 20 %). Les trois régions présentant les taux les plus faibles sont 
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Midi-Pyrénées, le Limousin (- 19 % par rapport à la moyenne française) et les Pays de la 

Loire (- 15 %). Une diminution de l’incidence dans la majorité des régions est observée 

entre 2000 et 2005 (Figure 14). 

 

Chez la femme, les taux d’incidence standardisés à la population mondiale estimés 

en 2005 varient entre 9,6 et 17,2 pour 100 000. La moitié des régions présente une 

incidence standardisée comprise entre 10,8 et 13,1. Les taux les plus élevés sont observés 

en Lorraine (+ 33 % par rapport à la moyenne nationale), en Île-de-France (+ 29 %) et en 

Corse (27 %) et les taux les plus faibles en Basse-Normandie (- 24 % par rapport à la 

moyenne nationale), dans les Pays de la Loire (- 23 %) et dans le Nord-Pas-de-Calais (- 22 

%). Contrairement à ce qui est observé chez l’homme, l’incidence du cancer du poumon a 

augmenté chez la femme dans toutes les régions entre 1980 et 2005, avec une 

accentuation du phénomène entre 2000 et 2005 (Figure 14). 

 

 

Figure 14 : Taux standardisés à la population mondiale (TSM) d’incidence des cancers du poumon à l’échelle 

régionale en France métropolitaine en 2005 (INCa, 2011). 

 

2.3.1.2.2. Mortalité observée dans les régions 

 Chez l’homme, les taux régionaux de mortalité standardisés à la population 

mondiale par cancer du poumon sur la période 2004-08 varient de 36,6 pour 100 000 en 

Midi-Pyrénées à 57,3 pour 100 000 dans le Nord-Pas-de-Calais. Les régions du Nord-Est 

sont les plus touchées avec une surmortalité de 15 à 34 % par rapport à la moyenne 
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française : le Nord-Pas-de-Calais (+ 35 %), la Lorraine (+ 22 %), la Champagne-Ardenne (+ 

20 %), la Picardie (+ 18 %) et la Haute-Normandie (+ 15 %). La région Midi-Pyrénées (- 13 

%), les Pays de la Loire (- 11 %) et le Limousin (- 12 %) présentent les taux les plus faibles 

(environ 37 décès pour 100 000) (Figure 15). 

 

Chez la femme, les taux régionaux (standardisés monde) varient de 7,6 pour 100 

000 dans le Nord-Pas-de-Calais à 12,3 pour 100 000 en Lorraine. À l’inverse de ce qui est 

observé chez l’homme, les régions du Nord-Est, ne présentent pas de taux élevés, mis à 

part la Lorraine (+ 24 % par rapport à la moyenne nationale). Les autres régions les plus 

touchées sont l’Île-de-France (+ 15 %), la Corse (+ 24 %) (Figure 15) 

 

 

Figure 15 : Taux standardisés à la population mondiale (TSM) de mortalité par cancer du poumon à l’échelle 

départementale en France métropolitaine (2004-2008) (INCa, 2011). 
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2.3.2. Facteurs de risque de cancer du poumon 

2.3.2.1. Influence de l’âge 

Le cancer est la principale cause de décès entre 60 et 79 ans (Jemal et al., 2010). 

Plus de 50 % de tous les cancers et plus de 70 % des décès liés au cancer surviennent chez 

des patients âgés de 65 ans ou plus (Howlader et al., 2013). Ce problème est de plus en 

plus important en raison du vieillissement de la population et de l'augmentation de 

l'espérance de vie.  

 

Le vieillissement implique des changements complexes cellulaires (sénescence), 

moléculaires (mutations d’ADN) et physiologiques (diminution de la capacité à réagir face 

aux stress environnementaux et génétiques), favorisant la carcinogenèse et l’apparition du 

cancer (Anisimov, 2007). 

 

Si l’on considère toute la population masculine confondue, le cancer du poumon 

est la cause principale de décès liée au cancer. Les données sont différentes pour la 

population âgée de plus de 85 ans. En effet, dans cette classe d’âge, la première cause de 

mortalité est liée au cancer de la prostate, suivie par le cancer du poumon, puis du côlon-

rectum chez l’homme. Dans la population féminine de plus de 85 ans, la mortalité liée au 

cancer du côlon-rectum est prépondérante, suivie par le cancer du sein, puis du poumon 

(Yancik, 1997). 

 

2.3.2.2. Rôle du statut tabagique 

Le cancer du poumon est l’un des rares cancers pour lequel l’agent causal 

principal, le tabac, est depuis longtemps parfaitement identifié. En effet, les premières 

observations cliniques et épidémiologiques montrant l’association entre le tabagisme et 

le cancer du poumon datent des années 1950 (Wynder and Graham, 1950).  

 

 Pour l’année 2000, le tabac a été estimé comme étant responsable de 85 % des cas 

mondiaux de cancer du poumon chez l’homme et de 49 % chez la femme. En Europe, ce 

pourcentage atteint les 95 % chez l’homme (Collins et al., 2007; Fry et al., 1999). Le risque 

relatif dépend de la quantité consommée. Pour un risque de 1 chez le non-fumeur, il passe 



48 
 
 

à 15 pour un demi-paquet fumé par jour et à 64 pour deux paquets. Ce risque décroit avec 

un arrêt de la consommation pour se stabiliser à une valeur inférieure à 2, 20 ans après le 

sevrage tabagique. Concernant le tabagisme passif, le risque relatif a été évalué à 1,4 

(Williams and Sandler, 2001). 

 

2.3.2.3. Effets des polluants 

Les connaissances acquises sur la toxicologie des particules atmosphériques sont en 

grande partie liées aux études sur les particules Diesel qui ont constitué un modèle de 

référence pour l’évaluation des effets biologiques en utilisant différentes approches in 

vitro, in vivo et chez l’homme exposé à des échappements Diesel dilués (Diaz-Sanchez et al., 

1997; Salvi et al., 1999). Les particules atmosphériques sont responsables d’une réponse 

inflammatoire au niveau des poumons. Elles peuvent jouer un rôle d’adjuvant dans la 

survenue de crises d’asthme en interaction avec les allergènes, aggraver la bronchite 

chronique en maintenant une inflammation des voies aériennes et sont associées à 

l’augmentation du risque de cancer bronchique. Le Centre International de recherche sur 

le Cancer a reclassé les particules Diesel dans le groupe 1, cancérigène certain (Silverman 

et al., 2012).  

 

D’autres facteurs environnementaux sont également liés au développement du 

cancer du poumon, notamment l’exposition à des substances telles que l’amiante, 

l’arsenic, le radon, le nickel, le cadmium, etc… (Brüske-Hohlfeld, 2009). 

 

Concernant la pollution atmosphérique et les PM2.5, ils ont récemment été 

reconnus comme cancérogènes certains pour l’homme (IARC group 1) (Raaschou-Nielsen 

et al., 2013).  
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2.3.3. Classification histologique des cancers du poumon  

Une première classification des différents types de CBP consiste en la distinction 

entre Carcinome Pulmonaire Non à Petites Cellules (NSCLC, Non-Small Cell Lung 

Carcinoma) et Carcinome Pulmonaire à Petites Cellules (SCLC, Small Cell Lung Carcinoma 

(Travis et al., 2011). Ces deux types peuvent ensuite être subdivisés en différents sous-

types (Figure 16). 

 

 

Figure 16  : Classification des cancers broncho-pulmonaires (Travis et al., 2011). 

 

2.3.3.1. Carcinomes pulmonaires non à petites cellules 

Les NSCLC représentent 80 % des CBP. Cette catégorie peut être subdivisée en 

plusieurs types de carcinomes, selon leur architecture, leur localisation, et les cellules dont 

ils sont issus. 
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Les Carcinomes à Cellules Squameuses (Squamous Cell Carcinoma, SCC) présentent 

une architecture épidermoïde (Figure 17A). Ils dérivent de l’épithélium bronchique 

pseudo-stratifié et sont majoritairement associés au tabagisme actif. 

 

Les adénocarcinomes ont quant à eux une architecture glandulaire (Figure 17B). Ils 

peuvent être issus des pneumocytes de type I ou de type II, ou des cellules de Clara 

présentes dans les bronchioles périphériques, désignés alors par le terme 

d’adénocarcinomes bronchiolo-alvéolaires dans la classification OMS de 2004 (Travis et al., 

2004). A noter cependant que le terme d’adénocarcinome bronchiolo-alvéolaire a été 

remplacé par le terme d’adénocarcinome in situ dans la classification des 

adénocarcinomes publiée en 2011 par un comité d’expert international (Travis et al., 

2011).  

 

Les carcinomes à grandes cellules possèdent une architecture indifférenciée 

(Figure 17C). Leur origine n’est pas clairement identifiée.  

 

 

Figure 17 : Coupes histologiques de tumeurs pulmonaires de type 

carcinome à cellules squameuses (A), adénocarcinome (B), carcinome à grandes cellules (C) et carcinome à 

petites cellules (D) (Petersen, 2011). 
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2.3.3.2. Carcinomes pulmonaires à petites cellules 

Au sens strict, le terme de SCLC ne concerne qu’un seul type de tumeur caractérisé 

par des cellules pauvres en cytoplasme, avec une chromatine d’apparence granuleuse, une 

activité mitotique élevée et de grandes plages de nécrose (Figure 17D). En pratique, le 

terme SCLC fait souvent référence à la famille des tumeurs de type neuro-endocrine et 

inclut d’autres tumeurs : les carcinomes neuro-endocrines à grandes cellules, les 

carcinoïdes typiques et les carcinoïdes atypiques. Leur origine reste encore discutée, mais 

l’hypothèse la plus communément admise est que les NSCLC dérivent de cellules 

précurseurs présentant des caractéristiques neuro-endocrines, appelées cellules de 

Kulchitzky-Masson. 

 

2.3.3.3. Evolution histologique 

L’évolution vers la cancérogenèse se traduit par des anomalies morphologiques 

visibles de l’épithélium respiratoire. L’épithélium normal évolue ainsi par des lésions 

prénéoplasiques de sévérité croissante avant d’éventuellement aboutir au carcinome 

invasif (Brambilla, 2002). 

 

Différentes étapes précancéreuses sont distinguées, selon l’intensité des anomalies 

et le niveau de l’épithélium touché (Figure 18) : 

• la dysplasie légère est marquée par des anomalies discrètes (hypercellularité et 

pléomorphisme) ; 

• la dysplasie est dite modérée lorsque les cellules anormales s’étendent sur les deux 

tiers inférieurs de l’épithélium, que les anomalies s’intensifient (hypercellularité, 

pléomorphisme moyen et anisocytose) ; 

• la dysplasie sévère, les cellules anormales recouvrent tout l’épithélium et 

présentent de nombreuses anomalies (perte de maturation, anisocytose et 

pléomorphisme important). Les noyaux sont de taille irrégulière, 

hyperchomatiques, avec quelques mitoses ;  

• la dernière étape avant le carcinome invasif est le carcinome in situ, stade auquel la 

taille des cellules est augmentée et le pléomorphisme très important, où les noyaux 
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présentent une chromatine irrégulière et ont perdu leur orientation, la membrane 

basale est respectée.  

 

L’évolution du tissu normal vers le carcinome in situ est associée à une 

augmentation de l’épaisseur du tissu (Brambilla, 2002; Kerr, 2001) (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Evolution histologique du tissu normal vers le carcinome in situ  

Epithélium normal (A), Hyperplasie (B), Dysplasie légère (C), Dysplasie modérée (D), Dysplasie sévère (E), 

Carcinome in situ (F) (d’après Brambilla, 2002; Kerr, 2001). 
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3. Mécanismes moléculaires de la cancérogénèse broncho-pulmonaire : 

influence de l’âge, du statut tabagique et de la pollution 

 

La troisième et dernière partie de cette analyse bibliographique a pour but de 

présenter certains mécanismes connus ou supposés de toxicité des PM2.5, qui pourraient 

influencer leur potentiel cancérogène. Nous nous pencherons donc sur les processus de 

stress oxydant, d’activation métabolique, de génotoxicité et d’altération épigénétique en 

développant l’influence de l’âge et le rôle du statut tabagique dans l’apparition de ces 

mécanismes cellulaires.  
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3. Mécanismes moléculaires de la cancérogénèse broncho-pulmonaire : 

influence de l’âge, du statut tabagique et de la pollution 

3.1. Cancérogénèse broncho-pulmonaire : processus multi-étapes 

Il est maintenant bien établi que le cancer du poumon a pour origine les cellules 

épithéliales bronchiques et que la transformation d’une cellule normale en carcinome 

invasif est un processus multi-étapes précédé par des lésions pré-malignes. Cependant, 

seul un petit nombre de ces lésions progressent vers un cancer invasif et la majorité 

d’entre elles restent latentes et même régressent. Il y a peu de données informatives 

concernant la séquence des altérations génétiques conduisant au cancer du poumon. 

Cependant, ces anomalies sont la conséquence d’une forte instabilité génétique qui se 

traduit par des mutations ponctuelles, des réarrangements, des délétions, des 

amplifications géniques ou encore des aneuploïdies. 

 

L’analyse histologique systématique des résections chirurgicales de cancers 

bronchiques a permis de confirmer l’existence d’un vrai continuum lésionnel au niveau de 

l’épithélium de l’arbre bronchique, allant de l’hyperplasie basale au carcinome invasif en 

passant par des stades de métaplasie malpighienne, dysplasie légère, modérée et sévère, 

puis de carcinome in situ. Une corrélation entre l’existence de ce continuum lésionnel et la 

cancérogénèse multiétapes a été mise en évidence par l’analyse moléculaire systématique 

des lésions précancéreuses chez les fumeurs : l’acquisition séquentielle d’altérations 

génétiques s’accompagne d’une augmentation du pouvoir prolifératif et invasif de ces 

lésions et détermine la transition vers des lésions au potentiel évolutif important. 

 

Ainsi, le modèle de la cancérogénèse bronchique suit le modèle général élaboré par 

Hanahan et ses collaborateurs selon lequel les altérations génétiques sont responsables de 

l’acquisition, par une cellule d’un épithélium bronchique normal, des dix propriétés 

élémentaires qui vont faire d’elle une cellule maligne (Hanahan and Weinberg, 2011) 

(Figure 19). 
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Figure 19 : Propriétés des cellules cancéreuses (d’après Hanahan and Weinberg, 2011). 
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3.2. Stress oxydant et Inflammation 

3.2.1. Généralités 

3.2.1.1. Espèces réactives de l’oxygène 

Les ROS sont des dérivés oxygénés réactifs. Certains sont des espèces radicalaires, 

tels que l’anion superoxyde O2
. et le radical hydroxyle OH., alors que d’autres sont des 

espèces pro-oxydantes non radicalaires, telles que le peroxyde d’hydrogène H2O2 (Novo 

and Parola, 2008). Des espèces de ce type sont produites au cours du fonctionnement 

cellulaire normal, essentiellement par la chaîne respiratoire mitochondriale (Cadenas and 

Davies, 2000). La concentration en ROS influence la réponse cellulaire, en provoquant une 

activation de la voie de signalisation NRF2 à faible dose, des voies NF-ΚB et AP-1 

lorsqu’elles sont en concentration intermédiaire, et la mort cellulaire à forte dose (Novo 

and Parola, 2008) (Figure 20). 

 

 

Figure 20 : Réponse cellulaire aux espèces réactives de l’oxygène (adapté de Novo and Parola, 2008). 

 

L’oxygène représente ainsi un paradoxe pour les organismes aérobies : il est 

indispensable à leur survie tout en étant à l’origine d’espèces réactives toxiques, dont 

certaines interviennent dans la signalisation intracellulaire (Valko et al., 2007). La 

production et l’élimination des ROS et d’autres intermédiaires réactifs est donc un 

processus hautement contrôlé, régulé par différents systèmes antioxydants enzymatiques 

et non enzymatiques (Figure 21). Parmi les défenses enzymatiques figurent la SuperOxyde 

Dismutase (SOD), la catalase et la Glutathion Peroxydase (GPx), alors que les défenses 



57 
 
 

non enzymatiques sont assurées essentiellement par l’oxydation du glutathion réduit 

(GSH) en glutathion oxydé (GSSG) ainsi que par les vitamines. 

 

Figure 21 : Production d’espèces réactives de l’oxygène et systèmes de défense antioxydant enzymatiques 

et non enzymatiques (adapté de Valko et al., 2007). 

GPx : Glutathion Peroxydase ; GR : Glutathion Réductase ; GSH : Glutathion réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; MPO : 

MyéloPerOxydase ; SOD : SuperOxyde Dismutase ; Vit : Vitamine. 

 

3.2.1.2. Conséquences biochimiques du stress oxydant 

Dans certaines conditions pathologiques (surproduction de ROS, apport massif de 

ROS exogènes, dysfonctionnement des systèmes de défense), il peut arriver que la 

production d’espèces oxydantes soit supérieure aux capacités de défense de la cellule, 

conduisant à un état de déséquilibre appelé stress oxydant. Les ROS non pris en charge 

par les systèmes antioxydants sont alors capables d'interagir avec différentes 

macromolécules intracellulaires, conduisant à des lésions de l’ADN, à un phénomène de 

peroxydation lipidique, ou encore à une oxydation des protéines (Siems et al., 1995; 

Stadtman, 2004; Valko et al., 2006) (Figure 22). 
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Figure 22 : Conséquence des espèces réactives de l’oxygène sur l’ADN (A), les lipides (B) et les protéines (C) 

(Favier, 2003). 

 

3.2.2. Effets des polluants 

Il a été montré que l’exposition de cellules pulmonaires à des PM2.5 conduisait à la 

production de ROS (Deng et al., 2013; Dergham et al., 2012; Vattanasit et al., 2014). Le 

stress oxydant induit jouerait un rôle important dans la toxicité des particules (Knaapen et 

al., 2004; Valavanidis et al., 2008). Différents mécanismes de formation de ces ROS ont 
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été évoqués, faisant intervenir la surface de la particule, les métaux de transition, les 

composés organiques, une altération des fonctions mitochondriales, ou encore 

l’activation de cellules inflammatoires capables de produire des ROS (Risom et al., 2005). 

 

Nous nous intéresserons ici à l’incidence des caractéristiques intrinsèques des 

PM2.5 sur la formation de ROS, à savoir la surface des particules, ainsi que leur contenu en 

métaux et en composés organiques.  

 

3.2.2.1. Surface de la particule 

L’importance de la surface des particules a été montrée en comparant des 

particules de composition similaire mais de taille variable. En effet, plusieurs études ont 

mis en évidence une toxicité accrue de particules nanométriques de CuO (Karlsson et al., 

2009), de granit (Ahmad et al., 2012) ou encore de nickel (Zhang et al., 2003). Bien que 

cette différence de toxicité semble, de prime abord, liée à la masse, Oberdörster et al. ont 

montré que l’inflammation pulmonaire après instillation intra-trachéale de particules de 

TiO2 de taille nano- ou micro métrique était mieux représentée par la surface des 

particules que par leur masse (Oberdörster et al., 2000) (Figure 23). Ainsi, les particules 

ultrafines auraient une réactivité de surface accrue en interaction avec les cellules, 

conduisant à une production plus importante de ROS à l’origine de leur toxicité 

(Donaldson et al., 1996). 

 

 

Figure 23 : Réponse inflammatoire pulmonaire chez le rat, en fonction de la masse (A) et de la surface 

spécifique (B) des particules (d’après Oberdörster et al., 2000). 

 



60 
 
 

3.2.2.2. Métaux 

Certains métaux de transition composant les particules, tels que le fer, le cuivre, le 

chrome ou le vanadium, sont capables de produire des radicaux hydroxyles hautement 

réactifs en catalysant la réaction de Fenton (Novo and Parola, 2008) (Figure 24). 

 

 

Figure 24 : Production de ROS par la réaction de Fenton dépendante du fer (d’après Kehrer, 2000). 

 

Il a également été montré que le cadmium, bien que n’étant pas capable de 

catalyser la réaction de Fenton (Waisberg et al., 2003), était capable d’induire un stress 

oxydant in vitro et in vivo (Joseph et al., 2001; Shih et al., 2004) en diminuant les 

concentrations intracellulaires en glutathion ou en réduisant les activités SOD, catalase, 

ou GPx (del Carmen et al., 2002; El-Maraghy et al., 2001). 

 

3.2.2.3. Fraction organique 

Des ROS peuvent être produites par les Cytochromes P450 (CYP), enzymes 

impliquées dans la métabolisation des composés organiques. L’activité du CYP1A1 est 

ainsi associée à la production d’H2O2 au niveau intracellulaire (Barouki and Morel, 2001).  

 

De plus, les quinones contenues dans la fraction organique ou issues de la 

métabolisation d’autres composés tels que les HAP ou les COV, sont capables de générer 

des ROS via un phénomène de « cycle redox » (Dellinger et al., 2001).  

 
3.2.3. Inflammation et cancer 

 La relation inflammation-cancer est un paradigme généralement accepté 

(Aggarwal et al., 2006; Balkwill et al., 2005; Coussens and Werb, 2002). Cette observation 

a été signalée pour la première fois en 1863 par Rudolf Virchow, qui nota la présence de 
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leucocytes dans le tissu néoplasique et supposa qu’il existait un lien entre l’inflammation 

et le cancer. L’inflammation initiale implique le recrutement de nombreuses cellules 

inflammatoires vers des sites endommagés avec une libération de cytokines et d’autres 

agents pro-inflammatoires. Des aberrations des mécanismes apoptotiques et de 

phagocytose de cellules inflammatoires peuvent mener à une inflammation persistante, 

chronique. Dans ce contexte, la prolifération cellulaire persistante et la production 

importante de facteurs de croissance, de cytokines, de dérivés réactifs de l’oxygène 

pouvant causer des dommages à l’ADN, contribuent à la création d’un 

microenvironnement pro-tumoral (Lu et al., 2006).On y retrouve des macrophages mais 

également d’autres types cellulaires tels que des neutrophiles, des éosinophiles, des 

cellules dendritiques, des mastocytes et des lymphocytes.  

 

Le développement du cancer est régulé par la présence de messagers de 

l’inflammation tels que des cytokines (Tumor Necrosis Factor ou TNF-α, Interleukine-1 ou 

IL-1) ou des chimiokines mais aussi par le remodelage tissulaire et l’angiogenèse associés 

à l’inflammation.  

 

Le risque de cancer du poumon est associé à la sévérité et à la durée de la maladie 

inflammatoire (Borm and Driscoll, 1996). Une relation entre la maladie asthmatique et les 

cancers pulmonaires a depuis longtemps été établie (Vesterinen et al., 1993). 

 

Les particules atmosphériques sont responsables d’une réponse inflammatoire au 

niveau des poumons. Elles peuvent jouer un rôle d’adjuvant dans la survenue de crises 

d’asthme en interaction avec les allergènes. Elles peuvent aggraver la bronchite 

chronique en maintenant une inflammation des voies aériennes (Brook et al., 2010). 
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3.3. Activation métabolique 

3.3.1. Généralités 

Selon certaines estimations, 75 % des molécules cancérogènes seraient issues de 

l’activation de pro-cancérogènes par les systèmes enzymatiques intracellulaires (Nebert 

and Dalton, 2006). Ce phénomène, appelé activation métabolique, se produit au cours de 

la biotransformation de ces composés, lorsque des métabolites plus réactifs que la 

molécule initiale sont générés.  

 

La biotransformation des xénobiotiques a pour conséquence d'augmenter leur 

hydrophilie afin de permettre leur élimination. De manière générale, elle est réalisée par 

les Enzymes de Métabolisation des Xénobiotiques (EMX), classées comme appartenant 

aux phases I ou II (Figure 25). Cette répartition est essentiellement fonctionnelle et 

certaines enzymes de phase II peuvent ainsi agir avant d’autres enzymes de phase I, voire 

être les seules à transformer un xénobiotique en l'un de ses métabolites ultimes. 

Plusieurs enzymes de phase I peuvent également agir successivement, avant une 

éventuelle prise en charge des métabolites par les enzymes de phase II.  

 

 

Figure 25 : Métabolisation et activation métabolique des xénobiotiques (d’après (Castell et al., 2005; Ding 

and Kaminsky, 2003; Xu et al., 2005). 

CYP : Cytochrome P450 ; EHm : Epoxyde Hydrolase microsomale ; NQO1 : NADPH-Quinone Oxydoréductase 1 ; GST : 

Glutathion-S-Transférase ; UGT : UDP-GlucuronosylTransférase ; SULT : SulfoTransférase ; ABC : ATP-Binding Cassette ; 

SLC : SoLute Carrier ; SLCO : SoLute Carrier Organic anion. 
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La première phase de métabolisation permet la fonctionnalisation de la molécule, 

par l'ajout ou le démasquage d'un groupement fonctionnel facilitant, suite à une réaction 

d’oxydation, de réduction ou d’hydrolyse. L’oxydation des xénobiotiques est 

majoritairement réalisée par les CYP, une famille d’enzymes regroupant 57 gènes actifs 

chez l’Homme (Gotoh, 2012). La fonctionnalisation du xénobiotique peut également être 

assurée par les Flavine Mono-Oxygénases, les Alcool DésHydrogénases (ADH), une 

Aldéhyde Déshydrogénase (ALDH),  AldoKétoRéductases (AKR), Epoxyde Hydrolases 

microsomales (EHm), ou encore la NADPH-Quinone Oxydo-réductase 1 (NQO1). 

 

La seconde phase de métabolisation correspond à la conjugaison du xénobiotique, 

fonctionnalisé ou non, avec un groupement polaire, tel que le GSH par les Glutathion-S-

Transférases (GST), l'acide glucuronique par les UDP-Glucuronosyl-Transférases (UGT), ou 

encore un groupement sulfate par les SULfo-Transférases (SULT). La conjugaison du 

xénobiotique rend ce dernier encore plus hydrosoluble, facilitant ainsi son élimination.  

 

Une troisième phase, impliquant des transporteurs, permet la sortie des 

xénobiotiques conjugués hors de la cellule. En effet, les xénobiotiques devenus 

hydrosolubles sont incapables de franchir les membranes plasmiques par diffusion. Ils 

sont alors pris en charge par des transporteurs dits de phase III, tels que ceux des familles 

ATP-Binding Cassette (ABC), SLC (SoLute Carrier), ou SLCO (SoLute Carrier Organic anion), 

leur permettant d’être excrétés des cellules pour être ensuite éliminés, par la voie 

urinaire, biliaire, ou via les fécès (Castell et al., 2005). 

 

3.3.2. Effets des polluants 

Comme nous l’avons vu précédemment, différents composés organiques peuvent 

entrer dans la composition des PM2.5, tels que des HAP, COV, dioxines (PCDD-F) ou encore 

polychlorobiphényles (PCB). Parmi eux, les PCDD/F sont résistants à la biodégradation et 

s’accumulent dans le foie et les tissus adipeux. A l’inverse, d’autres molécules peuvent 

être transformées et bioactivées dans l’organisme. Un excès de métabolites réactifs peut 

être généré, car les enzymes de phase II sont généralement moins inductibles que celles 
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de phase I. Ce phénomène a été décrit pour différents types de composés, dont des HAP, 

des COV ou encore des PCB. Les composés réactifs formés (e.g. quinones, époxydes, 

aldéhydes) exercent le plus souvent leur toxicité via l'apparition d'un stress oxydant, la 

formation d'adduits à l'ADN, ou encore la modification d’autres macromolécules 

cellulaires, telles que des protéines ou des lipides. 

 

3.3.2.1. HAP 

Le B[a]P est souvent pris comme modèle pour l’étude de l’activation métabolique 

des composés organiques. En effet, la transformation de ce HAP par les EMX peut induire 

la formation de métabolites réactifs de différents types et via différentes voies. Plusieurs 

enzymes peuvent ainsi être impliquées dans l’activation métabolique du B[a]P, à savoir 

les CYP 1A1, 1B1 et 2S1, ainsi que la SULT1B1. Les GST, certaines SULT et des UGT vont 

permettre la détoxification des métabolites précédemment générés (Bui et al., 2009; 

Castell et al., 2005; Shimada, 2006; Teubner et al., 2002). La NQO1 empêche le 

phénomène de « cycle redox » des quinones, en les transformant en hydroquinones 

(Joseph et al., 1998).  

 

3.3.2.2. COV 

La métabolisation des COV, dont le composé type est le benzène, peut également 

donner lieu à la production de métabolites réactifs. Les CYP 2E1 et 2F1 ainsi qu’une ADH 

sont impliqués dans les étapes préalables de transformation du benzène, conduisant in 

fine à la formation d’aldéhyde, d’hydroquinone ou de quinones toxiques. A l’inverse, 

différentes SULT, GST et UGT, ainsi que la NQO1, interviennent dans la détoxification de 

ces métabolites (Bauer et al., 2003; Latriano et al., 1986; Snyder and Hedli, 1996; Yasuda 

et al., 2007). 

 

3.3.2.3. PCB 

L’activation métabolique des PCB, faiblement documentée, passe par une étape 

d’hydroxylation, réalisée par différents CYP des familles 1A et 2B (Kaminsky et al., 1981), 

dont le CYP2B6 (Warner et al., 2009). Le taux d’hydroxylation des PCB est inversement 

proportionnel au nombre de substitutions par le chlore (Song et al., 2013b). Une étude 
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chez le rat a montré que certains congénères d'hydroxy-PCB peuvent ensuite être 

conjugués à l'acide glucuronique par une UGT (e.g. 1A1, 1A6, 1A7) afin d’être éliminés 

(Daidoji et al., 2005). Toutefois, leur métabolisation peut aboutir à la formation de 

quinones toxiques, capables de former des adduits à l’ADN (Pereg et al., 2002). 

 

3.3.3. Activation métabolique et cancer du poumon 

La plupart des cancérogènes chimiques contenus dans la fumée du tabac 

nécessitent une activation métabolique pour exercer leurs effets (Hecht, 1999). Les 

enzymes requises sont présentes dans les poumons et autres organes « cibles ». Le risque 

individuel peut être affecté par l’activité et les niveaux d’enzymes telles que la glutathion-

S-transférase, le cytochrome P450 et les N-acétyl-transférases. Lors du processus 

métabolique, les formes réactives des hydrocarbures aromatiques polycycliques, 

nitrosamines et amines  aromatiques sont générées et se lient par covalence sur l’ADN 

dans les différents tissus. 

 

A côté du rôle bien établi de la consommation de tabac et de l’exposition 

environnementale, il existe des facteurs génétiques qui contribuent aussi au 

développement des cancers du poumon. Il y a en effet des gènes de prédisposition à la 

transformation maligne incluant des gènes impliqués dans le métabolisme des 

carcinogènes comme CYP1A1 (Cytochrome p450 1A1) et / ou dans leur détoxification 

comme GSTM1 (Glutathione-STransferase M1) (Shields, 2002). Les modifications de ces 

gènes peuvent être héritées et / ou acquises et ainsi contribuer au risque de développer 

un cancer. 
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3.4. Mécanismes génotoxiques 

La définition de la génotoxicité selon le Centre international de recherche sur le 

cancer (CIRC,1993) inclut à la fois des effets directs et indirects sur l’ADN. La génotoxicité 

précède ainsi la mutagénicité mais la plupart des lésions génotoxiques sont réparées et ne 

sont jamais exprimées sous la forme de mutations (Figure 26).  

 

 

Figure 26 : Actions génotoxiques directes et indirectes. 

  

3.4.1. Actions génotoxiques directes  

L’ADN, découvert en 1871 par le biologiste suisse Friedrich Miescher, a pour 

principales fonctions de stocker et transmettre l’information génétique (Avery et al., 

1944).  

 

L’ADN est une macromolécule biologique à laquelle sont attribuées des structures 

primaire, secondaire et tertiaire. Il apparaît que la séquence en nucléotides (structure 

Directes Indirectes

ACTIONS GÉNOTOXIQUES

Activité télomérase Enzymes de réparation

Réparation Apoptose

Mutations

• Gènes

• Chromosomes

• Génome

Lésions de l’ADN

• Adduits

• Cassures

• Pontages
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primaire), la configuration et la situation des nucléotides au sein de la double hélice 

(structure secondaire) et l’état sous lequel se trouve la molécule d’ADN (en cours de 

réplication ou de transcription, sous forme de chromatine ou de chromosome : structure 

tertiaire) jouent un rôle considérable dans la survenue des lésions puis des mutations 

éventuelles. En effet, l’accessibilité des sites nucléophiles de l’ADN aux attaques 

électrophiles des agents génotoxiques et la mise en œuvre des systèmes de réparation de 

l’ADN varie considérablement d’une situation à l’autre.   

 

L’ADN est soumis à de multiples attaques inévitables, de la part du milieu 

intracellulaire et de l’environnement provoquant la formation de plusieurs milliers de 

lésions par jour et par cellule (bases modifiées, sites abasiques, cassures simple ou double 

brins, pontage ADN-protéines…). L’exposition à des agents chimiques ou physiques est 

susceptible d’initier toute une cascade d’événements toxiques (Shugart et al., 1992) à 

commencer par les lésions primaires de l’ADN. L’ADN est chimiquement modifié : on 

observe soit des ruptures de liaisons covalentes qui, lorsqu’elles se situent sur le 

désoxyribose peuvent conduire  à des cassures de brins, soit l’établissement de liaisons 

covalentes conduisant à des adduits, à des alkylations de bases, à des pontages ADN-ADN 

intra- ou inter-brin par exemple.  

 

La survie de la cellule est assurée dans la majorité des cas par l’action des 

mécanismes de réparation de l’ADN qui éliminent les lésions avant qu’elles ne soient 

engagées dans des processus comme la réplication ou la transcription. Ils assurent le 

maintien de la molécule d’ADN et en conséquence la stabilité de l’information génétique. 

Lorsque la réparation est absente ou incomplète, et selon la nature des lésions, la cellule 

va mourir ou bien muter.  

 

On distingue les mutations concernant une à quelques paires de bases, qualifiées 

de mutations géniques, et les mutations chromosomiques ou génomiques concernant le 

plus souvent des dizaines de kilobases, voire des bras de chromosomes entiers.  
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Comme décrit précédemment, des mutations dans la séquence des gènes qui 

gouvernent le cycle cellulaire peuvent conférer aux cellules la propriété de proliférer de 

manière incontrôlée et finalement aboutir au cancer. 

 

3.4.2. Actions génotoxiques indirectes  

Les agents génotoxiques peuvent exercer leur action délétère par interaction 

directe avec l’ADN, mais également de manière indirecte (Mateuca et al., 2006). Les 

agents génotoxiques indirects induisent principalement des mutations chromosomiques 

de nombre en agissant, non pas avec l’ADN, mais avec les structures cellulaires 

impliquées dans la disjonction, la ségrégation et la migration des chromatides au cours de 

la division cellulaire.  

 

Les agents génotoxiques indirects peuvent également exercer leur action délétère 

en se liant à des protéines impliquées dans le maintien de l'intégrité du génome telles 

que les tubulines, les enzymes de réparation de l'ADN, les protéines impliquées dans le 

contrôle du cycle cellulaire. 

 

3.4.3. Effets des polluants 

Les agents génotoxiques peuvent donc atteindre tous les composants cellulaires : 

les centromères, les éléments participant au contrôle du cycle cellulaire (cyclines, kinase 

dépendantes des cyclines, TP53), les molécules de l’appareil mitotique (tubuline, 

centrioles, protéines motrices des microtubules ou MAPs) ou encore les structures 

indirectement impliquées dans le cycle cellulaire (telles que les membranes cellulaires ou 

nucléaires) (Kirsch-Volders et al., 2003). Les dommages créés par les agents génotoxiques 

sur la membrane plasmique peuvent entraîner une mort cellulaire par nécrose, en raison 

de la perte des fonctions de barrière et d’échange assurées par cette membrane.  

 

Des produits chimiques tels que le nocodazole induisent une mauvaise 

ségrégation des chromatides en interférant avec le fonctionnement du fuseau mitotique.   
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Les métaux, quant à eux, forment une classe particulièrement complexe de 

mutagènes car ils ont de multiples cibles cellulaires. En effet, ils interagissent de 

différentes manières avec la machinerie cellulaire : par compétition avec les autres 

métaux, par liaison à l’ADN, à des acides aminés spécifiques (par exemple histidine) ou à 

des sites spécifiques (groupement thiol). Les effets génotoxiques d’un métal donné sont 

de ce fait fonction de son affinité relative pour ces différents sites de liaisons. Le profil 

génotoxique spécifique de chaque métal sera donc un mélange de lésions par interaction 

directe de l’ADN ou indirecte avec les molécules de l’appareil mitotique ou les systèmes 

de réparation de l’ADN et d’induction d’apoptose (Mateuca et al., 2006).  

 

La nicotine contenue dans la fumée de cigarette peut également moduler 

l'expression de certains gènes (Lee and D’Alonzo, 1993). La nicotine se lie et active les 

récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (neurotransmetteur du système nerveux 

central et périphérique) et augmente ainsi le calcium intracellulaire et conduit à 

l'activation d’un facteur de transcription essentiel pour de nombreux gènes (Shen and 

Yakel, 2009). 

 

3.4.4. Focus sur une activité génotoxique indirecte : Activité télomérase 

3.4.4.1. Généralités 

Les télomères assurent la stabilité des extrémités chromosomiques. Ces 

extrémités composées des répétitions de la séquence TTAGGG n’adoptent pas une 

structure chromatinienne classique mais forment des complexes nucléoprotéiques 

spécifiques impliquant des protéines affines de l’ADN télomérique. Ces complexes 

peuvent entraîner la formation d’une boucle ou lasso, appelée boucle-T, qui pourrait 

contribuer à la stabilité des extrémités naturelles des chromosomes. La principale cause 

de réarrangement télomérique est la division cellulaire elle-même, qui s’accompagne 

physiologiquement de la perte de motifs TTAGGG, lors du fonctionnement normal de la 

machinerie de réplication. Ainsi, lorsqu’ils atteignent une taille critique, la cellule entre en 

sénescence et arrête de proliférer, à moins qu’elle ne mette en œuvre une stratégie afin 

d’éviter l’attrition télomérique par l’expression d’une enzyme, la télomérase (Figure 27). 
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Figure 27 : Structure du télomère et de la télomérase (adapté de Armanios and Blackburn, 2012). 

 

Les cellules somatiques présentent une activité télomérase quasiment nulle et ne 

possèdent donc pas de mécanisme de maintien de la longueur des télomères. En 

revanche, les cellules cancéreuses évitent l’érosion télomérique en activant la télomérase 

(85 à 90 % des tumeurs). L’expression de la télomérase permet en effet d’immortaliser les 

cellules somatiques normalement vouées à un nombre restreint de divisions cellulaires 

(Bodnar et al., 1998; Vaziri and Benchimol, 1998). Ceci suggère un lien entre télomérase 

et cancer, et soulève la question de la dualité de cette enzyme vis-à-vis du processus de 

tumorigénèse.  

 

3.4.4.2. Activité télomérase : processus pro et anti-tumoral 

Lorsque les cellules somatiques, présentant une activité télomérase nulle ou très 

faible, réalisent un grand nombre de divisions cellulaires, on observe un raccourcissement 

des télomères, jusqu’à l’entrée en phase de sénescence, qui s’accompagne d’un arrêt net 

de la prolifération. A ce stade, il existe un point de contrôle impliquant TP53 et la protéine 

Rb qui empêche les cellules de repartir en prolifération. Ainsi, la sénescence peut 

apparaître comme un mécanisme anti-tumoral qui bloque la prolifération des cellules 

ayant réalisé un trop grand nombre de divisions. En revanche, si malgré tout, une 

anomalie cellulaire permet à la cellule de passer ce point de contrôle et de continuer à 

proliférer, le raccourcissement des télomères s’accentue et la cellule entre en phase de 

crise qui s’accompagne d’une très forte instabilité génétique. Lors de cette phase, un 
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grand nombre de cellules entrent en apoptose, mais une partie d’entre elles acquièrent 

des mutations permettant l’expression d’oncogènes, et le rétablissement d’un 

mécanisme de maintien de la longueur des télomères avec une surexpression de la 

télomérase, ce qui peut aboutir à la naissance d’un clone cancéreux. Dans ce cas, la 

télomérase peut apparaître comme une protéine pro-carcinogène. Son rôle dans 

l’induction de la prolifération et la protection contre l’apoptose peut aussi participer à ce 

rôle carcinogène. Cependant, on sait que si les cellules expriment la télomérase avant le 

raccourcissement télomérique, celle-ci permet de protéger les extrémités des 

chromosomes et donc d’éviter l’apparition d’instabilité génétique. En effet, il a été 

montré que les modèles de souris invalidées pour la télomérase (souris mTERC-/-), 

présentaient un plus grand nombre de tumeurs spontanées dues à l’instabilité génétique 

provoquée par l’absence de télomérase fonctionnelle (Rudolph et al., 1999). Ceci 

porterait à croire que la télomérase n’est pas indispensable au processus de 

tumorigénèse et que le maintien des télomères peut être réalisé par d’autres mécanismes 

tels que l’Alternative Lenghtening of Telomere (ALT). 

 

3.4.4.3. Influence de l’âge 

De nombreuses études ont démontré que la longueur des télomères présents 

dans les lymphocytes humains se raccourcit progressivement en fonction de l’âge des 

individus analysés (Weng et al., 1998). Les télomères les plus courts sont retrouvés chez 

les octogénaires (4000 à 6000 pb), tandis que, chez les nouveau-nés, la longueur des 

télomères oscille entre 8000 à 12000 pb. 

 

Lors de la première année de vie, il y a une perte accélérée des télomères dans les 

cellules du sang périphérique telles que les granulocytes et les lymphocytes T naïfs (Rufer 

et al., 1999). Une des interprétations de ces résultats serait que les cellules-précurseurs, 

c’est-à-dire les cellules souches hématopoïétiques qui produisent directement les 

granulocytes et les lymphocytes T naïfs, ont un nombre de divisions cellulaires accru au 

cours de la première année de la vie. Par la suite et durant plus de 80 ans, la perte des 

télomères devient plus graduelle, mais reste néanmoins élevée. Un déclin rapide des 

télomères a également été observé dans les lymphocytes T mémoires durant les quatre 
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premières années de vie. Cette perte reflèterait la réplication active des lymphocytes 

mémoires lors de réponses immunes après infection et/ou vaccination. De plus, les 

lymphocytes mémoires s’accumulent au cours de la vie et reflètent l’histoire des 

infections répétitives dues aux pathogènes que nous hébergeons. 

 

Les lymphocytes seraient dotés d’un mécanisme permettant de prolonger leur 

durée de vie et leur potentiel de réplication, véritables garants de leurs fonctions 

immunitaires. Toutefois, lorsque les lymphocytes T humains en culture sont stimulés de 

manière répétitive, une diminution progressive de l’activité de la télomérase est observée 

(Weng et al., 1997). Ces résultats expliquent que les lymphocytes perdent 

progressivement les télomères. Ainsi, les lymphocytes ont une durée de vie qui est limitée 

par un nombre défini de divisions cellulaires (Effros and Pawelec, 1997) et des clones T 

sénescents, avec des télomères extrêmement courts, sont observés après quelques mois 

de culture cellulaire in vitro (Rufer et al., 2001). L’activité de la télomérase permettrait la 

prolongation du potentiel réplicatif des lymphocytes T humains, mais non leur 

immortalisation. 

 

3.4.4.4. Rôle du statut tabagique 

La consommation de tabac engendre un stress oxydant et une inflammation, 

deux mécanismes qui participent activement à l’attrition des télomères humains. 

Plusieurs études se sont penchées sur l’influence que pourrait avoir le statut tabagique 

sur la longueur des télomères. Chez une population féminine de 1122 sujets, une 

association négative significativement entre la longueur des télomères leucocytaires, le 

passé tabagique des sujets, ainsi que l’index de masse corporelle (IMC) (Valdes et al., 

2005). Ces résultats ont été confirmés par Morlà et al. (Morlá et al., 2006). De même, la 

longueur des télomères leucocytaires pourrait être considérée comme un marqueur 

cumulatif du stress oxydant, notamment en lien avec le tabac (Babizhayev et al., 2011). 

 

L’activité télomérase, augmentée dans les carcinomes broncho-pulmonaires (Wu 

and Hansen, 2001), l’est également chez les fumeurs en corrélation avec la quantité de 

tabac fumé (nombre de paquets-année) (Getliffe et al., 2005). 
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3.4.4.5. Effets des polluants 

L’effet des PM2.5 sur la longueur des télomères est relativement peu documenté et 

les résultats des études parfois contradictoires. Ainsi, l’exposition de travailleurs en 

aciérie à des particules riches en métaux conduit à une augmentation de la longueur des 

télomères dans les leucocytes (Dioni et al., 2011), alors qu’une érosion des télomères 

associée au stress oxydant induit par les particules a été décrite (Grahame and 

Schlesinger, 2012) et que la longueur des télomères des lymphocytes périphériques de 

travailleurs exposés aux HAP est réduite (Pavanello et al., 2010). Concernant certains 

éléments chimiques pris isolément, le cadmium semble induire une augmentation de 

l’activité télomérase dans les hépatocytes de rat (Dai et al., 2010a). Il semblerait en 

revanche que la TCDD puisse favoriser une diminution de l’activité télomérase dans 

certaines conditions (Fiorito et al., 2014). 
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3.5. Instabilité chromosomique, oncogènes et suppresseurs de tumeur 

La littérature suggère qu’un nombre varié et séquentiel d’altérations génétiques 

sont nécessaires à la conversion de cellules épithéliales bronchiques normales en cellules 

cancéreuses malignes. Parmi ces altérations, beaucoup sont communes aux deux groupes 

histologiques principaux : les cancers bronchiques non à petite cellules (NSCLC) et les 

cancers du poumon à petites cellules. 

 

3.5.1. Instabilité chromosomique 

En contraste avec les désordres hématologiques souvent caractérisés par des 

aberrations chromosomiques simples et équilibrées, les tumeurs épithéliales ont toujours 

des anomalies chromosomiques complexes et non équilibrées, notamment dans le cancer 

du poumon (Testa et al., 1997). 

 

La première aberration récurrente décrite dans les carcinomes pulmonaires à 

petites cellules est la délétion en 3p (Whang-Peng et al., 1982). Cette délétion est 

fréquemment retrouvée dans tous les sous types de cancer du poumon. En effet, la perte 

d’hétérozygotie et/ou des délétions homozygotes en 3p ont été détectées dans quasiment 

100 % des SCLC et des NSCLC (Tableau 7). Cette région génomique semble donc jouer un 

rôle important dans les étapes précoces de la cancérogénèse pulmonaire. Le gène FHIT 

(Fragile Histidine Triad) situé en 3P14.2 est fréquemment délété ou muté dans les cancers 

du poumon où il représente la délétion la plus précoce dans les lésions bronchiques 

prénéoplasiques. 

 

D’autres anomalies caryotypiques récurrentes ont été rapportées dans les SCLC : 

del(5q), del(13q) et del(17p), etc. Quant aux NSCLC, ces altérations cytogénétiques sont 

encore plus complexes (Panani and Roussos, 2006) (Tableau 7). 
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Tableau 7 : Loci fréquemment touchés par des pertes d’hétérozygotie dans les différents types de cancers 

broncho-pulmonaires (d’après Lantuéjoul et al., 2009; Yokota and Kohno, 2004).  

SCC : Squamous Cell Carcinoma ; ADC : Adénocarcinome ; SCLC : Small Cell Lung Cancer. 

 

 

3.5.2. Oncogènes et signaux de prolifération 

L’homéostasie d’un tissu ou d’un organe, au sein d’une population cellulaire 

normale, nécessite un strict équilibre de la balance entre les gènes de prolifération, 

favorisant la division et / ou la survie cellulaire (proto-oncogènes) et les gènes anti-

prolifératifs (gènes suppresseurs de tumeurs) ralentissant la progression du cycle cellulaire 

permettant la réparation des dommages à l’ADN et / ou induisant l’apoptose. La rupture 

de cet équilibre, par apparition de mutations au sein des cellules épithéliales de l’arbre 

bronchique en réponse à une exposition aux carcinogènes du tabac, peut transformer cet 

épithélium bronchique normal en tissu potentiellement cancéreux. 

 

Les proto-oncogènes codent pour des protéines qui interviennent dans la 

transmission de signaux de prolifération. Ce sont des facteurs de croissance et leurs 

Chromosome 
et Bras

Région Gène cible Fonction du gène SCC ADC SCLC

2q ? ? x

3p 3p14.2 FHIT
Activation de 

l’apoptose
x x x

3p 3p21.31 RASSF1
Régulateur cycle 

cellulaire
x x x

5q 5q21 APC Rôle dans la migration x x

9p 9p21 P16INK4A Régulateur cycle 
cellulaire

x x

13q 13q14 RB
Régulateur cycle 

cellulaire x x x

17p 17p13.1 TP53
Maintien de l’intégrité 

du génôme
x x x

18q 18q21 SMAD2
Régulateur cycle 

cellulaire x

18q 18q21 SMAD4
Régulateur cycle 

cellulaire x

22q 22q12.1 MYO18B ? ? x x
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récepteurs, des protéines membranaires transductrices de signaux, des facteurs de 

transcription ou des protéines régulant le cycle cellulaire. Dans la cellule tumorale, la 

dérégulation de l’expression de ces gènes suite à des mutations, amplifications géniques, 

translocations chromosomiques, ou encore suite à des altérations épigénétiques conduit à 

leur activation constitutive et à leur fonction oncogénique proprement dite. Ces 

modifications donnent la capacité aux oncogènes d’induire la transformation tumorale 

seuls ou en coopération, certains étant capables d’immortaliser une cellule (c-Myc) ou 

d’induire l’émergence du phénotype tumoral (Ras). De nombreux oncogènes ont été 

identifiés (Osada and Takahashi, 2002; Sekido et al., 2003; Shigematsu and Gazdar, 2006). 

 

3.5.3. Gènes suppresseurs de tumeurs et inhibiteurs de croissance 

L’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur est l’une des étapes les plus 

précoces de la cancérogénèse bronchique. Ces gènes exercent à l’état normal une 

fonction régulatrice négative sur la prolifération cellulaire (Weinberg, 1991). Ils codent 

pour des protéines qui ont la capacité de prévenir l’effet des oncogènes et d’inhiber le 

phénotype tumoral d’où le nom qui leur a été donné de gènes suppresseurs de tumeurs. 

Leur inactivation confère à la cellule un avantage prolifératif. Les gènes suppresseurs de 

tumeurs peuvent être inactivés (mutation ou dérégulation épigénétique) ou éliminés 

(délétion ou perte d’hétérozygotie) pour libérer la cellule de leur « surveillance ». Au 

cours du processus de la cancérogénèse pulmonaire, les gènes suppresseurs de tumeur 

préférentiellement inactivés codent pour des protéines appartenant aux deux grandes 

voies de signalisation des protéines P16INK4a/Rb et P14ARF/TP53 (Osada and Takahashi, 

2002; Sekido et al., 2003). Ce sont deux voies de régulation clés car elles contribuent au 

bon déroulement du cycle cellulaire et au maintien de l’intégrité du génome via leur 

implication dans les points de contrôle des transitions G1/S et G2/M du cycle cellulaire. 

En réponse à un stress (ex : dommages de l’ADN), elles vont induire un arrêt du cycle (afin 

de réparer l’ADN endommagé) et / ou l’apoptose (si la cellule est incapable de prendre en 

charge ces lésions). 
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3.6. Mécanismes épigénétiques 

3.6.1. Organisation structurale de l’ADN 

La molécule d’ADN étant très longue (environ 2 mètres par cellule humaine), elle 

doit être compactée afin de pouvoir être contenue dans le noyau des cellules eucaryotes. 

L’ADN est ainsi associé à des protéines pour former une structure plus compacte, la 

chromatine chez les eucaryotes, ou le nucléoïde chez les procaryotes (Figure 28). La mise 

en place de cette structure permet à la fois de condenser et protéger l’ADN, mais aussi 

d’organiser l’information génétique dans le noyau et de réguler son accessibilité aux 

différentes machineries cellulaires. Chez les eucaryotes, les protéines structurales de la 

chromatine sont les histones. 

 

 

Figure 28 : Différents niveaux de compaction de l’ADN (adapté de National Human Genome Research, 

2008). 
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Les histones sont des protéines basiques de petite taille (10 à 23 kD) très 

conservées au cours de l’évolution chez les eucaryotes, et sont les constituants primaires 

de la chromatine. L’ADN s’enroule autour d’un octamère protéique constitué, en règle 

générale, de deux copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4, pour former le 

nucléosome de cœur, l’unité de base et répétitive de la chromatine (Luger et al., 1997). 

Chaque nucléosome de cœur contient 145 à 147 paires de bases (pb) d’ADN, et se 

retrouve toutes les 200 +/- 40pb le long du génome. Ces cœurs sont stabilisés par 

l’histone H1, une histone de liaison permettant de les relier entre eux. L’ensemble 

constitue ainsi le nucléosome, et induit une compaction de l’ADN d’un facteur 30 à 40 

(Luger et al., 1997) (Figure 29). 

 

 

Figure 29 : Nucléosome (Luger et al., 1999). 

 

L’enchainement des nucléosomes constitue une fibre de 11 nm de diamètre, le 

nucléo filament, qui représente le premier niveau de compaction de la chromatine. Le 

nucléo filament peut subir des niveaux de compaction supplémentaires, selon 

l’avancement du cycle cellulaire (interphase ou mitose), ou son activité (réplication ou 

transcription). Dans le noyau interphasique, il se condense pour former une fibre de 30 

nm de diamètre, qui peut s’organiser en boucles plus ou moins repliées. Le chromosome 

métaphasique représente le niveau de compaction ultime. 
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3.6.2. Modifications post-traductionnelles des histones 

Les extrémités aminoterminales des histones, et dans une moindre mesure 

carboxyterminales, sont les cibles de nombreuses modifications post-traductionnelles, 

parmi lesquelles l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation et l’ubiquitination sont 

les plus étudiées (Figure 30). Cependant, d’autres modifications ont également été 

décrites telles que l’ADP ribosylation, la sumoylation, la glycosylation ou la biotinylation. 

Les modifications des histones modulent la structure de la chromatine, permettant de 

contrôler les fonctions cellulaires liées à l’ADN, telles que la transcription, en réponse à 

des changements physiologiques dans la cellule. L’importance des modifications post-

traductionnelles des histones est révélée par le fait que les mécanismes épigénétiques 

sont essentiels au développement harmonieux de l’organisme et que leur dérégulation 

peut entraîner différentes pathologies, notamment le cancer (Loizou et al., 2006). 

 

 

Figure 30 : Résidus des histones sujets à des modifications post-traductionnelles chez les mammifères 

(Lacoste and Côté, 2005). 

 

Une des modifications particulièrement étudiée est la phosphorylation du variant 

d’histone H2AX. En effet, l’un des premiers événements qui se produit après l’induction 
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de cassures double brin est la phosphorylation de H2AX autour des cassures double brin 

sur la sérine 139 appelé alors γ-H2AX. La phosphorylation de H2AX peut se propager sur 

plusieurs mégabases autour de la cassure double brin formant des foyers visualisables en 

microscopie (Rogakou et al., 1998, 1999). Cette marque est un acteur clé de la 

signalisation des dommages puisqu’elle médie le recrutement et/ou la rétention de 

nombreuses protéines impliquées dans la gestion des cassures double brin.  

 

3.6.2.1. Effets des polluants 

Différents contaminants environnementaux sont susceptibles d’altérer les 

modifications post-traductionnelles d’histones (Tableau 8).  

 

Tableau 8 : Modifications post traductionnelles d’histones liés à différents polluants  

(Nickel (Broday et al., 2000; Chen et al., 2006; Karaczyn et al., 2006; Ke et al., 2006; Zhou et al., 2009), Chrome (Wang et 

al., 2012; Zhou et al., 2009), Arsenic (Chervona et al., 2012; Zhou et al., 2008, 2009), Benzo(a)pyrene (B[a]P) 

(Schnekenburger et al., 2007), PM (Cantone et al., 2011; Donaldson et al., 2003)). 

 

 

  

Xénobiotiques Cellules Histones Modifications post-tra ductionelles Références

Nickel A549

• H3K9
• H2A et H2B
• H4K12
• H3K4

• Augmentation mono- et diméthylation
• Augmentation ubiquitination
• Diminution acétylation
• Augmentation triméthylation

• Chen et al., 2006
• Ke et al., 2006; Karaczyn,2006
• Broday et al.,2000
• Zhou et al.,2009

Chrome A549
• H3K9
• H3K4
• H3 et H4

• Augmentation diméthylation
• Augmentation triméthylation
• Diminution acétylation

• Zhou et al., 2009
• Zhou et al., 2009
• Wang et al., 2012

Arsenic A549

• H3K9
• H3K4
• H3K27
• H3K18

• Augmentation diméthylation
• Augmentation triméthylation
• Diminution triméthylation
• Augmentation ou diminution acétylation

• Zhou et al., 2009
• Zhou et al., 2009
• Zhou et al., 2008
• Chervona et al., 2012

B[a]P A549

• H3S10
• H3K4
• H3K14
• H3K16
• H3K4

• Augmentation phosphorylation • Schnekenburger et al., 2007

PM A549
• H4
• H3K4

• Augmentation acétylation
• Augmentation triméthylation

• Donaldson et al., 2003
• Cantone et al., 2011
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3.6.3. Micro-ARN et expression génique 

Initialement découverts chez Caenorhabditis elegans, en 1993, les micro-ARN 

(miRNA) sont des ARN non codants de 21 à 23 nucléotides de long, régulateurs de 

l’expression génique (Malleter et al., 2012). 

 

Les miRNA contrôlent de nombreux processus physiologiques, par exemple le 

développement, la différenciation et la prolifération cellulaires, l’apoptose, la réponse au 

stress ou encore divers processus oncogéniques (Kim, 2005). Certains miRNA ont des 

fonctions essentielles dans le développement et contrôlent la différenciation cellulaire 

dans divers tissus. De plus, les miRNA pourraient être impliqués dans la surveillance des 

profils d’expression génique et le filtrage des bruits transcriptionnels, assurant l’identité 

tissulaire et, de ce fait, seraient les garants de l’exactitude des programmes d’expression 

au cours du développement (Stark et al., 2005). Bien que leur nombre ne cesse de croître 

(24 521 en juin 2013, Kozomara and Griffiths-Jones, 2013) et que leurs fonctions 

régulatrices se diversifient, le rôle des miRNA dans les pathologies humaines est encore 

mal compris.  

 

3.6.3.1. Micro-ARN et PM2.5 

Nous nous appuierons sur deux exemples d’exposition à des particules spécifiques 

afin d’illustrer les effets potentiels des PM2.5 sur l’expression des miRNA, leur diversité 

rendant une liste exhaustive impossible à dresser.  

 

Une étude menée par Jardim et al. a étudié l’expression de 723 miRNA dans des 

cellules épithéliales bronchiques humaines en culture primaire exposées à des particules 

diesel (Diesel Exhaust Particles, DEP) en interface air-liquide (Jardim et al., 2009). Les 

auteurs ont mis en évidence une modulation (induction ou inhibition) d’un facteur 

supérieur à 1,5 de 197 miRNA, sur les 313 détectés. De manière intéressante, les auteurs 

ont identifié 12 miRNA modulés d’un facteur supérieur à 4, permettant de dégager des 

réseaux d’interaction correspondant à l’inflammation et à la tumorigenèse. Notons que 

parmi les miRNA d’intérêt figurent miR-26b et miR-27a, tous deux inhibés après 

exposition aux DEP. Cette étude révèle l’amplitude de l’effet des DEP sur l’expression de 
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miRNA, suggérant qu’une réponse aussi étendue pourrait être observée après exposition 

de cellules épithéliales bronchiques aux PM2.5. De plus, les miRNA les plus fortement 

modulés par les DEP apparaissent comme des candidats intéressants dans l’étude des 

effets des PM2.5. 

 

Une deuxième étude menée sur 63 individus travaillant en aciérie a recherché 

l’expression de trois miRNA (miR-222, miR-21 et miR-146a) dans des leucocytes avant et 

après exposition professionnelle à des PM10 riches en métaux (Bollati et al., 2010). miR-

21, un miRNA associé à la réponse au stress oxydant surexprimé dans de nombreux 

cancers, a vu son expression significativement augmenter après exposition à des 

particules diesels (Kanwal and Gupta, 2010). Bien que n’ayant été conduite que sur trois 

cibles, cette étude souligne la plausibilité d’un effet des PM2.5 sur l’expression de miRNA 

dans le cadre d’une exposition humaine réelle. 
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3.6.4. Méthylation de l’ADN 

3.6.4.1. Mécanismes de méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est la marque épigénétique la mieux caractérisée, 

associée surtout à la répression transcriptionnelle. Elle résulte de réactions chimiques 

catalysées par les ADN méthyltransférases (DNMT), dans lesquelles un groupement 

méthyle, fourni par la S-adénosylméthionine (SAM), est ajouté à une cytosine pour 

donner une méthylcytosine (Herman and Baylin, 2003) (Figure 31). 

 

 

Figure 31 : Conversion de la cytosine en 5-méthylcytosine par la méthyltransférase (Gibney and Nolan, 

2010).  

SAM : S-adénosylméthionine, DNMT : ADN méthyltransférases. 

 

Chez les mammifères, cette modification n’affecte que les cytosines suivies d’une 

guanine dans la séquence d’ADN (les sites ou dinucléotides CpG). La fréquence des 

dinucléotides CpG dans le génome humain est considérablement inférieure à la fréquence 

théorique. Ce phénomène résulterait de l’hypermutabilité des cytosines méthylées qui, 

par désamination, se transforment en thymines (Herman and Baylin, 2003). Ce 

phénomène de suppression CG est évident tout le long du génome humain à l’exception 

de quelques régions où la fréquence des sites CpG est identique ou significativement 

supérieure à la théorie. Ces régions, appelées îlots CpG, se retrouvent fréquemment au 

niveau des régions promotrices des gènes (environ 50% des gènes chez l’homme sont 

riches en dinucléotides CpG), sont typiquement non méthylées (alors que 70 à 80 % de 

tous les sites CpG sont méthylés chez l’homme) et échappent ainsi à la mutation cytosine-

thymine (Herman and Baylin, 2003). 
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Il faut noter que les îlots CpG des promoteurs demeurent non méthylés même 

quand le gène n’est pas en voie de transcription. Dans de rares cas, ces îlots deviennent 

méthylés et les gènes qui y sont associés connaissent alors une extinction permanente, 

transmise aux cellules filles pendant la mitose (Herman and Baylin, 2003). 

 

3.6.4.1.1. Méthylation de novo de l’ADN 

Lorsqu’on se réfère à l’établissement d’un profil de méthylation dans le génome, 

on parle d’une méthylation de novo de l’ADN. Celle-ci a lieu pendant la gastrulation de 

l’embryon et suit la vague de déméthylation du génome parental qui survient quelques 

heures après la fécondation. La méthylation de novo se manifeste rarement après la 

gastrulation au cours du développement normal. Toutefois, elle est fréquemment 

rencontrée durant l’établissement des lignées cellulaires in vitro et dans les tumeurs 

malines in vivo. Les deux principales enzymes responsables de la méthylation de novo de 

l’ADN sont DNMT3A et DNMT3B (Jaenisch and Bird, 2003) (Figure 32). 

 

3.6.4.1.2. Méthylation de maintien de l’ADN 

La méthylation de maintien décrit les processus qui reproduisent les profils de 

méthylation dans les différentes générations cellulaires (Bird, 2002) ; pendant la 

réplication, le statut de méthylation est transmis aux brins d’ADN fils grâce à l’ADN 

méthyltransférase de maintien DNMT1, laquelle est présente au niveau de la fourche de 

réplication et reconnaît les sites CpG hémiméthylés (Figure 32). Ainsi, le profil de 

méthylation est fidèlement copié dans l’ADN nouvellement synthétisé au cours des 

différentes réplications des cellules somatiques (Miyamoto and Ushijima, 2005).  
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Figure 32  : Méthylation de novo et de maintenance (Yu et al., 2011). 

 

3.6.4.2. Méthylation de l’ADN et pathologies cancéreuses 

Le profil de méthylation des promoteurs de nombreux gènes cruciaux est altéré au 

cours de la tumorigenèse. Ces altérations conduisent à une perte d’expression de 

nombreux gènes suppresseurs de tumeur par une hyperméthylation de leur promoteur 

(Herman, 2004; Schwartz et al., 2007) ou, à l’inverse, à une activation de la transcription 

de certains oncogènes dont le promoteur devient hypométhylé (Gaykalova et al., 2012; 

Hur et al., 2013) (Figure 33).  



86 
 
 

 

 

Figure 33 : Différence de profil de méthylation entre les cellules normales et cancéreuses (adapté de 

Esteller, 2007).  

E1 : Exon 1. 

 

De nombreux gènes suppresseurs de tumeur sont ainsi « éteints » au cours de la 

cancérogenèse broncho-pulmonaire (Tableau 9), tels que P16INK4A ou le gène O6-

MethylGuanine-DNA MethylTransferase (MGMT).  

 

La protéine P16INK4a, suppresseur de tumeur majeur, est impliquée dans l’activité 

transcriptionnelle de la cellule. Les conséquences d’une dérégulation de l’expression du 

gène P16INK4a peuvent donc être multiples, comme en témoignent la très fréquente 

association de sa délétion (Nobori et al., 1994) ou de son inactivation par méthylation 

(Merlo et al., 1995) avec les processus cancéreux, ou encore l’apoptose rapide provoquée 

par son hyperexpression (Ausserlechner et al., 2005; Sandig et al., 1997). 

 

L’O6-méthylguanine DNA méthyltransférase (MGMT) est une enzyme de 

réparation de l’ADN qui joue un rôle important dans l’élimination des lésions induites par 

des agents cancérigènes. Le silence épigénétique du gène MGMT suite à la méthylation 

de son promoteur entraîne une défaillance de l’enzyme MGMT. De façon physiologique, 
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l’activité de cette enzyme diminue avec l’âge (Aoki et al., 1993). Des travaux montrent 

que MGMT joue ainsi un rôle dans la prévention des cancers dans le cas d’une exposition 

aux agents alkylants (Souliotis et al., 1991). De faibles niveaux d’expression de MGMT 

sont d’autre part associés à une augmentation du taux de mutation de G vers A dans des 

gènes suppresseurs de tumeurs et des oncogènes tels que K-ras pour le cancer du côlon, 

les cancers du poumon non à petites cellules et les cancers gastriques (Esteller et al., 

2001; Nakamura et al., 2001). Cette modification épigénétique du promoteur de MGMT, 

associée à une diminution de l’expression du gène, est un événement précoce et répandu 

dans la cancérogenèse (Esteller et al., 1999; Herman and Baylin, 2003). 

 

Tableau 9 : Gènes suppresseurs de tumeur fréquemment hyperméthylés dans les cancers broncho-

pulmonaires, regroupés par fonction (adapté de Chen et al., 2011). 

NSCLC : Non Small Cell Lung Cancer, SCLC : Small Cell Lung Cancer. 

 

 

3.6.4.3. Influence de l’âge 

Les mécanismes communs au cancer et au vieillissement ne sont pas seulement de 

nature génétique ; ils sont aussi de nature épigénétique. De fait, certaines altérations 

Fonction Gène
Fréquence de 
méthylation

Type de cancer

Adhésion & Matrice 
Extra-Cellulaire

T-cadherin 28 - 30 % NSCLC
E-cadherin 12 - 34 % NSCLC

TIMP3 13 % NSCLC
TIMP4 94 % NSCLC

Prolifération & 
Régulation du Cycle 

Cellulaire

P16INK4A 22 - 47 % NSCLC
P14ARF 30 % NSCLC

FHIT 34 - 47 % NSCLC
RARβ2 26 - 45 % NSCLC

APC 30 - 53 % NSCLC

Apoptose
Fas 40 % SCLC

CASP8 52 % SCLC
DAPK 26 - 45 % NSCLC

Réparation de l'ADN
MGMT 20 % NSCLC
BRCA1 30 % NSCLC
BRCA2 42 % NSCLC

Signalisation
RASSF1A 25 - 45 % NSCLC

PTEN 26 % NSCLC
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épigénétiques caractéristiques du cancer sont identiques à celles que l’on rencontre au 

cours du vieillissement (Fraga et al., 2005). 

 

Le niveau de méthylation globale de l’ADN diminue avec le vieillissement alors que 

la méthylation des îlots CpG des promoteurs des gènes augmente. Des altérations 

identiques ont été décrites dans les cellules cancéreuses. Les modifications du niveau de 

méthylation de l’ADN au cours du vieillissement pourraient contribuer à provoquer une 

modification de l’expression des gènes nécessaires au fonctionnement normal de la 

cellule (Fraga et al., 2007). 

 

La protéine P16INK4a inhibe la progression du cycle cellulaire (cyclin dependent 

kinase inhibitor : CDKI) en stoppant le cycle cellulaire à la phase G1/S. Les cellules sont 

alors dans un état non prolifératif. L’expression de P16INK4a est  augmentée dans la plupart 

des tissus sénescents chez les rongeurs à un âge avancé, en faisant ainsi un marqueur 

fiable de vieillissement cellulaire chez les mammifères (Krishnamurthy et al., 2004). Plus 

précisément, au niveau vasculaire, d’autres travaux ont également montré 

l’augmentation de l’expression de P16INK4a, traduisant aussi la présence de cette protéine 

dans le vieillissement cellulaire au niveau de cellules musculaires lisses vasculaires 

(Rodriguez-Menocal et al., 2010). Il est également intéressant de noter que P16INK4a est 

aussi significativement augmentée dans des modèles murins de vieillissement prématuré 

(vieillissement induit par un stress) (Sun et al., 2004), et que l’expression de P16INK4a est 

corrélée avec une prolifération altérée des cellules souches hématopoïétiques (Lewis et 

al., 2001; Meng et al., 2003). Ce dernier point souligne également le fait que P16INK4a peut 

être un effecteur du vieillissement en plus d’être un biomarqueur, en inhibant le 

renouvellement des cellules souches. 

 

L’activité de l’O6-méthylguanine DNA méthyltransférase a été mesurée dans des 

hépatocytes murins mis en culture. L’activité de MGMT diminue significativement avec 

l’âge (Aoki et al., 1993). Une autre étude a montré que si le gène codant pour MGMT était 

surexprimée chez des souris transgéniques, il y avait une réduction significative des 

carcinomes hépatocellulaires par rapport aux souris du même âge (Walter et al., 2001). 
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Ce résultat a été confirmé par un autre travail qui a mis en évidence une diminution 

significative dans l’apparition et dans la progression des tumeurs spontanées chez les 

souris MGMT mutées par rapport aux souris sauvages et ce, même en cas de 

vieillissement accéléré (Anisimov, 2003).  

  

3.6.4.4. Rôle du statut tabagique 

La fumée de cigarette est considérée comme l’un des médiateurs 

environnementaux puissants de méthylation de l'ADN (Breitling et al., 2011).  

 

Les substances cancérigènes contenues dans la fumée de cigarette, tels que 

l'arsenic, le chrome, le formaldéhyde, les HAP et les nitrosamines (Suter et al., 2010), 

peuvent endommager l'ADN en provoquant des cassures double brin, comme indiqué 

dans des souches de cellules embryonnaires de souris exposées à la fumée de cigarette 

(Huang et al., 2012) . Dans cette étude, les cellules qui ont résisté affichent une forte 

capacité de réparation de l'ADN et un caryotype normal (Huang et al., 2012). Les sites de 

réparation de l'ADN recrutent la DNMT1 (Mortusewicz et al., 2005), qui méthyle les CpG 

adjacents aux nucléotides réparés (Cuozzo et al., 2007).  

 

La fumée de cigarette peut aussi modifier indirectement méthylation de l'ADN. Les 

condensats de la fumée de cigarette augmente l’expression de Sp1, facteur de 

transcription qui se lie aux promoteurs des gènes (Di et al., 2012; Mercer et al., 2009). Il 

peut alors empêcher la méthylation de novo des CpG au sein de ces motifs lors de 

l'embryogenèse précoce (Han et al., 2001).  

 

Enfin, la fumée de cigarette peut modifier la méthylation de l'ADN par 

l'intermédiaire d'une hypoxie due au CO qui entre en compétition avec l’oxygène en se 

liant à l’hémoglobine (Olson, 1984).  L'hypoxie conduit alors à l’augmentation de la 

synthèse d’un métabolite, la S-adénosylméthionine, acteur  majeur dans la méthylation 

de l’ADN (Liu et al., 2011). 
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3.6.4.5. Effets des polluants 

Différents agents chimiques retrouvés dans les PM2.5 considérés isolément ou au 

sein des particules sont capables de modifier la méthylation de l’ADN.  

 

Plusieurs études in vitro ont ainsi mis en évidence des modifications du profil de 

méthylation de l’ADN. Une hypométhylation globale suivie d’une hyperméthylation a été 

observée après exposition au cadmium de cellules hépatiques de rat (une semaine 

d’exposition à 2,5 µM de cadmium) (Takiguchi et al., 2003).  

 

L’exposition à l’arsenic est quant à elle susceptible d’induire, selon les études, une 

hypométhylation globale dans des cellules hépatiques de rat, ou encore l’apparition de 

zones hypo- ou hyper-méthylées, ainsi qu’une hyperméthylation du promoteur de TP53 

dans des cellules A549 (Mass and Wang, 1997; Zhao et al., 1997; Zhong and Mass, 2001).  

 

Différentes études chez l’animal ont permis de mettre en évidence une 

hypométhylation globale de l’ADN après exposition de souris à l’arsenic (Chen et al., 

2004), ainsi qu’une hyperméthylation du promoteur de P16INK4A après exposition au nickel 

(Govindarajan et al., 2002).  

 

Les promoteurs de différents gènes sont hyperméthylés après exposition à 

certaines molécules contenues dans les PM2.5, à savoir TP53 après exposition à l’arsenic 

(Chanda et al., 2006), P15 après exposition au benzène (Bollati et al., 2007) et P16INK4A 

après exposition à l’arsenic (Chanda et al., 2006), à des dérivés du chrome (Kondo et al., 

2006), aux produits de combustion du charbon (Liu et al., 2008; Zhang et al., 2007), ou à 

des PM2.5 riches en métaux (Hou et al., 2011) ou d’origine urbaine (Soberanes et al., 2012).  

 

De manière surprenante, certains auteurs ont mis en évidence une 

hypométhylation du gène suppresseur de tumeur MGMT après exposition aux HAP (Duan 

et al., 2013), ainsi qu’une hyperméthylation globale de l’ADN après exposition à l’arsenic 

(Pilsner et al., 2007). 
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3.6.5. Interactions entre les différents mécanismes épigénétiques 

Même si les trois mécanismes épigénétiques connus (modifications post-

traductionnelles d’histones, méthylation d’ADN et Micro-ARN) ont été décrits de manière 

individuelle dans les paragraphes précédents, il est important de souligner que ces 

mécanismes interagissent au niveau cellulaire pour aboutir à la régulation de l’expression 

génique.  

 

Cette interaction est particulièrement importante dans le contrôle de la 

transcription, déterminée à la fois par la méthylation de l’ADN et par les modifications 

post-traductionnelles d’histones, et perturbée dans les cellules tumorales (Figure 34). 

Ainsi, au cours de la cancérogenèse, l’inversion du profil de méthylation décrite 

précédemment empêche la présence des HAT au niveau des îlots CpG de promoteurs et 

conduit au recrutement de DNMT et d’HDAC, qui aboutit à un changement des 

modifications post-traductionnelles d’histones d’un état acétylé vers un état méthylé. 

Associée au recrutement de corépresseurs transcriptionnels, cette modification 

simultanée de plusieurs marques épigénétiques conduit au verrouillage de la 

transcription dans la zone ciblée (Deltour et al., 2005). 

 

 

Figure 34  : Coopération entre les mécanismes épigénétiques dans la régulation de la compaction de la 

chromatine (Deltour et al., 2005). 

Les îlots CpG méthylés sont représentés par des cercles noirs, les CpG non-méthylés par des cercles blancs.  

CA : Co-Activateurs transcriptionnels ; CR : Co-Répresseur transcriptionnel ; FT : Facteur de Transcription ; HAT : Histone 

AcétylTransférase ; HDAC : Histone DésACétylase ; MBD : Methyl-CpG Binding Domain. 
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Le tabac reste encore aujourd’hui le principal facteur de risque de cancer du 

poumon. Considérant la classification récente de la pollution de l’air extérieur comme 

cancérogène certain pour l’Homme (Groupe 1) par le Centre International de Recherches 

sur le Cancer, la question de la pollution atmosphérique devient également un enjeu 

majeur de santé publique. En effet, avec 800 000 décès annuels (OMS, 2002, 2009), la 

pollution de l’air est un véritable problème mondial. Parmi les polluants de l’air extérieur, 

les particules représentent un problème toxicologique complexe. Les plus fines, dont le 

diamètre est inférieur à 2,5 µm, sont capable de pénétrer jusqu’aux alvéoles pulmonaires 

où elles peuvent être retenues ou transloquer vers la circulation systémique. L’association 

tabac-particules fines, dont la composition chimique est proche, peut entraîner une 

synergie de leurs effets nocifs. L’agglomération Dunkerquoise, plus grand émetteur de 

particules de la région Nord Pas-de-Calais, est, de ce fait, un site d’étude de la pollution 

atmosphérique particulièrement pertinent. Par ailleurs, même si l’ensemble de la 

population peut subir les conséquences d’une exposition aux polluants de l’air, les 

personnes âgées, également les plus touchées par les pathologies cancéreuses, sont plus 

sensibles à l’action des polluants atmosphériques.  

 

Face à ces constats, deux questions importantes nous semblent émerger : 

• Comment l’âge peut-il influencer la toxicité PM2.5 dans l’apparition de 

mécanismes cellulaires précoces de cancérogénèse broncho-pulmonaire ?  

• Le statut tabagique est-il également susceptible de modifier la toxicité des 

PM2.5 ? 

 

Pour répondre à ces questions, nous avons prélevé des PM2.5 à Dunkerque au 

cours de la saison printemps-été 2011. Nous avons bénéficié d’une caractérisation 

physico-chimique détaillée des échantillons de particules réalisée en amont de ce travail. 
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Par la suite, nous nous sommes fixé pour objectif d’apporter des éléments de 

réponse aux questions posées en étudiant in vitro :  

• la capacité des PM2.5 collectées à induire des altérations potentiellement 

impliquées dans le processus de cancérogenèse, 

• l’influence de l’âge et le rôle du statut tabagique sur les effets observés. 

 

Pour atteindre notre objectif, nous nous sommes intéressés à différents 

mécanismes potentiellement impliqués dans les étapes d’initiation et de promotion de la 

cancérogenèse que sont la génotoxicité indirecte et des modifications épigénétiques. Le 

volet concernant la génotoxicité indirecte a été approfondi par une mesure de l’activité 

télomérase, dont la perturbation peut conduire à une perte de la sénescence réplicative 

ou à une instabilité chromosomique. Nous nous sommes aussi intéressés aux 

modifications épigénétiques éventuellement induites par les PM2.5, approche nouvelle en 

toxicologie environnementale. Sur la base de marqueurs épigénétiques décrits dans les 

cancers broncho-pulmonaires, nous avons étudié l’état de méthylation globale de l’ADN 

et la méthylation de promoteurs de gènes tels que P16INK4A, gène suppresseur de tumeur 

intervenant dans le contrôle du cycle cellulaire, et MGMT, gène codant pour une enzyme 

de réparation des dommages à l’ADN, ainsi qu’à leur niveau d’expression génique. 

 

Forts de la connaissance approfondie de nos échantillons, nous avons recherché 

in vitro la capacité des PM2.5 à induire des altérations potentiellement impliquées dans le 

processus de cancérogenèse. Pour ce faire, nous avons choisi plusieurs modèles 

cellulaires : 
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• L’influence de l’âge a été étudiée sur un modèle de lymphocytes sanguins, 

prélevés dans trois classes d’âge différentes (Figure 35), 

 

 

Figure 35 : Protocole expérimental : Recherche de l’influence de l’âge dans la toxicité des PM2.5. 
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• Le rôle du statut tabagique sur la toxicité des particules a pu être étudié grâce à un 

modèle de co-culture de macrophages alvéolaires de patients fumeurs ou non-fumeurs 

avec des cellules épithéliales bronchiques humaines d’origine normale BEAS-2B (Figure 

36). 

 

 

Figure 36 : Protocole expérimental : Recherche de l’influence du statut tabagique dans la toxicité des PM2.5. 

 

La méthodologie employée devrait nous permettre de soulever différentes 

hypothèses mécanistiques impliquées dans les évènements précoces de cancérogénèses 

et d’associer l’influence de l’âge ou du statut tabagique aux effets observés.  
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1. Matériels 

1.1. Matériels chimiques : échantillons de PM 2.5 

1.1.1. Prélèvements 

L’échantillonnage a été réalisé en centre-ville de Dunkerque. Le site choisi est un 

toit terrasse, situé à une hauteur de 12 m par rapport au niveau du sol (Figure 37). 

 

 

Figure 37 : Localisation des sites de prélèvement (Carte GoogleMaps). 

 

Après une préparation de la campagne d’échantillonnage au cours du mois de 

février 2011, les prélèvements ont été effectués du 10/03/2011 au 22/07/2011 à l’aide 

d’impacteurs en cascade (Staplex modèle Sierra 235) (Figure 38).  

 

 

Figure 38 : Systèmes de prélèvement de particules en suspension dans l’air. 
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Le système de prélèvement par impaction en cascade a été dupliqué afin 

d’augmenter la masse de particules collectées. Chaque impacteur était connecté à sa 

propre pompe haut volume afin de limiter les pertes de charge. Les pompes étaient 

asservies à la météo via un système électronique de contrôle : les prélèvements étaient 

réalisés en prenant en compte toutes les directions de vent et une coupure automatique 

du prélèvement était activée lors des épisodes de pluie. Le système de contrôle utilisé 

permettait, de plus, d’enregistrer les données météorologiques associées aux périodes de 

prélèvement (direction et vitesse de vent, pluviométrie, température, humidité), ainsi 

que les durées de fonctionnement de chaque pompe. Une mesure du débit de chaque 

pompe était effectuée périodiquement au cours des prélèvements afin de s’assurer que 

les débits permettaient d’assurer une bonne efficacité de l’impaction (débit toujours 

supérieurs à 80 m3/h). 

 

Chaque impacteur était équipé de la façon suivante : 

• Un pré-filtre en acétate de cellulose sur le premier étage afin de retenir les 

particules de plus grande taille et d’empêcher leur éventuel rebond vers les étages 

inférieurs ; 

• Un filtre back-up en fibre de verre entre le cinquième étage et la plaque support 

afin de collecter les particules inférieures à 0,33 µm. Ces particules n’ont pas été 

intégrées dans l’étude toxicologique. 

 

Les échantillons prélevés sur les impacteurs  (PM0.33-2.5) étaient collectés tous les 

10 à 15 jours. 
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1.1.2. Caractérisation physico-chimique des PM2.5 

La caractérisation physico-chimique des PM2.5 a été étudiée par le Centre Commun 

de Mesures de l’ULCO, dirigée par le Dr Fabrice CAZIER, selon différentes technique 

reprises dans le Tableau 10. 

 

Tableau 10 : Paramètres mesurés et techniques utilisées pour la caractérisation des PM2.5. 

 

  

Les principales caractéristiques physico-chimiques des échantillons de PM2.5 sont 

reprises dans le Tableau 11.  

 

Paramètre mesuré Technique

Distribution granulométrique Microscopie électronique à balayage

Surface spécifique Porosimétrie à l’azote

Compositions en ions Chromatographie ionique

Composition en métaux et métalloïdes
Spectroscopie atomique à l’aide d’un plasma inductif couplé à un 
spectromètre de masse (ICP/MS)

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
Chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de 
masse (GC/MS) après extraction au Soxhlet des composés lourds

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques Chlorés
Chromatographie en phase gazeuse haute résolution couplée à un 
spectromètre de masse haute résolution (HR/GC-HR/MS), après 
extraction sous pression et purification par chromatographie liquide
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Tableau 11 : Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de PM
2.5

. 

 

< LD : inférieur à la limite de détection  

 

Prélèvement
Impacteur en 

cascade

Durée (h) 2611

Débit (m3 / h) 80

Masse de PM2.5 collectée (mg) 3060

Concentration moyenne estimée 
en PM2.5 (µg / m3)

9,11

Métaux majoritaires (µg / g)

Aluminium 14818

Baryum 213

Calcium 44513

Chrome 89

Cuivre 322

Fer 30513

Potassium 3929

Magnésium 8986

Manganèse 3503

Sodium 30457

Nickel 73

Plomb 144

Strontium 94

Titane 412

Vanadium 64

Zinc 1602

Total métaux 139732

Concentration des ions (mg / g)

Chlorure 62,12

Nitrate 180,07

Sulfate 32,25

Ammonium 14,22

Calcium 47,06

Magnésium 7,85

Potassium 2,58

Sodium 48,46

Total 394,62

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 
(HAP) (µg / g)

Naphtalène 0,53

Acénaphtylène < LD

Acénaphtène < LD

Fluorène 0,14

Phénanthrène 2,38

Anthracène 1,51

Fluoranthène 2,52

Pyrène 2,22

Benzo(a)anthracène 3,25

Chrysène 5,03

Benzo(b)fluoranthène 9,55

Benzo(k)fluoranthène 5,28

Benzo(a)pyrène 3,16

Indeno(123cd)pyrène 5,27

Dibenzo(ah)anthracène 2,01

Benzo(ghi)pérylène 5,22

Total HAP 47,52

Hydrocarbures 
Aromatiques 

Polycycliques Chlorés
ng/g

I-TEQ 
OTAN 

Dioxines (PCDD) 1,675
0,006 -
0,085

Furanes (PCDF) 0,499
0,008 -
0,040

Polychlorobiphényles 
type dioxine (DL-PCB)

11,057
0,001 -
0,057

Pourcentage d’éléments / 
masse des particules

Azote 4,67

Carbone 11,27

Hydrogène 2,10

Soufre 0,55

Oxygène 22,47
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1.1.3. Préparation des PM2.5 pour les études toxicologiques 

Les particules ont été remises en suspension dans le milieu de culture complet à 

une concentration mère. Afin d’éviter la formation d’agrégats, les suspensions de 

particules ont été soumises aux utrasons pendant 5 min immédiatement avant dilution 

aux concentrations finales d’exposition des cellules.  

 

 
1.2. Matériels biologiques 

1.2.1. Cellules BEAS-2B 

Dans notre étude, nous avons cultivé des cellules BEAS-2B (ATCC® CRL-9609©), 

initialement décrites par Reddel et al. (Reddel et al., 1988).  

 

Cette lignée humaine est issue d’un épithélium bronchique normal prélevé au cours 

de l’autopsie d’un individu non-cancéreux. Ces cellules épithéliales ont ensuite été 

infectées par un hybride adénovirus 12 - virus SV40 puis clonées. Ces cellules requièrent 

des surfaces de culture préalablement traitées afin d’optimiser leur adhésion. Elles 

nécessitent également l’utilisation d’un milieu de culture défini, afin d’éviter une 

différentiation squameuse en réponse au sérum. Il convient également de les cultiver à 

une densité inférieure à 80 % de confluence, afin de prévenir  leur dé-différentiation.  

 

Les cellules BEAS-2B ne présentent pas de mutations du gène TP53 et ne sont pas 

tumorigènes chez la souris nude. Des études cytogénétiques ont également mis en 

évidence l’absence d’anomalies majeures jusqu’au 12ème repiquage et l’apparition 

d’anomalies caractéristiques à partir du 21ème passage (Ohnuki et al., 1996).  
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1.2.2. Macrophages alvéolaires 

1.2.2.1. Procédures d’inclusion 

Les macrophages alvéolaires ont été obtenus par Lavage broncho-alvéolaire (LBA), 

après accord du Comité pour la Protection des Personnes (accord du CPP le 20/12/2011, 

ECH 11/03). 

 

Dans le recueil des macrophages alvéolaires, le statut tabagique devait être 

précisé au contraire de l’âge du patient qui ne l’était pas pour ce modèle.  

 

Critères d’inclusion : 

• Patient âgé de plus de 18 ans 

• Patient ayant accepté l’étude après consentement éclairé (Annexe 1) 

• Patient fumeur, non-fumeur ou ancien fumeur depuis plus de 10 ans patient à 

jeun depuis 4 heures 

 

Critères d’exclusion : 

• Patient d’âge < 18 ans 

• Patient refusant l’étude après consentement éclairé 

• Patients traités par corticoïdes, immunosuppresseurs, radiothérapie, 

chimiothérapie 

• Patient exerçant certaines activités professionnelles (ouvrier dans la métallurgie, 

dans la pétrochimie ou peintre) 

• Patient sous tutelle ou curatelle 

• Grossesse évolutive 

• Bradycardie < 40 pulsations / min, tachycardie > 120 pulsations / min,  saturation 

au doigt en air ambiant < 92 % avant fibroscopie bronchique 

• Patient intubé-ventilé 

• Etat de détresse respiratoire aiguë 

• Insuffisance respiratoire chronique oxygéno-dépendante 
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• Cancer bronchique ou découverte d’une pathologie néoplasique pendant 

l’examen endobronchique 

• Pneumopathie infectieuse en cours ou découverte pendant l’examen 

endobronchique 

• Allergie à la xylocaïne utilisée pour l’anesthésie des voies aériennes  

• Patient non à jeun 

 

1.2.2.2. Lavage broncho-alvéolaire 

Réalisé au cours d’une fibroscopie bronchique, le lavage broncho-alvéolaire permet 

le recueil des cellules libres présentes dans les espaces aériens périphériques ainsi que des 

milieux biologiques qui tapissent le tractus respiratoire. 

 

1.2.2.3. Aspects techniques du LBA 

La technique du LBA consiste à injecter dans un segment pulmonaire 100 à 300 mL 

(Klech and Pohl, 1989) de sérum physiologique stérile, puis à le réaspirer. 

 

Le LBA est effectué au cours d’une endoscopie bronchique avec un fibroscope 

souple. La fibroscopie bronchique est un examen qui permet d’étudier l’arbre bronchique 

à l’aide d’un fibroscope optique introduit par voie nasale, orale ou lors d’une intubation 

chez un patient (Drent et al., 2001). Elle permet d’inspecter les bronches (jusqu’aux 

quatrièmes parfois cinquièmes divisions) et de faire des prélèvements. L’anesthésie locale 

de la sphère ORL est réalisée d’abord à l’aide d’une nébulisation de xylocaïne. Elle est 

complétée par application locale de la xylocaïne à 2 % en aérosol spray du nez et / ou de la 

gorge puis par instillation dans la trachée et les bronches segmentaires. Enfin, l’anesthésie 

de l’orifice bronchique dans lequel sera effectué le LBA, a pour but d’éviter la toux pendant 

l’examen. Cette toux pourrait entrainer des microtraumatismes avec saignement et perte 

d’une partie du liquide injecté. La xylocaïne altère certaines activités fonctionnelles des 

cellules mais ne modifie pas l’analyse cytologique du LBA (Klech and Pohl, 1989).  
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1.2.2.4. Injection et la récupération du sérum physiologique 

On peut effectuer le LBA à n’importe quel endroit mais par commodité, c’est la 

lingula ou le lobe moyen qui sont le plus souvent choisis, car le rendement y est meilleur : 

le fibroscope pouvant y être positionné facilement et l’opérateur trouver une position 

stable (Wallaert et al., 1992). 

 

Le sérum physiologique stérile utilisé est maintenu à température ambiante pour 

une meilleure tolérance et une meilleure récupération du liquide. Le liquide est injecté par 

le canal à biopsie (Drent et al., 2001). Le volume injecté varie entre 100 et 300 mL, 

introduit par fractions de 60 mL injectées avec une seringue. Il est préférable de réaliser un 

LBA avec un volume injecté important (de 250 à 300 mL) afin de permettre une étude 

optimale. Le recueil s’effectue par l’intermédiaire d’un piège à secrétions (20 ou 50 mL) sur 

des tubes plastique siliconés, car l’adhérence spontanée des macrophages alvéolaires au 

verre entraîne une diminution nette de leur nombre relatif et augmente d’autant le 

pourcentage des autres types cellulaires. L’aspiration douce (-50cm H2O) est suffisante 

pour assurer la récupération du liquide injecté, le mieux étant de réaspirer manuellement 

pour éviter au maximum le collapsus de la bronche étudiée. Le pourcentage de liquide 

récupéré, par rapport au volume injecté varie de 50 à 75 %. Le liquide réaspiré dans la 

première seringue est recueilli séparément. Ce prélèvement initial ramène en effet des 

cellules et des milieux biologiques provenant des bronches et des bronchioles 

périphériques. Les aliquots suivants sont plus représentatifs de l’étage alvéolaire et 

peuvent être mélangés lors du recueil. Ils correspondent véritablement au LBA. 

Cependant, les résultats cellulaires du premier tube sont indispensables pour interpréter 

correctement les résultats fournis par le LBA. Il est également important d’indiquer le 

volume recueilli par rapport au volume injecté (Klech and Pohl, 1989). En effet, en fonction 

du volume recueilli, on peut apprécier la qualité du LBA et son caractère interprétable ou 

non.  

 

1.2.2.5. Analyse cytologique  

La numération cellulaire globale est effectuée de façon manuelle ou automatisée. 

Les résultats de l’analyse cytologique du LBA doivent être présentés de façon standardisée 
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et faire apparaître les caractéristiques du tube 1 et du LBA proprement dit. La présence de 

cellules bronchiques et / ou d’hématies est importante à prendre en considération pour 

l’interprétation définitive du résultat. Les premières témoignent d’une contamination 

bronchique et les secondes d’une éventuelle contamination par le sang. On estime que si 

le pourcentage de cellules ciliées et / ou épithéliales squameuses dépasse 5 %, le LBA n’a 

pas été réalisé de façon satisfaisante (Klech and Pohl, 1989). Wallaert et al. (1992) ont 

défini, dans le Tableau 12, le pourcentage correct de chaque population cellulaire dans un 

LBA. 

 

Tableau 12 : Constituants cellulaires du LBA chez un sujet sain non-fumeur. 

 

 

1.2.2.6. Effets secondaires 

Le LBA est un examen sûr, peu invasif et généralement bien toléré ; cependant, il 

existe un certain nombre d’effets secondaires possibles à connaître (Drent et al., 2001) et 

qui sont résumés dans le Tableau 13 : 

 

Tableau 13 : Effets secondaires possibles du lavage broncho-alvéolaire. LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire. 

 

 

Paramètre mesuré Etalement sur lame (%) Cytocentrifugation (%)

Macrophages (%) 84 +/- 7 93 +/- 7

Lymphocytes (%) 15 +/- 3 7 +/- 1

Neutrophiles (%) < 1 à 2 < 1 à 2

Hyperthermie Dans 10 à 30 % des cas, dans les heures qui suivent le LBA

Réponse inflammatoire
Augmentation de l’afflux de polynucléaires neutrophiles 

au niveau du tractus respiratoire inférieur dans les 72 h suivantes

Bronchospasme Surtout les patients asthmatiques ou présentant une hyperréactivité bronchique

Décompensation respiratoire Exceptionnelle

Anomalies à la radiographie thoracique Infiltrats radiologiques dans le territoire du LBA 30 minutes après et régressifs en 24 h

Hémorragie intra-alvéolaire Rare

Troubles du rythme cardiaque < 2 % des LBA
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1.2.2.7. Récupération des macrophages 

1.2.2.7.1. Principe 

Les macrophages alvéolaires proviennent des alvéoles pulmonaires et sont 

recueillies au cours d’une fibroscopie bronchique avec LBA. La première fraction du 

lavage ré aspirée contient essentiellement du mucus et des cellules bronchiques : elle est 

le reflet de l’épithélium bronchique proximal. Le reste des prélèvements est le reflet de 

l’épithélium bronchiolo-alvéolaire contenant un pourcentage élevé de macrophages. 

 

1.2.2.7.2. Protocole 

Conformément aux recommandations internationales, nous avons procédé à la 

réalisation d’une fibroscopie bronchique avec lavage broncho-alvéolaire au sein du 

service de pneumologie du Centre Hospitalier Saint Philibert à Lille. Nous avons injecté 

150 à 300 mL de solution isotonique à température ambiante dans une bronche 

segmentaire ou mieux sous-segmentaire par cathétérisme bloqué. L’injection s’est faite 

par fraction de 60 mL immédiatement récupérée. Après ajout d’antibiotiques (pénicilline 

/ streptomycine ; Life Technologies, Cergy Pontoise, France) et antifongiques (fungizone ; 

Life Technologies), les deux fractions récupérées ont été conservées à 4°C dans de la glace 

pilée et acheminées dans un délai de 4h à l’Unité de Chimie Environnementale et 

Interactions sur le Vivant (EA 4492) de l’Université du Littoral-Côte d’Opale. 

 

 Par flacon de prélèvement : 

• Ajout de 1 % (v/v) de la solution d’Antibiotiques (pénicilline, 100 U/mL ; 

streptomycine, 100 µg/mL) 

• Ajout de 1 %  (v/v) de la solution d’Antimycotiques (fungizone, 1µL/mL) 

 

Après centrifugation (10 min, 500g, 4°C) des liquides recueillis par LBA, les culots 

cellulaires sont lavés (2x 10 mL) avec du milieu RPMI 1640 (Life Technologies, Cergy 

Pontoise, France) supplémenté à 1 % (v/v) avec un antifongique (fungizone) et à 1 % (v/v) 

avec des antibiotiques (pénicilline / streptomycine). Des numérations sont faites sur 

liquide à l’état frais à l’aide du compteur automatique (Cellometer Auto T4 Cell Counter, 
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Nexcelom Bioscience, Lawrence, US). La formule cellulaire est réalisée après 

cytocentrifugation et coloration de May-Grünwald-Giemsa.  

 

  

  



109 
 
 

1.2.3. Co-cultures Macrophages Alvéolaires / Cellules BEAS-2B 

Les co-cultures MA / BEAS-2B ont été réalisés grâce à un dispositif de 

microplaques de culture à 6 puits associés à des inserts dont la surface d’adhésion des 

cellules, de par sa porosité (0,4 µm), n’autorise que les interactions entre les deux 

modèles cellulaires via la sécrétion de facteurs diffusibles, et interdit toute migration de 

l’un ou l’autre de ces modèles cellulaires (Corning ; Fisher Scientific Labosi SAS) (Figure 

39).  

 

Les MA et les cellules BEAS-2B ont été cultivés d’abord séparément, 

respectivement dans les inserts (500 x 103 MA / insert) ou dans les puits des microplaques 

(1.106 cellules BEAS-2B / insert), en présence de RPMI 1640 complet, contenant 10 % 

(v/v) de SVF.  

 

Les microplaques et les inserts ont été incubées à 37°C, dans une atmosphère 

enrichie en CO2 (5 %) et saturée en humidité, et, après 4 h, un changement des milieux de 

culture a permis d’éliminer les cellules non adhérentes, avant que les inserts ne soient 

associés aux puits et que les MA et les cellules BEAS-2B puissent interagir. 

 

 

Figure 39 : Modèle de co-culture Macrophages Alvéolaires / cellules BEAS-2B. 
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1.2.4. Lymphocytes sanguins 

1.2.4.1. Procédures d’inclusion 

Les lymphocytes sanguins ont été obtenus par prélèvements de sang veineux 

périphérique, après accord du Comité pour la Protection des Personnes (accord du CPP le 

20/12/2011, ECH 11/03). 

 

Dans le recueil des lymphocytes sanguins, l’âge devait être obligatoirement 

précisé. L’influence du statut tabagique n’était pas étudiée dans ce modèle, tous les 

patients inclus étaient non-fumeurs.  

 

Critères d’inclusion : 

• Patient âgé de plus de 18 ans 

• Patient ayant accepté l’étude après consentement éclairé (Annexe 1) 

• Patient non-fumeur ou ancien fumeur depuis plus de 10 ans 

 

Critères d’exclusion : 

• Patient d’âge < 18 ans 

• Patient refusant l’étude après consentement éclairé 

• Patients traités par corticoïdes, immunosuppresseurs, radiothérapie, 

chimiothérapie 

• Patient exerçant certaines activités professionnelles (ouvrier dans la métallurgie, 

dans la pétrochimie ou peintre) 

• Patient sous tutelle ou curatelle 

• Grossesse évolutive 

• Pathologie infectieuse ou néoplasique en cours 

• Patient fumeur ou ancien fumeur depuis moins de 10 ans 

 

1.2.4.2. Principe 

En pratique, le sang veineux périphérique est prélevé dans des tubes sur 

anticoagulant sec (EDTA calcique). Lors du prélèvement, le tube doit être agité par 
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retournements successifs pour éviter la formation de micro-caillots. De plus, pour avoir 

une analyse cytologique correcte et une numération plaquettaire exacte, l'examen doit 

être réalisé rapidement (< 2h) après le prélèvement. Le sang peut être conservé jusqu’à 

24 h à +4°C sans modification notables de la numération mais la cytologie des cellules 

peut évoluer. La numération et la formule sanguine sont maintenant réalisées sur des 

automates. 

 

L'hémogramme constitue l'expression du résultat de la numération des éléments 

cellulaires du sang circulant (hématies, leucocytes et plaquettes) accompagné de 

paramètres permettant de caractériser la population érythrocytaire (constantes 

érythrocytaires) et de la proportion des différents types de leucocytes (polynucléaires 

[neutrophiles, éosinophiles et basophiles], lymphocytes, monocytes et la détection 

éventuellement d'autres cellules anormalement rencontrées dans le sang ; l’expression 

de cette proportion étant désignée par le terme de formule leucocytaire) (Figure 40). 

 

Les valeurs biologiques usuelles pour les lymphocytes sanguins circulants sont 

comprises entre 1 et 4 x 109 / L. 

 

 

Figure 40 : Représentation des différents éléments cellulaires du sang circulant (SFH, 2010). 
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1.2.4.3. Protocole de récupération 

Ce protocole est adapté de Böyum, 1968 (Böyum, 1968) et manuel Culture of 

Animal Cells (protocole section 27.2) (Ian Freshney, 2011). 

 

• Prélèvement stérilement d’environ 15 mL de sang sur tube EDTA.  

• Conservation à température ambiante (15-22°C) et traitement endéans 24 h.  

• Récupération des lymphocytes : 

o Regrouper les différents tubes puis répartir 2,5 mL de sang dans des tubes 

Falcon 15 mL. 

o Ajouter 2,5 mL de PBS-EDTA 1mM (filtré sur filtre 0,22 µm) et 

homogénéiser. 

o Dans un nouveau tube de 15 mL, déposer délicatement les 5 mL du 

mélange sang + PBS sur 2,5 mL de Ficoll-Hypaque (filtré sur filtre 0,22 µm).  

o Centrifuger le tube à 400 g pendant 15 minutes (accélération et 

décélération douce).  

o Eliminer le surnageant sans perturber l’interface.  

o Récupérer l’interface et verser dans un tube de Falcon 15 mL.  

o Compléter QSP 10 mL de milieu de culture complet : milieu RPMI + L-

Glutamine 1% + SVF (20%) + Antibiotiques 1% (Pénicilline, 100 U/mL ; 

Streptomycine, 100 µg/mL).  

o Centrifuger à 400 g pendant 10 minutes.  

o Eliminer le surnageant puis remise en suspension du culot dans 2 mL de 

milieu RPMI et regroupement des 2 culots dans un tube.  

o Comptage.  
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2. Méthodes 

2.1. Culture et exposition des cellules 

2.1.1. Co-culture Macrophages Alvéolaires / Cellules BEAS 2-B 

2.1.1.1. Conditions de culture 

L'ensemencement des cellules BEAS-2B a été réalisé 24 h avant exposition, dans 

des plaques de culture 6 puits de type CellBind® (Corning ; Fisher Scientific SAS, Illkirch, 

France). Les cellules ont été cultivées à 37°C en atmosphère humide et en présence de 5 

% de CO2 dans du BEGM, supplémenté de 1 % (v/v) d'amphotéricine B (2,5 µg / mL), afin 

de limiter les contaminations fongiques. 

 

 Après le lavage broncho-alvéolaire les macrophages alvéolaires  ont été mis en 

culture. Les cellules ont été ensemencées dans des inserts à raison de 500 x 103 MA / 1,5 

mL RPMI 1640 (sérum de veau fœtal (SVF) 10 % v/v) par insert. Les boîtes ont ensuite été 

disposées dans un incubateur (37°C, 5% CO2 et 100 % humidité). Après 4 h de mise en 

culture, le milieu a été changé pour éliminer les cellules mortes et les hématies. 

  

2.1.1.2. Exposition 

Les cellules ont été exposées en remplaçant le milieu de culture initial par du 

milieu frais contenant, selon les conditions : 

• les échantillons de particules à une concentration de : 

o 3,75 ; 7,5 ; 15 ; 30 ; 45 ; 60 ; 90 ; 120 µg / cm2 pour les tests de cytotoxicité, 

o 3 ou 15 µg / cm2 pour les autres paramètres étudiés, 

 

Des cellules non-exposées ont été utilisées comme témoin dans chaque 

expérience.  

 

Le temps d’exposition des cellules aux particules atmosphériques varie entre 24 h 

et 72 h, et dépend du paramètre toxicologique mesuré. 

 



114 
 
 

2.1.1.3. Récupération 

A la fin de la période d’exposition, le milieu de culture a été éliminé et les cellules rincées 

2 fois au PBS préalablement chauffé à 37°C. Les plaques de culture 6 puits contenant les 

cellules ont été conservées à -80° après élimination du PBS jusqu’à leur utilisation. 

 

2.1.2. Lymphocytes sanguins 

2.1.2.1. Conditions de culture 

Les lymphocytes ont été mis en culture dans des tubes Lejeune contenant 5 mL de 

milieu de culture complet : milieu RPMI + L-Glutamine 1% + SVF (20%) + Antibiotiques 

(Pénicilline, 100 U/mL ; Streptomycine, 100 µg/mL) + 5 µg/mL de phytohémagglutinine (E 

et L) puis incubé à 37°C sous oscillation. 

 

2.1.2.2. Exposition 

Les cellules ont été exposées par dilution d’une suspension de PM2.5 dans le milieu 

de culture, afin d’exposer les cellules à une concentration de 45 µg de PM2.5 / mL. Des 

cellules non-exposées ont été utilisées comme témoin dans chaque expérience.  

 

Le temps d’exposition a été fixé à 72 h pour toutes les analyses. 

 

2.1.2.3. Récupération 

A la fin de la période d’exposition, le milieu de culture a été centrifugé et les 

cellules rincées 2 fois au PBS préalablement chauffé à 37°C. Les cellules destinées à la PCR 

méthylation spécifique ont été centrifugées 5 minutes à 150 g (4°C). Le surnageant a été 

éliminé et les cellules congelées à -80°C sous la forme de culots secs. 
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2.2. Paramètres de toxicité 

Les analyses toxicologiques menées dans les deux modèles cellulaires sont : 

• Activité télomérase 

• Longueur des télomères 

• Méthylation du promoteur de P16INK4A et MGMT 

• Expression génique de P16INK4A et MGM 
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2.2.1. Activité télomérase 

2.2.1.1. Principe 

La télomérase est une enzyme dont le rôle est de synthétiser les extrémités 

télomériques des chromosomes formées par la répétition de l’hexamère (TTAGGG). Une 

méthode a ainsi été développée afin de quantifier par qPCR le nombre de copies de la 

séquence télomérique répliquées par les télomérases lors d’une première étape 

d’incubation. L’étape de détection repose, comme toute qPCR, sur l’utilisation d’amorces 

et d’une sonde qui fluoresce lorsqu’elle s’intercale entre les brins d’ADN au cours des 

cycles d’amplification. 

 

2.2.1.2. Protocole 

L’activité télomérase a été mesurée dans des cellules BEAS-2B, macrophages et 

lymphocytes exposés ou non pendant 72 h aux échantillons de PM2.5 à une concentration 

de 3,75 ou 15 µg / cm2, au B[a]P, ou au TiO2, en utilisant le kit TRAPEZE RT Telomerase 

Detection (Merck-Millipore) selon les instructions du fabricant. 

 

• Resuspension des culots cellulaires dans du tampon de lyse CHAPS (200 µL / 

106 cellules) 

• 30 min d’incubation sur la glace 

• Centrifugation des tubes à 12 000 g pendant 20 min (4°C)  

• Transfert du surnageant dans un nouveau tube  

• Elimination du culot contenant les débris cellulaires 

• Dosage de la quantité de protéines par méthode BCA. 

 

Les échantillons ont été dilués dans le CHAPS pour obtenir une concentration en 

protéines d’environ 350 µg / mL, puis déposés sur la plaque à raison de 2 µL par puits. En 

plus des échantillons, différents contrôles ont été ajoutés sur chaque plaque :  

• deux contrôles négatifs « réactifs » (CHAPS et eau PCR-grade) 

• un contrôle « cellules télomérase positives » fourni dans le kit 

• des contrôles négatifs d’échantillons inactivés à la chaleur (30 min à 85°C) 
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• une gamme de standard TSR 8, pour lequel le nombre de copies de la séquence 

télomérique est connu (4 points, séparés d’un facteur 10). 

 

L’absence d’inhibiteurs de PCR dans les échantillons a été vérifiée avant le début 

de la manipulation, grâce à une gamme TSK comparée au mélange échantillon/TSK. 

 

La plaque a été réalisée en mélangeant 2 µL d’échantillon dilué, de contrôle ou de 

standard aux réactifs suivants : 

• 5 µL de Reaction Mix 5X 

• 0,5 µL de Taq polymérase 

• 17,5 µL d’eau PCR-grade 

 

L’étape de synthèse des hexamères par les télomérases et de PCR a ensuite été 

réalisée à l’aide d’un thermocycleur ABI 7500 Fast (Applied Biosystem®) selon le protocole 

suivant : 

• 30 min à 30°C (élongation par les télomérases) 

• 2 min à 95°C (activation de la Taq polymérase) 

• 45 cycles d’amplification : 

o 15 s à 94°C (dénaturation) 

o 1 min à 59°C (hybridation-élongation) 

o 10 s à 45°C (collecte des données) 

 

2.2.1.3. Analyse 

Pour déterminer la positivité d’une PCR et/ou quantifier un échantillon par PCR en 

temps réel, on détermine le nombre de cycles à partir duquel le produit PCR est 

détectable. Le moment d’apparition du signal, dénommé cycle seuil ou Ct (Cycle 

threshold), est dépendant de la quantité de matrice initialement présente dans 

l’échantillon amplifié. Le Ct calculé est inversement proportionnel au logarithme décimal 

du nombre de copies initiales. Il apparaît toujours au cours de la phase exponentielle de 

la PCR. Les valeurs de Ct ont été obtenues pour chaque point grâce au logiciel Sequence 
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Detection Software v.2.0.3. Pour chaque plaque, la droite de calibration a été calculée à 

partir de la gamme de standard TSR8 selon la relation : 

Ct = f(log(nombre de copies)). 

 

L’équation de la régression linéaire obtenue pour cette gamme a ensuite été 

utilisée pour déterminer le nombre de copies dans chaque condition à partir de la valeur 

de Ct obtenue. Les résultats ont été normalisés par rapport au facteur de dilution et à la 

quantité de protéines, puis exprimés sous la forme médiane [Q1;Q3] de trente réplicats 

biologiques par classe d’âge pour les lymphocytes et treize réplicats non-fumeurs, treize 

fumeurs pour les co-cultures MA / Cellules BEAS-2B. 
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2.2.2. Longueur des télomères 

2.2.2.1. Principe 

La mesure de la longueur des télomères peut être réalisée sur tout type de 

support biologique (tissus, cellules circulantes, progéniteurs et cellules souches). 

Cependant, pour des raisons éthiques ou techniques, certains supports ne sont que peu 

(ou pas) utilisés en pratique courante. Dans la majorité des études cliniques actuelles, la 

mesure de la longueur des télomères est estimée par la détermination de la longueur des 

télomères leucocytaires (LTL). Ce type de mesure ne reflète pas forcement la « 

dynamique » des télomères de tous les tissus. Cependant, même si la longueur des 

télomères des différents types cellulaires n’est pas équivalente, la cinétique de 

raccourcissement est équivalente (Takubo et al., 2002). 

 

La mesure de la longueur des télomères par qPCR a été proposée en 2002 par 

Cawthon puis réactualisée en 2009 (Cawthon, 2002, 2009). Elle fournit une mesure 

précise du nombre de répétitions coiffant les chromosomes. Elle consiste en la 

détermination par qPCR du nombre de copies du motif télomérique (T) par rapport à un 

gène simple copie (S) sous la forme d’un ratio (T/S). 

 

2.2.2.2. Protocole 

A partir de culots secs de macrophages et de lymphocytes (106 cellules), l’ADN a 

été extrait (Blood & Cell Culture DNA Mini Kit, QIAGEN®) et dosé par 

microspectrophotométrie (µdropplate, thermo scientific). L’évaluation de la taille des 

télomères a été réalisée sur un thermocycleur ABI 7500 Fast (Applied Biosystem®) par 

une technique de PCR en temps réel. 

 

Le mélange réactionnel d’un volume final de 20 µL est composé de 5 µl de solution 

d’ADN à 5 ng/µL, 1µl d’amorce sens, 1µl d’amorce anti-sens, 10 μl de 2X Power SYBR® 

Green master mix  (Applied Biosystem®) et 3 μl d’eau N-free. Les amorces pour les 

télomères et le gène de référence 36B4 ont été ajoutées à une concentration finale de 0,2 

µM et 0,3 µM, respectivement (Tableau 14).  
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Tableau 14 : Séquence nucléotidique des amorces sens et anti-sens des télomères et du gène 36B4. 

 

 

Le gène de référence utilisé est le gène simple copie de la 36B4 (acidic ribosomal 

phosphoproteins P0) qui a été utilisé comme contrôle pour l’amplification de chaque 

échantillon réalisé, tel qu’a décrit Cawthon (Cawthon, 2002, 2009). Les conditions de la 

réaction PCR sont décrites dans le Tableau 15 ( Cawthon, 2002, 2009). 

 

Tableau 15 : Conditions d’amplifications des télomères et du gène 36B4. 

 

 

2.2.2.3. Analyse 

La longueur des télomères est évalué par la technique des ΔΔCt en selon 

l’équation suivante : 

Ratio = 2 -  [(Ct
 télomère

 –  Ct
36B4

) 
Exposé  

–   (Ct
 télomère 

–  Ct
 36B4

) 
Témoin

] 

 

  

Amorce sens Amorce anti-sens

Télomère
5'-CGGTTTGTTTGGGTTTGGG 

TTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3'
5'-GGCTTGCCTTACCCTTACCCT TACCCTTACCCTTACCCT-3' 

36B4 5'-CAGCAAGTGGGAA    GGTGTAATCC-3' 5'-CCCATTCTATCATC    AACGGGTACAA-3'  

Dénaturation
Cycles

Nombre Dénaturation Hybridation Elongation
Température de transition 

de l’hybridation

Télomère 95°C, 10 minutes 20 95°C, 5 secondes 56°C, 10 secondes 72°C, 40 secondes 4°C / seconde

36B4 95°C, 10 minutes 30 95°C, 5 secondes 58°C, 10 secondes 72°C, 40 secondes 4°C / seconde
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2.2.3. Méthylation spécifique des promoteurs de P16INK4A et MGMT 

2.2.3.1. Principe 

La conversion au bisulfite d’un échantillon d’ADN transforme les cytosines non-

méthylées en uraciles, alors que les cytosines méthylées sont protégées par le 

groupement méthyle (Figure 41). La séquence en est ainsi modifiée et il devient possible, 

en utilisant des amorces spécifiques de la séquence contenant les U ou de celle contenant 

les C, de discriminer les formes méthylées des formes non-méthylées.  

 

 

Figure 41 : Réaction de conversion au bisulfite des cytosines en fonction de leur niveau de méthylation. 

 

2.2.3.2. Protocole 

L’évaluation de la méthylation des promoteurs de P16INK4A et MGMT a été réalisée  

• dans les lymphocytes exposés ou non pendant 72 h aux échantillons de PM2.5 à 

une concentration de 45 µg/mL, 

• dans les cellules BEAS-2B et les macrophages alvéolaires exposés ou non pendant 

24 h aux échantillons de PM2.5 à des concentrations de 3 µg/cm2 ou 15 µg/cm2, 

• en adaptant le protocole initialement décrit (Herman et al., 1996).  

 

• Extraction de l’ADNg des cellules (500 x 103 cellules / échantillon) sur colonne en 

utilisant le kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Courtabœuf, France), selon le 

protocole du fournisseur 
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• Remise en suspension des culots cellulaires dans 200 µL de PBS, auxquels ont été 

ajoutés 20 µL de protéinase K ainsi que 200 µL de tampon AL 

• Incubation pendant 10 min d’incubation à 56°C  

• Ajout de 200 µL d’éthanol absolu à la suspension afin de précipiter les acides 

nucléiques  

• Transfert de la suspension sur la colonne 

• Centrifugation de la colonne à 6 000 g pendant 1 min, afin d’éliminer le liquide 

tout en conservant l’ADN fixé à la membrane de silice 

• Lavage de l’ADN grâce à 500 µL des tampons AW1 puis AW2, éliminés par 

centrifugation (6 000 g, 1 min ; puis 20 000 g, 3 min) 

• Elution de l’ADN dans 200 µL de tampon AE par centrifugation (6 000 g, 1 min), 

après 1 min d’incubation permettant sa remise en suspension  

 

L’ADN précédemment extrait a été converti au bisulfite en utilisant le kit Cell-to-

CpG™ (Life Technologies).  

 

L’ADN a tout d’abord été dénaturé :  

• Mélange de 45 µL de solution d’ADN à 5 µL de Denaturation Reagent,  

• Incubation de cette suspension pendant 10 min à 50°C.  

 

La conversion a ensuite été obtenue :  

• Transfert de la suspension dans une microplaque 96 puits,  

• Ajout de 100 µL de Conversion Reagent à chaque échantillon  

• Protocole de température à l’aide d’un thermocycleur 7500 Fast : 

o (30 min à 65°C / 90 s à 95°C) x 2 

o 30 min à 65°C 

o maintien à 4°C. 

 

Les échantillons ainsi traités au bisulfite ont été purifiés sur colonne, selon le 

protocole suivant :  

• Ajout de 600 µl de Binding Buffer dans la colonne 
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• Ajout de l’échantillon converti 

• Centrifugation 10 000 g, 1 min 

• Lavage par 600 µl de Wash Buffer 

• Centrifugation 10 000 g, 1 min 

• Désulfonation par ajout de 200 µl de Desulfonation Reagent et incubation 15 min 

à température ambiante 

• Centrifugation 10 000 g, 1 min 

• Lavage par 400 µl de Wash Buffer 

• Centrifugation 10 000 g, 1min x 2 

• Elution par 40 µl d’Elution Buffer et incubation 2 min à température ambiante 

• Centrifugation 10 000 g, 1 min. 

 

La concentration en ADNg dans les solutions ainsi obtenues a été mesurée par 

spectrophotométrie UV, grâce à la plaque µDrop du lecteur Multiskan Go (Thermo Fisher 

Scientific). Au vu des concentrations, les solutions ont été diluées au 1/5ème dans de l’eau 

ultra-pure avant de procéder à la PCR-méthylation spécifique (MSP). Deux µL d’ADN dilué 

ont été ajoutés à 18 µL du mélange réactionnel suivant : 

• 10 µL de Power SybR Green 2X 

• 2 µL de la solution d’amorces spécifiques de la cible 

• 6 µL d’eau ultra-pure. 

 

Le protocole de PCR a été adapté en fonction de la cible (Tableau 16). Etant donné 

l’importance du signal non-spécifique lors des PCR spécifiques de la forme méthylée, le 

protocole a été adapté afin de mesurer le signal à une température supérieure à celle 

d’hybridation-élongation, déterminée en fonction du Tm mesuré lors d’une expérience 

préalable. Une courbe de fusion a systématiquement été réalisée. 
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Tableau 16 : Amorces et conditions de PCR utilisées (Herman et al., 1996; Di Vinci et al., 2006).  

M : Méthylé ; UnM : Non-méthylé ; S : Sens ; AS : anti-sens. 

 

 

2.2.3.3. Analyse 

La spécificité du signal a été vérifiée grâce aux courbes de fusion. Les valeurs de Ct 

ont été obtenues pour chaque point grâce au logiciel Sequence Detection Software 

v.2.0.3. Le facteur d'expression relative (RQ) a été calculé pour chaque gène et pour 

chaque temps d'exposition par rapport aux cellules non-exposées selon la formule : 

ΔCtcible = Ctforme_méthylée – Ctforme_non-méthylée 

RQ = 2-ΔΔCt, avec ΔΔCt = ΔCtexposition – ΔCtcellules_non-exposées 

 

Les résultats sont exprimés sous la forme médiane [Q1;Q3] de trente réplicats par 

classe d’âge pour les lymphocytes et treize réplicats non-fumeurs, treize fumeurs pour les 

co-cultures MA / Cellules BEAS-2B. 

 

  

Cible Séquences Sens / AntiSens T °hyb.

P16INK4A_M
S : TTA TTA GAG GGT GGG GCG GAT CGC

AS : GAC CCC GAA CCG CGA CCG TAA
68°C

P16INK4A_UnM
S : TTA TTA GAG GGT GGG GTG GAT TGT
AS : CAA CCC CAA ACC ACA ACC ATA A

65°C

MGMT_M
S : TTT CGA CGT TCG TAG GTT TTC GC
AS : GCA CTC TTC CGA AAA CGA AAC G

60°C

MGMT_UnM
S : TTT GTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT

AS : AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA CAA AAC A
62°C

Réf. séquence

Herman et al., 1996, 
DiVinci et al., 2006

Herman et al., 1996, 
DiVinci et al., 2006

DiVinci et al., 2006

DiVinci et al., 2006

Cible Séquences Sens / AntiSens T° hybridation Ref. séquence

65°C

62°C

68°C

60°C

120

120
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2.2.4. Expression génique de P16INK4A et MGMT 

2.2.4.1. Principe 

L’une des propriétés de toutes les ADN polymérases est de ne pouvoir synthétiser 

le  brin complémentaire qu’à partir d’une amorce oligonucléotidique. Cette propriété est 

mise à profit dans la méthode de qPCR en temps réel à l’aide de sondes fluorogéniques 

TaqMan spécifiques au gène d’intérêt. 

 

2.2.4.2. Protocole 

Les amorces oligonucléotidiques synthétiques, capables de s’hybrider aux bornes 

de la séquence cible, c'est-à-dire de P16INK4A et MGMT (TaqMan® Gene Expression Assays, 

Applied Biosystems) dont les codes sont respectivement Hs00923894_m1 et 

Hs01037698_m1 sont utilisées pour réaliser les réplications qui assureront la 

multiplication spécifique de la séquence encadrée par ces amorces. L’ARN ribosomique 

18s, dont le code TaqMan® Gene Expression Assays est le suivant Hs99999901_s1, est 

utilisé pour normaliser les résultats. 

 

Les réactions d’amplification ont été réalisées selon le protocole du kit TaqMan® 

Gene Expression Cells-to-Ct avec pour chaque réaction un mélange de 15 µL de Mix (10 

µL de TaqMan Gene expression Master Mix (2x), 1 µL de TaqMan Gene expression Assay 

(20x), 4 µL de Nuclease free water) et 5 µL d’ADNc.  

 

Le protocole d’amplification comprend : 

• une étape d’activation de l’enzyme de 2 minutes à 50°C, 

• une étape de dénaturation de 10 minutes à 95°C,  

• suivie de 40 cycles constitués : 

o d’une phase de dénaturation de 15 secondes à 95°C,  

o d’une phase d’hybridation des amorces et d’élongation de 1 minute à 60°C.  
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2.2.4.3. Analyse 

L’abondance de l’ARNm étudié dans l’échantillon traité par rapport au témoin a 

été calculée selon la méthode du delta delta Ct (ΔΔCt) (Livak and Schmittgen, 2001). 

L’expression du gène codant pour l’ARN ribosomique 18S a été utilisée pour normaliser 

les résultats. 

 

Pour chaque échantillon, il faut rapporter la valeur Ct cible à l’ARNr 18S, cela 

correspond à la normalisation par rapport à la quantité de départ : 

 

ΔCtcible = Ct cible - Ct 18s 

RQ = 2-ΔΔCt, avec ΔΔCt = ΔCtexposition – ΔCtcellules_non-exposées 

 

Les résultats sont exprimés sous la forme médiane [Q1;Q3] de trente réplicats 

biologiques par classe d’âge et deux réplicats techniques pour les lymphocytes et treize 

réplicats biologiques pour les non-fumeurs, treize pour les fumeurs et deux réplicats 

techniques au niveau des co-cultures MA / Cellules BEAS-2B. 
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2.2.5. Analyses statistiques 

2.2.5.1. Logiciels utilisés 

Le logiciel Microsoft Excel 2007 a été utilisé pour : 

• les calculs de médianes et quartiles 

• les calculs de RQ 

• les représentations graphiques. 

 

Le logiciel SPSS version 18 (IBM, Bois-Colombes, France) a été utilisé pour : 

• les tests de normalité 

• les analyses de la variance (ANOVA) 

• les corrélations de Spearman 

 

Le logiciel SAS 9.2 (SAS Institute, USA) a été utilisé pour : 

• les tests U de Mann-Whitney 

 

2.2.5.2. Statistiques descriptives 

La plupart des expériences ayant été réalisées sur un faible nombre de réplicats, 

l’utilisation des valeurs de moyennes et écart-types était inappropriée. Les analyses 

descriptives ont donc été réalisées grâce aux paramètres de médiane et quartiles, 

adaptés aux petits effectifs.  

 

Seules les numérations formules sanguines ont pu être décrites grâce aux 

moyennes et écart-types, après avoir démontré par des tests de normalité que leur 

distribution suivait une loi normale. 

 

2.2.5.3. Comparaisons 

Considérant la petite taille des effectifs, la plupart des comparaisons statistiques 

ont été effectuées en utilisant des tests non-paramétriques U de Mann-Whitney.  
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Nous avons également calculé le coefficient de rang de Galton-Spearman (rho) 

afin de vérifier l'existence de liens entre deux variables quantitatives mesurées sur une 

même chronique, à partir de nos échantillons. Les effectifs faibles ne permettent pas 

d'utiliser le coefficient de Bravais-Pearson. Ce test a été utilisé pour rechercher le lien 

entre méthylation des promoteurs et expression génique et le lien entre activité 

télomérase et longueur des télomères.  
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RESULTATS 
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1. Notation des échantillons 

Afin de faciliter la lecture, la notation des échantillons est identique pour tous les 

paramètres étudiés.  

 

Cette notation est résumée dans les Tableaux 17 et 18. 

 

Tableau 17 : Notation des échantillons pour le modèle des lymphocytes exposés aux PM2.5. 

 

 

Tableau 18 : Notation des échantillons pour le modèle des co-cultures Cellules BEAS-2B / Macrophages 

Alvéolaires exposés aux PM2.5. 

  

Non-exposés Exposés

25-30 ans 

50-55 ans

75-80 ans

Témoins 3 µg / cm
2

15 µg / cm
2

Témoins 3 µg / cm
2

15 µg / cm
2

Cellules BEAS-2B

Macrophages Alvéolaires

Non-fumeurs Fumeurs
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2. Influence de l’âge dans la modulation des mécanismes cellulaires 

précoces de cancérogénèse : Modèle des lymphocytes exposés aux 

PM2.5 

2.1. Caractéristiques des numérations formules sanguines 

La numération formule sanguine (NFS) ou hémogramme est composé de la 

numération globulaire qui dénombre les éléments figurés du sang, du dosage de 

l’hémoglobine, de la mesure de l’hématocrite, de la formule sanguine (numération de 

toutes les lignées de globules blancs) ainsi que de la numération plaquettaire. Ce type 

d’analyse est codifié dans la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (NABM), sous 

l’expression « hémogramme y compris plaquettes (NFS, NFP) » pour lequel NFP signifie 

Numération Formule Plaquettes.  

 

Les valeurs normales d’une NFS sont décrites dans le Tableau 19 : 

 

Tableau 19 : Valeurs normales d’une Numération Formule Sanguine chez l’Homme (HAS, 1997). 

 

 

Nous n’observons pas de différences dans les NFS des patients issus des trois 

classes d’âge hormis pour le nombre de globules rouges, le taux d’hémoglobine et le 

nombre de lymphocytes (Tableau 20). Le nombre de globules rouges décroît 

significativement en fonction de l’âge (25-30 ans : 4,76*1012/L, 50-55 ans : 4,48*1012/L, 

Valeurs normales

Globules rouges (10 12/L)
4,0 - 5,2  Femme
4,5 - 5,8  Homme

Hémoglobine (g/dL)
12 - 16 Femme
13 - 18  Homme

Plaquettes (10 9/L) 150 - 400

Leucocytes (10 9/L) 1,4 - 1000

Polynucléaires Neutrophiles (10 9/L) 1,5 - 7

Polynucléaires Eosinophiles (10 9/L) 0,05 - 0,5

Polynucléaires Basophiles (10 9/L) 0,01 - 0,05

Lymphocytes (10 9/L) 1,5 - 4

Monocytes (10 9/L) 0,1 - 1
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75-80 ans : 4,14*1012/L). Cependant, les valeurs restent dans les normes quel que soit 

l’âge. Pour le taux d’hémoglobine, une diminution significative est observée chez les 75-

80 ans (12,30 g/dL vs 13,56 et 13,27 g/dL chez les jeunes et les intermédiaires). Bien qu’il 

diminue chez les plus âgés, le taux d’hémoglobine reste là aussi dans les normes. Le 

nombre de lymphocytes diminuent avec l’âge spécialement chez les sujets âgés (p<0,05 

entre les 75-80 ans et les 25-30 ans et entre les 75-80 ans et les 50-55 ans). La valeur 

absolue reste néanmoins normale chez les sujets âgés (1,82*109/L chez les 75-80 ans). 

Pour tous les autres paramètres (plaquettes, leucocytes dont neutrophiles, éosinophiles, 

basophiles et monocytes), aucune différence significative n’est observée entre les trois 

classes d’âge. 

 

Tableau 20 : Numérations Formules Sanguines dans les trois classes d’âge de patients. 

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons Inter-classes : Mann-Whitney U test   (a : p<0,05 entre les 

classes d’âge 25-30 ans et 50-55 ans, b : p<0,05 entre les classes d’âge 25-30 ans et 75-80 ans, c : p<0,05 entre les 

classes d’âge 50-55 ans and 75-80 ans). 

 

  

Moyenne + / - ET 25 - 30 ans (n=30) 50 - 55 ans (n=30 ) 75 - 80 ans (n=30)

Globules rouges (10 12/L) 4,76 +/- 0,33 a,b 4,48 +/- 0,38 a,c 4,14 +/- 0,27 b,c
Hémoglobine (g/dL) 13,56 +/- 1,27 b 13,27 +/- 1,21 c 12,30 +/- 0,42 b,c

Plaquettes (10 9/L) 250,9 +/- 62,9 238,5 +/- 59,3 242,5 +/- 64,6

Leucocytes (10 9/L) 7,13 +/- 1,83 6,81 +/- 1,85 7,6 +/- 2,49 

Polynucléaires Neutrophiles (10 9/L) 4,42 +/- 1,74 4,12 +/- 1,45 4,95 +/- 2,14

Polynucléaires Eosinophiles (10 9/L) 0,19 +/- 0,17 0,17 +/- 0,09 0,17 +/- 0,13

Polynucléaires Basophiles (10 9/L) 0,01 +/- 0,02 0,01 +/- 0,03 0,01 +/- 0,03

Lymphocytes (10 9/L) 2,02 +/- 0,70 b 1,95 +/- 0,66 c 1,82 +/- 0,60 b,c

Monocytes (10 9/L) 0,55 +/- 0,19 0,48 +/- 0,14 0,63 +/- 0,31
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2.2. Activité télomérase 

Nous avons mesuré l’activité télomérase dans les lymphocytes non-exposés et 

exposés aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / mL et mis en culture pendant 72 h. 

 

Nos résultats montrent une activité télomérase plus importante dans les 

lymphocytes non-exposés aux PM2.5 dans la classe d’âge 75-80 ans mais il n’existe pas de 

différence significative par rapport aux groupes 25-30 ans et 50-55 ans (Figure 42).  

 

 

Figure 42 : Activité télomérase, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans non-exposées, mesurée sans 

exposition aux PM2.5 après 72 h de mise en culture.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

 
Après exposition des cellules, il existe une augmentation significative de l’activité 

télomérase dans les trois classes d’âge. Ainsi, l’activité télomérase dans les cellules 

exposées augmente d’un facteur de 1,04 dans la classe d’âge 25-30 ans, d’un facteur de 

1,03 dans la classe d’âge 50-55 ans et d’un facteur de 1,06 dans la classe d’âge 75-80 ans 

par rapport à l’activité mesurée dans les cellules non-exposées (Figure 43). 

 

0.96

0.98

1.00

1.02

1.04

1.06

25-30 ans 50-55 ans 75-80 ans

A
ct

iv
ité

 t
él

om
ér

as
e 

/ c
la

ss
e 

d'
âg

e



134 
 
 

 

Figure 43 : Activité télomérase, rapportée aux lymphocytes de chaque classe d’âge (25-30 ans, 50-55 ans et 

75-80 ans) non-exposés, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

Néanmoins, il n’existe pas de différence significative entre les trois groupes. L’âge ne 

semble donc pas avoir d’influence sur l’activité télomérase des cellules non-exposées et 

exposées à la pollution atmosphérique (Figure 44).   

 

 

Figure 44 : Activité télomérase des lymphocytes exposés de chaque classe d’âge (25-30 ans, 50-55 ans et 

75-80 ans), par rapport aux cellules non-exposées, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une 

concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01).  
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2.3. Longueur des télomères 

Dans les mêmes conditions que pour l’activité télomérase, nous avons mesuré la 

longueur des télomères dans les lymphocytes non-exposés et exposés aux PM2.5 à une 

concentration de 45 µg / mL pendant 72 h dans les trois groupes de patients prélevés. 

 

Dans les lymphocytes non-exposés, la longueur des télomères a tendance à 

diminuer avec l’âge. Néanmoins, nous n’observons pas de différence significative entre 

les trois classes d’âge (Figure 45). 

 

 

Figure 45 : Longueur des télomères, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans non-exposées, mesurée sans 

exposition aux PM2.5 après 72 h de mise en culture.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

 

 Si nous observons chaque classe d’âge de façon indépendante, nous pouvons 

remarquer que la longueur des télomères dans les lymphocytes augmente après 

exposition aux PM2.5. Il existe une augmentation d’un facteur 1,31 chez les 25-30 ans, 

1,22 chez les 50-55 ans et 1,01 chez les 75-80 ans. Bien qu’il y ait un allongement des 

télomères des lymphocytes après exposition aux particules fines, cet allongement n’est 

pas significatif et ce quelle que soit la classe d’âge (Figure 46). 
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Figure 46 : Longueur des télomères, rapportée aux lymphocytes de chaque classe d’âge (25-30 ans, 50-55 

ans et 75-80 ans) non-exposés, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / 

mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 
Si maintenant nous comparons la longueur des télomères des lymphocytes 

exposés aux PM2.5 en fonction de l’âge, nous pouvons remarquer que les télomères 

semblent plus courts chez les 75-80 ans. Néanmoins, cette différence entre les classes 

d’âge n’est pas significative (Figure 47).  

 

 

Figure 47 : Longueur des télomères des lymphocytes exposés de chaque classe d’âge (25-30 ans, 50-55 ans 

et 75-80 ans), par rapport aux cellules non-exposées, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une 

concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Ces premiers résultats mettent plusieurs points en évidence : 

 

 

• Activité télomérase 

o Effets des particules 

� augmentation significative de l’activité télomérase dans toutes les 

classes d’âge. 

o Influence de l’âge 

� pas d’influence sur l’activité télomérase en présence ou en absence 

d’exposition aux particules. 

 

 

• Longueur des télomères 

o Effets des particules 

� tendance non significative à l’augmentation de la longueur des 

télomères dans toutes les classes d’âge. 

o Influence de l’âge 

� Tendance non significative à la diminution de la longueur des 

télomères quand l’âge augmente en absence d’exposition aux 

particules. Pas de modifications liées à l’âge en présence de 

particules. 
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Les mécanismes épigénétiques conduisent à une variation dans le niveau 

d’expression des gènes sans en modifier la séquence. Ils sont connus pour être impliqués 

dans le processus de cancérogenèse, notamment en inhibant l’expression de gènes 

suppresseurs de tumeur. Trois mécanismes épigénétiques sont admis à ce jour : la 

méthylation de l’ADN, les modifications d’histones et les miRNA. 

 

La méthylation d’un promoteur au niveau des îlots CpG a été décrite comme 

inhibant l’expression du gène qu’il contrôle. Plusieurs gènes peuvent ainsi être « éteints » 

de manière épigénétique au cours de la cancérogenèse, parmi lesquels P16INK4A, impliqué 

dans le contrôle du cycle cellulaire, et MGMT, codant pour une enzyme de réparation de 

l’ADN.  

 

Nous avons donc cherché à déterminer le statut de méthylation des promoteurs de 

ces deux gènes cibles, dans les lymphocytes exposées pendant 72 h aux PM2.5 à une 

concentration de 45 µg / mL. 
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2.4. Méthylation du promoteur de P16INK4A  

Nos résultats ne mettent pas en évidence de variation significative du taux de 

méthylation du promoteur de P16INK4A dans les lymphocytes non-exposés en fonction de 

la classe d’âge (Figure 48). 

 

 

Figure 48 : Méthylation du promoteur de P16INK4A, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans non-exposés, 

mesurée sans exposition aux PM2.5 après 72 h de mise en culture.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 
 

Après exposition aux PM2.5, le ratio normalisé ADNméthylé / ADNnon-méthylé montre 

une augmentation significative du taux de méthylation du promoteur de P16INK4A dans les 

cellules exposées : 25-30 ans, RQ = 2,82 (p < 0,01), 50-55 ans, RQ = 2,01 (p < 0,01) et 75-

80 ans, RQ = 1,51 (p < 0,05) à la concentration de 45 µg / mL dans chaque échantillon 

(Figure 49). 
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Figure 49 : Méthylation du promoteur de P16INK4A, rapportée aux lymphocytes de chaque classe d’âge (25-

30 ans, 50-55 ans et 75-80 ans) non-exposés, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une 

concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 
Comme pour les tests précédents, nous avons comparé les effets des particules 

selon la classe d’âge. Les comparaisons ne mettent pas en évidence un effet supérieur des 

particules pour une classe d’âge particulière. Les PM2.5 augmentent le taux de 

méthylation du promoteur de P16INK4A dans les lymphocytes mais l’âge n’a pas d’influence 

sur l’effet des particules (Figure 50). 

 

Figure 50 : Méthylation du promoteur de P16INK4A des lymphocytes exposés de chaque classe d’âge (25-30 

ans, 50-55 ans et 75-80 ans), par rapport aux cellules non-exposées, mesurée après 72 h d’exposition aux 

PM2.5 à une concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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2.5. Expression génique de P16INK4A 

Pour confirmer les résultats obtenus sur la méthylation de promoteur du gène 

P16INK4A, nous avons cherché à savoir si son expression au sein des lymphocytes sanguins 

était modulée par l’exposition aux particules fines et si l’âge modifiait la toxicité des 

PM2.5. 

 

En absence d’exposition des lymphocytes aux PM2.5, l’expression du gène P16INK4A 

ne varie pas de façon significative avec l’âge (Figure 51). 

 

 

Figure 51 : Expression du gène P16INK4A, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans non-exposés, mesurée sans 

exposition aux PM2.5 après 72 h de mise en culture. 

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

 

En cas d'exposition aux PM2.5, nos résultats montrent une diminution significative 

de l’expression du gène P16INK4A dans les cellules exposées de la classe d’âge 25-30 ans 

par rapport aux cellules non-exposées du même groupe (RQ = 0,45 ; p < 0,01). Pour les 

classes d’âge 50-55 ans (RQ = 0,95) et 75-80 ans (RQ = 1,10), les variations, après 

exposition à la concentration de 45 µg / mL dans chaque échantillon, ne sont pas 

significatives (Figure 52). 
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Figure 52 : Expression du gène P16INK4A, rapportée aux lymphocytes non-exposés de chaque classe d’âge 

(25-30 ans, 50-55 ans et 75-80 ans), mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 

µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

Nous avons ensuite pu évaluer l’influence de l’âge dans l’expression du gène 

P16INK4A lors de l’exposition des lymphocytes aux particules atmosphériques. Nous avons 

pu observer des différences significatives entre les classes d’âge 25-30 ans et 50-55 ans 

(p<0,01) et entre les classes d’âge 25-30 ans et 75-80 ans (p<0,01). L’expression du gène 

P16INK4A augmente avec l’âge dans les lymphocytes exposés aux PM2.5 (Figure 53).  

 

Figure 53 : Expression du gène P16INK4A des lymphocytes exposés de chaque classe d’âge (25-30 ans, 50-55 

ans et 75-80 ans) mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Ces résultats mettent en avant plusieurs points : 

 

 

• Méthylation du promoteur 

o Effets des particules 

� augmentation significative de la méthylation du promoteur du gène 

P16INK4A dans toutes les classes d’âge 

o Influence de l’âge 

� pas d’influence observée en présence ou en absence d’exposition 

aux particules. 

 

 

• Expression génique 

o Effets des particules 

� diminution significative de l’expression du gène P16INK4A chez les 

plus jeunes (25-30 ans) 

o Influence de l’âge 

� Augmentation chez les sujets moyens et âgés en cas d’exposition 

aux particules. 
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2.6. Méthylation du promoteur de MGMT 

Nous avons ensuite étudié le niveau de méthylation du promoteur de MGMT. Nos 

résultats montrent un niveau de méthylation des lymphocytes assez variable en fonction 

de la classe d’âge. Les variations du taux de méthylation du promoteur de MGMT dans les 

cellules non-exposées aux PM2.5 sont beaucoup plus importantes que celles observées 

pour le promoteur de P16INK4A. En effet, nous pouvons observer un taux de méthylation 

du promoteur de MGMT significativement plus important dans la classe d’âge 75-80 ans 

par rapport aux classes d’âge 25-30 ans (p<0,01) et 50-55 ans (p<0,01) (Figure 54). 

 

 

Figure 54 : Méthylation du promoteur de MGMT, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans non-exposés, 

mesurée sans exposition aux PM2.5 après 72 h de mise en culture.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 
 

Après exposition des lymphocytes aux PM2.5, il n’existe pas de variation du taux de 

méthylation dans les classes d’âge 25-30 ans (RQ = 0,87) et 50-55 ans (RQ=1 ,26). En effet, 

seule dans la classe d’âge 75-80 ans, les particules semblent induire une diminution 

significative du ratio ADNméthylé / ADNnon-méthylé (RQ = 0,5 ; p < 0,01) (Figure 55). Le sens de 

variation pourrait conduire à une hypométhylation du promoteur lorsque le patient est le 

plus âgé. 
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Figure 55 : Méthylation du promoteur de MGMT, rapportée aux lymphocytes de chaque classe d’âge (25-30 

ans, 50-55 ans et 75-80 ans) non-exposés, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration 

de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

La méthylation du promoteur de MGMT diminue significativement dans les 

lymphocytes exposés aux PM2.5 de la classe d’âge 75-80 ans mais reste supérieure d’un 

facteur 1,41 par rapport à la classe d’âge 25-30 ans (Figure 56). L’âge semble donc avoir 

une influence sur la méthylation de MGMT puisque que l’exposition aux particules 

augmente significativement l’expression du gène uniquement pour le groupe des sujets 

âgés. 

 

Figure 56 : Méthylation du promoteur de MGMT, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans exposés, mesurée 

après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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2.7. Expression génique de MGMT 

De la même manière que pour le gène P16INK4A, nous avons étudié l’expression du 

gène MGMT en cas d’exposition ou non des lymphocytes sanguins aux PM2.5.  

 

Comme pour la méthylation du promoteur, nos résultats montrent un niveau 

d’expression génique de MGMT dans les lymphocytes assez variable en fonction de la 

classe d’âge. En effet, nous pouvons observer une expression du gène MGMT, en absence 

d’exposition aux particules, significativement plus basse dans la classe d’âge 75-80 ans 

par rapport aux classes d’âge 25-30 ans (p<0,01) et 50-55 ans (p<0,01) (Figure 57). 

 

 

Figure 57 : Expression du gène MGMT, rapportée aux lymphocytes 25-30 ans non-exposés, mesurée sans 

exposition aux PM2.5 après 72 h de mise en culture. 

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

 

Si maintenant nous observons chaque classe d’âge individuellement, nous 

pouvons remarquer que l’expression du gène MGMT ne varie pas après exposition des 

lymphocytes aux PM2.5 dans les classes d’âge 25-30 ans (RQ = 1,04) et 50-55 ans (RQ = 

0,97). Au contraire, chez les 75-80 ans, l’expression génique de MGMT augmente 

significativement (RQ = 2,59, p<0,01) (Figure 58). 
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Figure 58 : Expression du gène MGMT, rapportée aux lymphocytes de chaque classe d’âge (25-30 ans, 50-55 

ans et 75-80 ans) non-exposés, mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / 

mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 

 

Tout en restant légèrement inférieure par rapport à la classe d’âge 25-30 ans, 

l’expression de MGMT augmente significativement dans les lymphocytes exposés aux 

PM2.5 de la classe d’âge 75-80 ans, (Figure 59). L’âge semble donc avoir une influence sur 

l’expression génique de MGMT puisque que l’exposition aux particules augmente 

significativement l’expression du gène uniquement pour le groupe des sujets âgés. 

 

Figure 59 : Expression du gène MGMT, rapportée aux lymphocytes exposés de la classe d’âge 25-30 ans, 

mesurée après 72 h d’exposition aux PM2.5 à une concentration de 45 µg / mL.  

Moyenne +/- ET, n= 30, Analyses statistiques : Comparaisons inter-classes : Mann-Whitney U test, Comparaisons intra-

classes : test de Wilcoxon pour échantillons appariés (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Ces résultats mettent en avant plusieurs points : 

 

 

• Méthylation du promoteur 

o Effets des particules 

� diminution significative chez les patients les plus âgés 

o Influence de l’âge 

� augmentation chez les sujets les plus âgés en absence d’exposition 

aux particules. 

� diminution significative uniquement chez les sujets les plus âgés en 

cas d’exposition aux particules. 

 

 

• Expression génique 

o Effets des particules 

� augmentation significative chez les patients les plus âgés 

o Influence de l’âge 

� diminution chez les sujets les plus âgés en absence d’exposition aux 

particules. 

� augmentation significative uniquement chez les sujets les plus âgés 

en cas d’exposition aux particules. 
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3. Rôle du statut tabagique dans la modulation des mécanismes cellulaires 

précoces de cancérogénèse : Modèle des co-cultures Macrophages 

Alvéolaires / cellules BEAS-2B exposés au PM2.5 

3.1. Caractéristiques des Lavages Broncho-Alvéolaires 

Après avoir injecté environ 300 mL, le pourcentage de liquide réaspiré dans les 

lavages broncho-alvéolaires (LBA) varie classiquement entre 50 et 75 %. Dans notre étude, 

nous pouvons observer que ce pourcentage est nettement inférieur avec 31 % de 

recouvrement du LBA pour les fumeurs et 36 % pour les non-fumeurs (Tableau 21). La 

cellularité normale d’un LBA est comprise entre 50 000 et 250 000 cellules / mL. Dans les 

deux catégories, fumeurs et non-fumeurs, la cellularité est normale (212 500 cellules / mL 

pour les fumeurs et 216 364 cellules / mL pour les non-fumeurs) et la différence entre les 

deux n’est pas significative. Le pourcentage de macrophages dans les LBA est normal (84 

+/- 7 %). Il n’existe de différence significative pour aucun de ces paramètres entre les 

groupes fumeurs et non-fumeurs. 

 

Tableau 21 : Caractéristiques des Lavages Broncho-Alvéolaires (LBA) chez les fumeurs et non-fumeurs de 

notre étude.  

MA : Macrophage Alvéolaire 

  

  

Volume récupéré 
(mL)

Recouvrement 
LBA (%)

Cellules / 
mL

MA 
(%)

Nombre de MA / 
mL

Nombre de MA / 
LBA

Fumeurs 92 31 212 500  80 169 416           15 522 707     

Non Fumeurs 107 36 216 364  89 192 564           20 691 838     
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3.2. Activité télomérase 

Nous avons mesuré l’activité télomérase dans les cellules BEAS-2B cultivées avec 

les MA exposés pendant 72 h aux PM2.5 à des concentrations de 3 ou 15 µg / cm2. Nous 

allons tout d’abord présenter les effets des PM2.5 sur les deux types cellulaires. Chaque 

résultat est rapporté aux témoins non-exposés non-fumeurs ou fumeurs (Figure 60). Puis 

dans un second temps, nous allons montrer l’influence du statut tabagique dans la 

modulation des effets des particules. Chaque résultat est alors rapporté aux témoins non-

fumeurs non-exposés (Figure 61). 

 

Dans les cellules BEAS-2B cultivées avec les MA des non-fumeurs, nous 

n’observons pas de variation significative de l’activité télomérase quelle que soit la 

concentration en PM2.5 utilisée. Au contraire, dans celles cultivées avec les MA des 

fumeurs, nos résultats montrent une diminution non significative de l’activité télomérase 

dans les cellules exposées aux PM2.5 à la concentration la plus faible. Ainsi, l’activité 

télomérase dans les cellules exposées à la concentration de 3 µg / cm2 représente 55 % 

de celle mesurée dans les cellules non-exposées. De manière intéressante, l’activité 

télomérase augmente lorsque la concentration en PM2.5 passe à 15 µg / cm2, pour être à 

87 % de l’activité mesurée dans les cellules non-exposées (Figure 60).  

 

Dans les MA de patients non-fumeurs, l’activité télomérase augmente aux deux 

concentrations en PM2.5 pour être comprise entre 146 % (3 µg / cm2) et 160 % (15 µg / 

cm2) de l’activité mesurée dans les MA non-exposées. Ces augmentations d’activité ne 

sont pas significatives. Chez les MA des fumeurs exposés aux PM2.5, nos résultats 

montrent une diminution significative de l’activité télomérase quelle que soit la 

concentration en particules utilisées. Ainsi, l’activité télomérase dans les MA de fumeurs 

exposés représente 51 % à la concentration de 3 µg / cm2 et 37 % à la concentration de 

15 µg / cm2 de PM2.5 (p < 0,05) de l’activité mesurée dans les MA non-exposés (Figure 60).  
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Figure 60 : Activité télomérase des cellules BEAS-2B et des MA exposés pendant 72 h aux PM2.5 à des 

concentrations de 3 et 15 µg / cm2, rapportée aux témoins non-exposés.  

Médiane [Q1 ;Q3], n= 4, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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L’exposition aux PM2.5 n’entraîne pas de variation significative de l’activité 

télomérase dans les cellules BEAS-2B cultivées avec les MA des non-fumeurs ou des 

fumeurs (Figure 60). De manière intéressante, nous pouvons observer une augmentation 

significative dans l’activité télomérase des cellules BEAS-2B non-exposées entre celles 

cultivées avec les MA des patients non-fumeurs et celles cultivées avec les MA des 

patients fumeurs (p<0,01). De plus, cette différence significative est également retrouvée 

aux deux concentrations d’exposition 3 µg / cm2 et 15 µg / cm2 (p < 0,01) (Figure 61). 

 

Concernant les MA, l’exposition aux PM2.5 entraîne une variation significative de 

l’activité télomérase uniquement chez les patients fumeurs et aux deux concentrations de 

particules. Par ailleurs, en fonction du statut tabagique du patient, l’activité télomérase 

diminue significativement à la concentration de 3 µg / cm2  (p<0,05) et de 15 µg / cm2 

(p<0,01) entre les non-fumeurs et les fumeurs (Figure 61). 

 

 

Figure 61 : Activité télomérase des cellules BEAS-2B et des MA exposés pendant 72 h aux PM2.5 à des 

concentrations de 3 et 15 µg / cm2 et rapportée aux témoins non-exposés non-fumeurs.  

Médiane [Q1 ;Q3], n= 4, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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3.3. Longueur des télomères 

Nous avons ensuite mesuré la longueur des télomères dans les cellules BEAS-2B 

cultivées avec les MA exposés pendant 72 h aux PM2.5 à des concentrations de 3 ou 

15 µg / cm2. Comme précédemment, les effets des PM2.5 sur les deux types cellulaires 

seront tout d’abord mis en évidence en rapportant les résultats aux témoins non-exposés 

non-fumeurs ou fumeurs (Figure 62), puis l’influence du statut tabagique dans la 

modulation des effets des particules sera étudiée par rapport aux témoins non-fumeurs 

non-exposés (Figure 63). 

 

Dans les cellules BEAS-2B cultivées avec les MA de patients non-fumeurs, nous 

observons une augmentation significative de la longueur des télomères uniquement pour 

la concentration en particules la plus faible (p < 0,05). Pour la concentration la plus forte 

en PM2.5 (15 µg / cm2), il existe une augmentation d’un facteur 1,15, non significative. 

Dans les BEAS-2B cultivées avec les MA des patients fumeurs, nos résultats montrent une 

augmentation significative de la longueur des télomères dans les cellules exposées aux 

PM2.5 aux deux concentrations par rapport aux cellules non-exposées (3 µg / cm2 : facteur 

4,63, p < 0,01) ; 15 µg / cm2 : facteur 3,11, p < 0,01) (Figure 62).  

 

Dans les MA de patients non-fumeurs, la longueur des télomères augmente 

significativement à la concentration de 3 µg / cm2 (p < 0,01), mais diminue à la 

concentration de 15 µg / cm2 (0,28 ; p < 0,01). Chez les MA de fumeurs exposés aux PM2.5, 

nos résultats montrent une diminution significative à la concentration la plus forte (0,40 ; 

p < 0,05) (Figure 62).  
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Figure 62 : Longueur des télomères des cellules BEAS-2B et des macrophages alvéolaire exposés pendant 

72 h aux PM2.5 à des concentrations de 3 et 15 µg / cm2, rapportée aux témoins non-exposés. 

Médiane [Q1 ;Q3], n= 4, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Concernant l’influence du statut tabagique, il n’existe pas de variation significative 

de la longueur des télomères entre les cellules BEAS-2B cultivées avec les MA de patients 

non-fumeurs ou fumeurs quelle que soit l’exposition en PM2.5 (Figure 63). Au sujet des 

MA et de l’influence du statut tabagique, nos résultats montrent une diminution 

significative de la longueur des télomères à la concentration de 3 µg / cm2 entre les non-

fumeurs et les fumeurs. En absence d’exposition et à la concentration de 15 µg / cm2, 

nous n’avons pas montré de variation significative en fonction du statut tabagique 

(Figure 63). 

 

 

Figure 63 : Longueur des télomères des cellules BEAS-2B et des MA exposés pendant 72 h aux PM2.5 à des 

concentrations de 3 et 15 µg / cm2 et rapportée aux témoins non-exposés non-fumeurs.  

Médiane [Q1 ;Q3], n= 4, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Cette première série de résultats montrent : 

 

• Activité télomérase 

o Cellules BEAS-2B 

� Effets des particules : 

• Pas d’effet significatif quelle que soit la concentration en 

PM2.5. 

� Influence du statut tabagique :  

• Augmentation significative dans les cellules BEAS-2B entre 

les cellules cultivées avec MA de non-fumeurs et celles 

cultivées avec MA de fumeurs dans toutes les conditions 

d’esposition. 

•  

 

o Macrophages alvéolaires 

� Effets des particules :  

• Non-fumeurs : Pas d’effet significatif ; 

• Fumeurs : diminution significative aux deux concentrations 

d’exposition.  

� Influence du statut tabagique 

• Pas de variation dans les MA non-exposés entre les patients 

non-fumeurs et fumeurs ;  

• Diminution significative aux deux concentrations de 

particules entre les non-fumeurs et les fumeurs. 
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•  Longueur des télomères 

o Cellules BEAS-2B 

� Effets des particules : 

• Cultivées avec MA de non-fumeurs : augmentation 

significative uniquement pour la concentration en particules 

la plus faible ;  

• Cultivées avec MA de Fumeurs : augmentation significative 

dans les cellules exposées aux PM2.5 aux deux 

concentrations. 

� Influence du statut tabagique  

• Pas de variation significative entre les cellules cultivées avec 

MA de non-fumeurs et celles cultivées avec MA de fumeurs 

quelle que soit l’exposition. 

 

o Macrophages alvéolaires 

� Effets des particules :  

• Non-fumeurs : Augmentation significative à 3 µg / cm2 et 

diminution significative à 15 µg / cm2 ; 

• Fumeurs : Diminution significative à 15 µg / cm2. 

� Influence du statut tabagique 

• Diminution significative à 3 µg / cm2 entre les MA de non-

fumeurs et les MA de fumeurs. 
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3.1. Méthylation des promoteurs de MGMT et P16INK4A 

Nous avons mesuré la méthylation des promoteurs des gènes MGMT et P16INK4A 

dans les MA cultivés avec les cellules BEAS-2B  et exposés pendant 24 h aux PM2.5 à des 

concentrations de 3 ou 15 µg / cm2. N’ayant pas observé de modifications sur les cellules 

BEAS-2B, les résultats présentés ici concernent uniquement les  MA. 

 

L’exposition aux PM2.5 n’entraîne pas de variation significative de la méthylation 

du promoteur de MGMT aux deux concentrations d’exposition dans les MA de non-

fumeurs et de fumeurs (Figure 64).  

 

Considérant la méthylation du promoteur de P16INK4A, chez les non-fumeurs, elle 

diminue significativement (p < 0,01) aux deux concentrations de PM2.5 (3 µg / cm2 : 0,39 

et 15 µg / cm2 : 0,42). Chez les fumeurs, le niveau de méthylation de P16INK4A diminue 

significativement uniquement à la concentration d’exposition la plus forte (0,44 ; p < 0,01) 

(Figure 64). 

 

 

Figure 64 : Méthylation des promoteurs des gènes MGMT et P16INK4A des MA exposés pendant 24 h aux 

PM2.5 à des concentrations de 3 et 15 µg / cm2, rapportée aux témoins non-exposés. 

Médiane [Q1 ;Q3], n= 6, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Concernant l’influence du statut tabagique, nos résultats montrent une 

augmentation de la méthylation du promoteur du gène MGMT entre les non-fumeurs et 

les fumeurs en absence ou présence d’exposition aux particules. Néanmoins, cette 

augmentation n’est significative qu’à la concentration d’exposition de 3 µg / cm2 (p <0,05) 

(Figure 65). 

 

Au niveau de P16INK4A, il existe une augmentation de la méthylation du promoteur 

entre les non-fumeurs et les fumeurs en présence d’exposition aux PM2.5. Comme pour 

MGMT, cette augmentation n’est significative qu’à la concentration d’exposition la plus 

faible (p < 0,01) (Figure 65). 

 

 

Figure 65 : Méthylation des promoteurs des gènes MGMT et P16INK4A des MA exposés pendant 24 h aux 

PM2.5 à des concentrations de 3 et 15 µg / cm2 et rapportée aux témoins non-exposés non-fumeurs.  

Médiane [Q1 ;Q3], n= 6, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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3.2. Expression génique de MGMT et P16INK4A 

Comme pour la méthylation des promoteurs, nous avons mesuré le niveau 

d’expression des gènes MGMT et P16INK4A dans les MA cultivés avec les cellules BEAS-2Bet 

exposés pendant 24 h aux PM2.5 à des concentrations de 3 ou 15 µg / cm2. Les résultats 

présentés ne concernent que les MA, puisque l’étude des niveaux d’expression des 

cellules BEAS-2B n’a pas montré de variation. 

 

L’exposition aux PM2.5 à la concentration de 3 µg / cm2 entraîne une augmentation 

de l’expression de MGMT chez les non-fumeurs de façon non significative. A 15 µg / cm2 

d’exposition, il n’y a pas de variation du niveau d’expression génique chez les non-

fumeurs. Chez les fumeurs, l’expression du gène MGMT ne varie pas après exposition aux 

particules (Figure 66).  

 

Au sujet de l’expression du gène P16INK4A, chez les non-fumeurs, elle augmente 

significativement (p < 0,01) aux deux concentrations testées de PM2.5 (3 µg / cm2 : 3,05 et 

15 µg / cm2 : 2,98) par rapport à l’expression mesurée dans les MA non-exposés des non-

fumeurs. Chez les fumeurs, le niveau de méthylation de P16INK4A augmente 

significativement uniquement à la concentration d’exposition la plus forte (2,71 ; p < 0,01) 

(Figure 66). 
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Figure 66 : Expression des gènes MGMT et P16INK4A des MA exposés pendant 24 h aux PM2.5 à des 

concentrations de 3 et 15 µg / cm2, rapportée aux témoins non-exposés. 

Médiane [Q1 ;Q3], n= 6, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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En ce qui concerne l’influence du statut tabagique, nos résultats ne montrent pas 

de variation dans le niveau d’expression du gène MGMT entre les non-fumeurs et les 

fumeurs en absence ou en présence d’exposition aux PM2.5 (Figure 67). 

 

L’expression génique de P16INK4A diminue significativement entre les MA de non-

fumeurs et ceux de fumeurs, en cas d’exposition à la concentration la plus faible de 3 µg / 

cm2, alors qu’elle augmente après exposition aux PM2.5 à la concentration de 15 µg / cm2 

(p < 0,05) (Figure 67). 

 

 

Figure 67 : Expression des gènes MGMT et P16INK4A des MA exposés pendant 24 h aux PM2.5 à des 

concentrations de 3 et 15 µg / cm2 et rapportée aux témoins non-exposés non-fumeurs.  

Médiane [Q1 ;Q3], n= 6, Analyses statistiques : test U de Mann-Whitney (*: p<0,05; **: p<0,01). 
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Cette seconde partie de résultats met en évidence au niveau des MA : 

 

• Gène MGMT 

o Méthylation du promoteur 

� Effets des particules 

• Pas de variation significative quelle que soit l’exposition. 

� Influence du statut tabagique 

• Augmentation entre les non-fumeurs et les fumeurs, quelle 

que soit l’exposition, significative uniquement à la 

concentration d’exposition de 3 µg / cm2. 

 

o Expression génique 

� Effets des particules 

• Non-fumeurs : augmentation significative uniquement à la 

concentration de 3 µg / cm2. A 15 µg / cm2 ; 

• Fumeurs : Pas de variation significative quelle que soit 

l’exposition. 

� Influence du statut tabagique 

• Pas de variation significative quelle que soit l’exposition. 

 
 

• Gène P16INK4A 

o Méthylation du promoteur 

� Effets des particules 

• Non-fumeurs : diminution significative aux deux 

concentrations 3 µg / cm2 et 15 µg / cm2 ; 

• Fumeurs : diminution significativement uniquement à la 

concentration d’exposition la plus forte. 

� Influence du statut tabagique 

• Augmentation entre les non-fumeurs et les fumeurs 

uniquement à la concentration la plus faible des PM2.5. 
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o Expression génique 

� Effets des particules 

• Non-fumeurs : Augmentation significative aux deux 

concentrations testées ; 

• Fumeurs : Augmentation significative uniquement à la 

concentration d’exposition la plus forte. 

� Influence du statut tabagique 

• Diminution significative entre les non-fumeurs et les 

fumeurs à la concentration de 3 µg / cm2 ; 

• Augmentation entre les non-fumeurs et les fumeurs en cas 

d’exposition à 15 µg / cm2. 
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DISCUSSION GENERALE 
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La pollution atmosphérique, 13ème cause de décès au niveau mondial, représente 

un problème majeur de santé publique (Ezzati et al., 2002). Ainsi, la pollution de l’air 

extérieur et les particules atmosphériques ont été classées cancérogènes certains pour 

l’Homme (Groupe 1) par le Centre International de Recherches sur le Cancer. Néanmoins, 

les mécanismes impliqués dans cette cancérogénicité restent à éclaircir. Parmi les 

polluants présents dans l’atmosphère, les particules se distinguent par leur hétérogénéité 

compliquant de fait l’étude de leurs mécanismes d’action toxique. D’autres paramètres 

comme l’âge ou le statut tabagique pourraient influer sur la toxicité des particules. 

L’influence de l’âge et du statut tabagique sur les effets toxiques des particules restent 

par conséquent à approfondir. 

 

Dans ce contexte, notre travail a eu pour objectif d'étudier ex vivo les altérations 

potentiellement impliquées dans le processus de cancérogenèse après exposition de 

différents types cellulaires à un échantillon réel de particules fines (PM2.5) et d’étudier 

l’influence de l’âge et du statut tabagique dans la modulation de la toxicité de ces 

particules. Les PM2.5 ont été prélevées au cours de la saison printemps-été 2011 avant 

d’être soumises à une caractérisation physico-chimique approfondie. La sélection des 

particules faite par l’utilisation d’un impacteur en cascade a permis d’obtenir un 

échantillon unique de PM2.5 représentatif de l’exposition classique d’une ville marquée 

par des activités humaines tertiaires, industrielles et maritimes. C’est ainsi que nous 

avons retrouvé dans notre prélèvement la présence de métaux, de particules 

d'échappement diesel et d’aérosols secondaires comme les nitrates et sulfates. 

 

Pour étudier l’influence de l’âge sur les mécanismes cellulaires précoces de 

cancérogénèse impliqués dans la toxicité des particules atmosphériques, le modèle 

cellulaire choisi a consisté en l’exposition aux PM2.5 de cultures ex vivo  de lymphocytes 

sanguins prélevés chez 90 patients issus de 3 classes d’âge différentes (25-30 ans, 50-55 

ans et 75-80 ans).  

 

Afin d'évaluer le rôle du statut tabagique dans les altérations impliquées dans la 

cancérogénèse broncho-pulmonaire, le modèle cellulaire choisi a consisté en l’exposition 
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aux PM2.5 de coculture de MA et de cellules épithéliales bronchiques de la lignée BEAS-2B. 

26 lavages broncho-alvéolaires ont été réalisés chez des patients fumeurs et non-

fumeurs.     

 

Nous nous sommes attachés dans notre travail à l’étude de l’impact de 

l’exposition à des PM2.5 de lymphocytes et de co-cultures MA / cellules BEAS-2B, en 

orientant notre étude vers les effets génotoxiques (e.g. activité télomérase et longueur 

des télomères) et la modulation épigénétique de gènes suppresseurs de tumeurs et de 

réparation de l’ADN (e.g. méthylation du promoteur et expression génique de P16INK4A et 

MGMT).  
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1. Influence de l’âge dans la modulation des mécanismes cellulaires 

précoces de cancérogénèse liés à la toxicité des PM2.5 

Dans notre étude, le nombre de lymphocytes diminue significativement dans la 

classe d’âge 75-80 ans ce qui est en accord avec les données de la littérature et les valeurs 

attendues d’une NFS. En effet, avec l'âge, le nombre global de lymphocytes diminue mais 

cette diminution se fait aux dépens de certaines sous-populations lymphocytaires. Les 

lymphocytes T CD4 sont ainsi diminués de façon constante dans le vieillissement 

immunitaire (Rea et al., 1996; Rink et al., 1998).  

 

Nous nous sommes intéressés à des effets génotoxiques indirects et notamment à 

l’activité télomérase dans des lymphocytes exposés aux PM2.5. En effet, la télomérase est 

un complexe ribonucléoprotéique permettant le maintien des télomères, dont 

l’augmentation d’activité est associée à une immortalisation cellulaire dans le cancer du 

poumon (Young, 2010). Nos résultats ont montré que l’activité télomérase était 

significativement augmentée dans les cellules exposées aux PM2.5 sans différence entre 

les trois classes d’âge. Plusieurs études de la toxicité de composés chimiques retrouvés 

dans les PM2.5 ont montré des résultats similaires. C’est ainsi que le cadmium induit une 

augmentation de l’activité télomérase dans les hépatocytes de rat (Dai et al., 2010). En 

accord avec cette augmentation, nous avons pu voir qu’après exposition aux particules, il 

existait un allongement des télomères (coefficient de Spearman, rho, positif). Ce 

coefficient est positif dans toutes les conditions. Cet allongement télomérique peut 

laisser supposer un début d’immortalisation cellulaire sous l’effet des toxiques. Le temps 

d’exposition, assez court (72 h), ne permet que quelques cycles de division des 

lymphocytes pouvant ainsi expliquer que les modifications ne soient pas encore 

significatives au niveau de la longueur des télomères. Dans la littérature, l’effet des PM2.5 

sur la longueur des télomères est relativement peu documenté. Ainsi, l’exposition de 

travailleurs en aciérie à des particules riches en métaux conduit à une augmentation de la 

longueur des télomères dans les leucocytes (Dioni et al., 2011). Concernant l’influence de 

l’âge, nous pouvons observer une diminution non significative de la longueur des 

télomères avec l’âge. Après exposition aux particules, nos résultats montrent un 

allongement des télomères mais l’âge ne semble pas influer sur cet effet génotoxique. 
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Nous avons poursuivi notre travail en étudiant certains mécanismes 

épigénétiques. Ces mécanismes font partie intégrante des anomalies moléculaires 

impliquées dans la cancérogenèse et il a de plus été montré que l’exposition de différents 

modèles à certains polluants environnementaux pouvait induire des modifications 

épigénétiques (Baccarelli and Bollati, 2009; Bollati and Baccarelli, 2010). Nous nous 

sommes donc intéressés aux effets potentiels de nos échantillons de PM2.5 sur la 

méthylation de deux promoteurs de gènes et leur implication décrite ou supposée dans la 

cancérogenèse broncho-pulmonaire : P16INK4A et MGMT. 

Le gène P16INK4A est un biomarqueur du vieillissement cellulaire qui est surexprimé 

pendant la sénescence réplicative des lymphocytes (Menzel et al., 2006). P16INK4A peut 

être également activé en réponse au dysfonctionnement des télomères (Jacobs et de 

Lange, 2004). Une étude a montré que lors de la culture sur plusieurs semaines de 

lymphocytes sanguins, il existe une augmentation de l'expression de P16INK4A avec la 

sénescence cellulaire, augmentation qui coïncide également avec celle des marqueurs de 

réparation d'ADN, suggérant un rôle spécial de P16INK4A dans la réponse aux altérations de 

l'ADN dans les lymphocytes (Erickson et al., 1998). De plus, P16INK4A a été l’un des 

premiers gènes pour lesquels une extinction épigénétique a été mise en évidence 

(Belinsky et al., 1998; Gazzeri et al., 1998; Herman et al., 1995; Merlo et al., 1995). Après 

exposition des lymphocytes aux PM2.5, nous avons constaté une hyperméthylation du 

promoteur du gène P16INK4A. Ceci est cohérent avec de précédentes études ayant mis en 

évidence une hyperméthylation du promoteur de P16INK4A après exposition à différents 

métaux ou métalloïdes, tels que l’arsenic (Chanda et al., 2006), le chrome (Kondo et al., 

2006) et le nickel (Govindarajan et al., 2002), à des produits de combustion du charbon 

(Liu et al., 2008; Zhang et al., 2007), ou encore à des PM2.5 urbaines (Soberanes et al., 

2012) ou riches en métaux (Hou et al., 2011). Cette hyperméthylation impliquerait une 

voie de signalisation déclenchée par les ROS (Govindarajan et al., 2002; Soberanes et al., 

2012). Afin de s’assurer de nos profils de méthylation, nous avons travaillé sur 

l’expression du gène P16INK4A dans les mêmes conditions d’exposition aux particules. Dans 

notre travail, il n’existe pas de différence dans l’expression génique P16INK4A entre les trois 

classes d’âge de patients non-exposés. Ce résultat est cohérent avec la littérature ; après 

72 h de culture, les lymphocytes ne sont pas sénescents même dans la classe d’âge 75-80 
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ans. Après exposition aux PM2.5, nos résultats montrent une diminution significative de 

l’expression du gène P16INK4A uniquement dans la classe d’âge 25-30 ans. Par ailleurs, il 

semble que l’expression de ce gène augmente significativement avec l’âge. Nous avons 

calculé les coefficients de corrélation de Spearman afin de savoir si nos deux variables 

(méthylation et expression génique) étaient corrélées. Le coefficient de Spearman est 

négatif mais de façon non significative dans toutes les classes d’âge. Ce résultat de 

corrélation négative traduit le fait que quand le promoteur gène P16INK4 est hypométhylé, 

l’expression du gène est augmentée et inversement. Ainsi, l’étude de la méthylation des 

promoteurs a mis en évidence une hyperméthylation de P16INK4A associée à l’exposition 

PM2.5 dans toutes les classes d’âge, vraisemblablement liée à la présence de ROS 

(Govindarajan et al., 2002; Soberanes et al., 2012). Par ailleurs, l’hyperméthylation du 

promoteur du gène P16INK4A qui entraine une répression constitutive de l’expression du 

gène est observée dans la plupart des cancers (Myöhänen et al., 1998). La diminution de 

l’expression du gène P16INK4A en lien avec l’hyperméthylation de son promoteur liée à 

l’exposition n’est significativement retrouvée que chez les jeunes. Généralement, P16INK4A 

est transactivé au cours de la sénescence réplicative (Alcorta et al., 1996; Hara et al., 

1996; Palmero et al., 1997) et son activation peut également être induite en réponse aux 

dommages à l’ADN. Nous nous retrouvons donc dans un antagonisme permanent entre 

sénescence et oncogenèse qui pourrait expliquer nos résultats.  

Le gène MGMT code pour une enzyme de réparation de l’ADN et a été décrit 

comme hyperméthylé dans plusieurs types de cancers (Fumagalli et al., 2012; Lin et al., 

2014; Song et al., 2013). Cependant, il n’existe que peu de données qui font le lien entre 

MGMT et vieillissement. L’activité globale de MGMT semble diminuer avec l’âge tout en 

restant à des niveaux appréciables dans tous les tissus y compris au niveau pulmonaire et 

ce tout au long de la vie (Anisimov, 2001; Nakatsuru et al., 1994). En absence d’exposition 

aux particules, nous avons pu constater dans notre travail que la méthylation du 

promoteur de MGMT était significativement plus haute dans la classe d’âge 75-80 ans 

que dans les deux autres (25-30 ans et 50-55 ans). En parallèle, l’expression du gène est 

significativement diminuée dans cette classe d’âge. Comme pour P16INK4, nous avons 

calculé les coefficients de corrélation de Spearman afin de savoir si nos deux variables 

(méthylation et expression génique) sont corrélées. Le coefficient de Spearman est 
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négatif mais de façon non significatif dans toutes les classes d’âge. Ces résultats sont en 

accord avec deux autres études sur le profil de méthylation de MGMT réalisé sur des 

patients de plus de 65 ou 70 ans avec un glioblastome. Ces études ont encouragé le fait 

de mesurer en routine le statut de méthylation du promoteur de MGMT particulièrement 

chez ces patients en indiquant un lien direct entre le test de ce biomarqueur et la décision 

individuelle de traitement (Metellus et al., 2009; Yin et al., 2014). Cette hyperméthylation 

associée à une diminution de l’expression de ce gène est susceptible d’entraîner des 

perturbations du cycle cellulaire (Baldi et al., 2011). Concernant l’impact de polluants 

environnementaux sur la méthylation de MGMT, il n’existe que peu d’études mais il 

semble que celle-ci puisse être augmentée par le sulfure de nickel (Ji et al., 2008) et le 

radon (Su et al., 2006) et à l’inverse diminuée par les HAP (Duan et al., 2013). Dans notre 

travail, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative dans les cellules 

exposées aux PM2.5 sauf dans la classe d’âge 75-80 ans où le taux de méthylation du 

promoteur de MGMT diminue significativement après exposition aux particules. 

Parallèlement, l’expression génique de MGMT est augmentée de façon significative après 

exposition aux toxiques uniquement chez les patients âgés. L’âge semble donc avoir une 

influence sur le profil de méthylation et l’expression génique de MGMT puisque que 

l’exposition aux particules augmente significativement l’expression du gène 

uniquement pour le groupe des sujets âgés.  

   

La pollution atmosphérique aux particules fines pourrait ainsi entraîner des 

modifications génotoxiques et épigénétiques dans des lymphocytes exposés. Ces 

altérations sont susceptibles de favoriser la promotion tumorale. Dans notre étude 

expérimentale ex vivo, l'âge pourrait moduler dans certains cas ces mécanismes. Malgré 

l'antagonisme connu entre la sénescence et l'oncogenèse, mesurée par exemple dans 

l'expression de P16INK4A, l'âge pourrait augmenter l'expression du gène MGMT après 

exposition aux particules, en diminuant le niveau de méthylation du promoteur dans le 

groupe des sujets âgés. En outre, l’ensemble des tests de génotoxicité et épigénétiques 

ont été conduits sur un temps d’exposition ne permettant qu’un ou deux cycles de 

division cellulaire. Néanmoins, plusieurs tendances de modifications cellulaires ont pu 

être observées. Pour améliorer la connaissance concernant l'influence d'âge sur les effets 
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observés, il serait intéressant d’allonger le temps d’exposition des lymphocytes afin de 

détecter des lésions importantes et plus stables, comme la longueur des télomères,  et 

ainsi évaluer avec plus de précision l’influence de l’âge sur les altérations liées à la toxicité 

des particules urbaines.  
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2. Rôle du statut tabagique dans la modulation des mécanismes 

cellulaires précoces de cancérogénèse liés à la tox icité des 

PM2.5 

Afin d’étudier la possible synergie des effets nocifs de l’association tabagisme-

particules fines au niveau des mécanismes cellulaires impliqués dans la cancérogénèse 

broncho-pulmonaire, nous avons utilisé un modèle macrophagique en co-culture avec des 

cellules épithéliales bronchiques de la lignée BEAS-2B afin de reproduire des conditions 

plus proches de la situation in vivo. Pour étudier l’influence du tabagisme, nous avons 

isolé des MA à partir de LBA réalisés chez des patients non-fumeurs et fumeurs. L’étude 

cytologique de ces LBA avant exposition aux polluants n’a pas montré de différence 

significative entre les deux groupes, même si les fumeurs ont une cellularité plus 

importante et un pourcentage de MA supérieur, données également retrouvées dans la 

littérature. Une étude a montré que la cellularité dans un LBA pouvait augmenter d’un 

facteur deux entre les non-fumeurs et les fumeurs en raison de la présence plus 

importante de MA (BAL Cooperative Group, 1990). 

 

Comme évoqué précédemment, la télomérase est une réverse transcriptase 

spécifique chargée de maintenir la longueur des télomères en répliquant l’hexanucléotide 

TTAGGG (Wyatt et al., 2010). Le rôle joué par la télomérase dans la cancérogenèse est 

ambivalent, car sa surexpression comme sa sous-expression peuvent avoir des effets 

délétères. En effet, la surexpression de la télomérase est impliquée dans la résistance à la 

sénescence cellulaire, permettant ainsi l’immortalisation des cellules (Hanahan and 

Weinberg, 2011). A l’inverse, une diminution de l’activité télomérase est associée à une 

instabilité génomique et à une tétraploïdisation des cellules typique des cancers 

épithéliaux (Frias et al., 2012; Pereira and Ferreira, 2013; Young, 2010). Ces effets a priori 

opposés seraient en fait liés à une chronologie différente, une attrition des télomères 

précédant la réactivation des télomérases au cours du développement tumoral 

(Lantuejoul et al., 2010). Nos résultats ont montré qu’il n’y avait pas de variation de 

l’activité télomérase dans les cellules BEAS-2B exposées aux particules que ce soit dans 

les cellules cultivées avec les MA des patients fumeurs ou non-fumeurs. Au contraire, 

l’activité télomérase était significativement diminuée dans les macrophages des fumeurs 
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exposés aux PM2.5 aux deux concentrations 3 µg / cm2 et 15 µg / cm2. Notre temps 

d’exposition court (72 h), peut, comme décrit précédemment, expliquer cette diminution 

de l’activité télomérase (Lantuejoul et al., 2010). 

Concernant l’influence du statut tabagique dans la toxicité des PM2.5, nos résultats 

dans les cellules BEAS-2B ont mis en évidence une augmentation significative de l’activité 

télomérase entre celles cultivées avec les MA de patients non-fumeurs et celles cultivées 

avec les MA de patients fumeurs ; non-exposés et exposés aux deux concentrations. De 

manière surprenante, dans les MA, nous observons une diminution de cette activité 

télomérase après exposition aux particules entre les non-fumeurs et les fumeurs. Nous 

avons réalisé cette étude sur la lignée cellulaire BEAS-2B, ayant pour origine un 

épithélium bronchique humain normal et immortalisé par l'antigène T du virus SV40. Ce 

choix présente un triple avantage, lié à l'utilisation d'un modèle in vitro, au type de 

cellules sélectionné et aux capacités métaboliques de cette lignée. En effet, une lignée 

cellulaire constitue un modèle relativement facile à manipuler, tout en permettant 

d’obtenir des résultats reproductibles. Cette lignée est plus proche des mêmes cellules 

dans des conditions physiologiques, en comparaison avec une lignée tumorale telle que 

les cellules A549. Néanmoins, comme dit précédemment, ces cellules ont été 

immortalisées ce qui peut expliquer une part des différences dans l’activité télomérase 

entre les cellules BEAS-2B et les MA. Au niveau des MA, l’explication de nos résultats 

pourrait être le modèle de culture utilisé dans notre travail. En effet, dans notre modèle 

de co-culture, les macrophages sont directement exposés aux PM2.5 alors que les cellules 

BEAS-2B le sont indirectement, c'est-à-dire qu'elles sont en réalité soumises aux produits 

des MA en réponse à l'exposition aux PM2.5. Les MA ont un rôle important dans la 

défense de l’appareil respiratoire. De ce fait, les MA de fumeurs, potentiellement activés, 

métaboliseurs des HAP, élimineraient les toxiques de la fumée de tabac responsables 

d’une inactivation de la télomérase par la genèse d’un stress oxydant (Grahame and 

Schlesinger, 2012). 

Par la suite, nous avons cherché à savoir si ces variations d’activité télomérase 

dans les cellules BEAS-2B et dans les MA chez les non-fumeurs et les fumeurs avant et 

après exposition aux particules atmosphériques avaient des conséquences sur la longueur 

des télomères. Dans les cellules BEAS-2B, la longueur des télomères augmente après 



175 
 
 

exposition avec des MA de non-fumeurs et de fumeurs. Au niveau des macrophages, la 

taille des télomères augmente à la concentration la plus faible de 3 µg / cm2 et diminue 

significativement à la concentration la plus forte de 15 µg / cm2. Ceci pourrait être lié à 

une destruction sélective des cellules dont l’activité télomérase était fortement réduite, 

probablement due à l’extrême instabilité génomique engendrée par le 

dysfonctionnement des télomères (Frias et al., 2012). 

Sur le rôle du statut tabagique comme facteur aggravant la toxicité des particules 

fines, nos résultats n’ont pas mis en évidence de différences dans la longueur des 

télomères dans les cellules BEAS-2B cultivées avec des MA de patients non-fumeurs et 

fumeurs avant ou après exposition aux particules. Au niveau des MA, la seule différence 

entre les non-fumeurs et les fumeurs est observée après exposition à la concentration la 

plus faible en particules ; les MA des fumeurs ont des télomères significativement plus 

courts que ceux des non-fumeurs. L’inactivation de la télomérase via la genèse d’un stress 

oxydant chez les fumeurs pourrait expliquer cette différence de la longueur des 

télomères mesurée dans les MA (Grahame and Schlesinger, 2012). Les HAP présents dans 

la fumée de tabac pourraient également être à l’origine d’une érosion des télomères 

comme une étude sur des travailleurs exposés de façon chronique aux HAP a pu déjà le 

montrer (Pavanello et al., 2010). 

L’ensemble de ces données souligne la nécessité d’étudier plus en détails les 

conséquences de l’exposition des PM2.5 sur l’activité télomérase et la longueur des 

télomères en s’intéressant plus particulièrement à l’effet combiné du tabac. Il 

conviendrait également de compléter cette étude par une mesure de l’activité 

télomérase et de la longueur des télomères dans les cellules exposées sur une période de 

culture plus longue permettant d’appréhender avec plus de précision ces modifications 

génotoxiques pouvant avoir un impact sur le long terme.  

 

Les résultats de cette étude de génotoxicité permettent de tirer trois conclusions 

principales. Tout d’abord, nos résultats montrent la capacité des particules à induire des 

effets délétères potentiellement impliqués dans les étapes d’initiation et de promotion de 

la cancérogenèse. La deuxième conclusion est que le tabagisme influence la nature des 

effets génotoxiques induits, comme le montrent les différences de résultats entre les 

échantillons. Enfin, notre étude souligne la particularité du modèle étudié. En effet, ce 
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modèle en co-culture prend en compte les multiples interactions cellulaires qu’il peut y 

avoir entre les MA et les cellules épithéliales bronchiques de la lignée BEAS-2B. De plus, 

les MA sont des cellules qui jouent un rôle particulièrement important dans la défense 

pulmonaire contre la pollution de l'air, non seulement par l'intermédiaire de la clairance 

des particules inhalées, mais aussi en contribuant largement à la détoxification de la 

fraction organique adsorbée à la surface des particules, via son activation métabolique 

par les enzymes des phases I et II (Castell et al., 2005; Hukkanen et al., 2002). Ces 

enzymes, et en particulier les cytochromes P450 (CYP), sont présentes dans le 

parenchyme pulmonaire humain et différents types cellulaires, où elles contribuent à 

l’activation métabolique in situ de certains des polluants organiques (Dahl and Lewis, 

1993). Chez l’homme, les COV et les HAP requièrent une activation métabolique pour 

exercer leur toxicité pulmonaire et sont majoritairement convertis en métabolites 

électrophiles biologiquement très réactifs par la superfamille des CYP : CYP2E1 et CYP2F1 

pour les COV et CYP1A1 pour les HAP (Billet et al., 2007; Dahl and Lewis, 1993; Spivack et 

al., 2003). Les CYP jouent un rôle important dans la défense du poumon contre les 

polluants organiques inhalés. Ces enzymes sont connus pour leur caractère inductible par 

les substrats organiques. La présence de tels substrats dans la fumée de tabac serait 

susceptible d’activer ces systèmes de détoxification. Enfin, sous l’effet de la fumée de 

tabac, les MA libèrent des médiateurs inflammatoires (TNF-α, IL-8, LTB4), des chimiokines 

(monocyte chemotactic peptide-1, MCP1) et des ROS. Les macrophages activés libèrent 

également des enzymes à activité élastolytique : des métalloprotéinases (Punturieri et al., 

2000; Russell et al., 2002). L’ensemble de ces données peuvent expliquer à la fois les 

différences observées entre les cellules BEAS-2B et les MA mais également entre les non-

fumeurs et les fumeurs.  

 

 Nous avons poursuivi notre travail en étudiant certains mécanismes épigénétiques 

potentiellement impliqués dans la cancérogenèse broncho-pulmonaire (Adcock et al., 

2006; Herman, 2004; Schwartz et al., 2007). Comme précédemment, nous nous sommes 

intéressés à la méthylation des promoteurs de P16INK4A et MGMT ainsi qu’à leur 

expression génique au niveau des MA cultivés en co-culture avec des cellules épithéliales 

bronchiques de la lignée BEAS-2B. 
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Comme nous l’avons déjà décrit, le gène P16INK4A est un biomarqueur du 

vieillissement cellulaire, surexprimé lors de la sénescence réplicative (Menzel et al., 

2006). P16INK4A peut également être activé en réponse au dysfonctionnement des 

télomères (Jacobs and de Lange, 2004) et est un gène dont l’extinction épigénétique a été 

fréquemment décrite (Belinsky et al., 1998; Gazzeri et al., 1998; Herman et al., 1995; 

Merlo et al., 1995). Après exposition aux particules, nous avons constaté une diminution 

du niveau de méthylation du promoteur du gène P16INK4A et ce quelles que soient les 

concentrations d’exposition chez les non-fumeurs et les fumeurs. Par ailleurs, nous avons 

pu constater un niveau de méthylation supérieur chez les fumeurs que chez les non-

fumeurs. Néanmoins, cette différence n’est significative qu’à la concentration la plus 

faible de 3 µg / cm2. Ceci est cohérent avec de précédentes études ayant mis en évidence 

une hyperméthylation du promoteur de P16INK4A chez des patients fumeurs par rapport 

aux non-fumeurs (Georgiou et al., 2007; Liu et al., 2006). Cette hyperméthylation pourrait 

être expliquée par le fait que la fumée de cigarette est l’un des médiateurs 

environnementaux les plus puissants de la méthylation de l'ADN (Breitling et al., 2011). 

Afin de s’assurer de nos profils de méthylation, nous avons travaillé sur l’expression du 

gène P16INK4A dans les mêmes conditions d’exposition aux particules. Dans notre travail, il 

existe une augmentation significative de l’expression génique P16INK4A entre les MA de 

non-fumeurs et de fumeurs après exposition aux PM2.5. Nous avons calculé les 

coefficients de corrélation de Spearman afin de savoir si nos deux variables (méthylation 

et expression génique) étaient corrélées. Le coefficient de Spearman est négatif. Ce 

résultat exprime bien le fait que quand le promoteur gène P16INK4 est hypométhylé, 

l’expression du gène est augmentée et inversement.  

Le gène MGMT code pour une enzyme de réparation de l’ADN et a été décrit 

comme étant hyperméthylé dans environ 20 % des cancers du poumon (Esteller et al., 

1999; Liu et al., 2008; Zochbauer-Muller et al., 2001). Dans notre travail, il n’existe pas de 

variation significative de la méthylation du promoteur de MGMT dans les macrophages 

exposés aux PM2.5. Par contre, il existe une augmentation significative du niveau de 

méthylation entre les non-fumeurs et les fumeurs, à la concentration d’exposition la plus 

faible. Le tabac peut modifier la méthylation de l'ADN par l'intermédiaire d'une hypoxie 

due au CO qui entre en compétition avec l’oxygène en se liant à l’hémoglobine (Olson, 
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1984).  Cette hypoxie conduit alors à l’augmentation de la synthèse d’un métabolite, la S-

adénosylméthionine, acteur  majeur dans la méthylation de l’ADN (Liu et al., 2011). Nos 

résultats sont cohérents avec la littérature. Une étude a ainsi mis en évidence chez des 

patients avec un cancer du poumon non à petites cellules, une association positive entre 

une méthylation du promoteur de MGMT et statut tabagique (Wu et al., 2008). Comme 

pour P16INK4, nous avons travaillé sur l’expression du gène MGMT dans les mêmes 

conditions d’exposition aux particules. Nos résultats ne montrent aucune variation 

significative de l’expression génique après exposition aux PM2.5. Concernant l’influence du 

statut tabagique, il existe une nette diminution de l’expression de MGMT entre les non-

fumeurs et les fumeurs exposés à la concentration de 3 µg / cm2 probablement en 

relation avec la méthylation du promoteur du gène. Néanmoins, cette diminution n’est 

pas significative. Chez les témoins et les exposés à la concentration de 15 µg / cm2, nous 

n’avons pas mis en évidence de variation de l’expression génique entre non-fumeurs et 

fumeurs. Nous avons ensuite calculé les coefficients de corrélation de Spearman afin de 

savoir si nos deux variables (méthylation et expression génique) sont corrélées. Le 

coefficient de Spearman est négatif mais de façon non significative dans toutes les 

conditions. 

Notre étude sur ces paramètres épigénétiques nous fournit plusieurs 

informations. Premièrement, les particules peuvent induire des modifications du profil de 

méthylation et de l’expression de gènes essentiels fréquemment impliqués dans les 

étapes de cancérogénèse et dans la régulation du cycle cellulaire. Deuxièmement, le 

statut tabagique du patient est important puisqu’il semble également modifier les 

niveaux de méthylation et d’expression génique. 

 

La pollution atmosphérique aux PM2.5 pourrait donc entraîner des modifications 

génotoxiques et épigénétiques dans des cellules BEAS-2B et des MA ; altérations qui 

peuvent favoriser la promotion tumorale. Dans notre étude, le statut tabagique semble 

également moduler ces mécanismes. L’ensemble des tests de génotoxicité et 

épigénétiques a été conduit sur un échantillon de 13 non-fumeurs et 13 fumeurs. 

Plusieurs tendances de modifications cellulaires ont pu être observées. Toutefois, pour 

améliorer la connaissance concernant l'influence du statut tabagique sur les effets 
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observés, il serait intéressant d’augmenter le nombre d’inclusions afin de diminuer la 

variabilité inter individuelle améliorant ainsi la représentativité de nos résultats. Nous 

pourrions ainsi évaluer avec plus de précision l’influence du statut tabagique sur les 

altérations liées à la toxicité des particules fines.  
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Notre étude avait pour objectif d’évaluer ex vivo la capacité d’un échantillon réel 

de particules fines (PM2.5) collectées sous influence urbano-industrielle au cours de la 

saison printemps-été 2011 à induire des altérations potentiellement impliquées dans le 

processus de cancérogenèse. De plus, nous nous sommes intéressés à l’âge et au statut 

tabagique afin de savoir si ces paramètres pouvaient moduler la toxicité des particules. 

Pour ce faire, nous avons étudié la génotoxicité des PM2.5 et leur capacité à induire des 

altérations épigénétiques avec deux modèles différents ; pour l’influence de l’âge, un 

modèle de culture de lymphocytes sanguins issus de patients d’âge différents et pour le 

rôle du statut tabagique un modèle de co-culture de cellules épithéliales bronchiques 

BEAS-2B / MA issus de patients non-fumeurs et fumeurs. 

 

A l’issue de ce travail, la première constatation est que les PM2.5 induisent des 

atteintes génotoxiques et épigénétiques. Bien que des résultats positifs en réponse aux 

PM2.5 aient déjà été obtenus notamment pour les volets traitant de la mutagénicité des 

PM2.5 (André et al., 2011), de l’activation métabolique des composés organiques (Abbas 

et al., 2009; Billet et al., 2007, 2008; Val et al., 2013), de la génotoxicité (Abbas et al., 

2013; Gualtieri et al., 2011; Perrone et al., 2010) et des altérations épigénétiques (Lepers, 

2013), notre étude est, à notre connaissance, la première à mettre en évidence une 

modulation de la toxicité des PM2.5 en fonction de l’âge ou du statut tabagique. L’âge a un 

effet propre sur la toxicité des particules au niveau de paramètres tels que la méthylation 

de promoteurs et l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs ou de réparation de 

lésions à l’ADN. Dans notre modèle en co-culture, le tabac module les effets génotoxiques 

et épigénétiques des PM2.5. Ces lésions du patrimoine génétique et de son 

environnement sont des modifications décrites dans les étapes d’initiation et de 

promotion de la cancérogenèse broncho-pulmonaire.  

 

Certaines précautions doivent être prises avant d’envisager une perspective plus 

large de nos résultats. Nous n’avons pas d’information quant au devenir des lésions 

éventuellement induites. L’intervention des systèmes de réparation pourrait ainsi 

compenser certains effets toxiques, ou les cellules lésées être trop endommagées pour 

survivre. En plus de ces considérations biologiques, il est fondamental de rappeler que la 
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concentration atmosphérique des PM2.5 est un paramètre indispensable afin d’évaluer le 

risque qu’elles représenteraient pour les populations exposées. C’est ainsi qu’un travail 

réalisé au sein de notre équipe a estimé que les zones avec d’importantes concentrations 

atmosphériques en PM2.5 contenant de fortes quantités de composés organiques 

associées à la présence de métaux représenteraient un risque important pour la santé 

humaine (Lepers, 2013). 

 

Comme nous l’avons souligné à plusieurs reprises, le travail présenté est une 

étude toxicologique ex vivo. Celle-ci est donc soumise aux limites de ce type d’approche, 

notamment les questions de représentativité et d’extrapolation des résultats obtenus.  

 

Ainsi, une première perspective à ce travail serait d’améliorer nos modèles 

d’étude par l’utilisation de temps d’exposition plus longs et d’un nombre de patients plus 

important. Ces deux paramètres permettraient non seulement de mettre en évidence des 

altérations toxicologiques plus stables et plus importantes mais aussi d’améliorer la 

puissance statistique de nos résultats. Une étude financée par la région Nord-Pas-de-

Calais, dans la continuité de celle-ci, est actuellement en cours au laboratoire, visant à 

valider certains effets génotoxiques et épigénétiques d’un échantillon de PM2.5 dans un 

modèle de lymphocytes humains isolés à partir de trois classes d’âge de patients 

différents. Les prélèvements sanguins seront réalisés en nombre plus important et les 

lymphocytes mis en culture plus longtemps. 

 

Il conviendra également d’étayer certains des résultats que nous avons obtenus. 

Cette consolidation passe par l’optimisation de certaines méthodes notamment la 

méthode de PCR méthylation-spécifique afin de réduire la variabilité de nos résultats.  En 

plus de des modifications spécifiques au niveau des îlots CpG, l’ADN des cellules 

cancéreuses est globalement hypométhylé (Esteller, 2007). L’étude de la méthylation 

globale de l’ADN par GC/MS est en cours d’optimisation au sein de notre laboratoire et 

permettra ainsi d’étayer nos résultats. 
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Enfin, il serait intéressant d’observer le profil de méthylation de promoteurs et 

l’expression d’autres gènes (P14ARF, FHIT, RASSF1A, …), d’étudier des modifications post-

traductionnelles d’histones (H3, H4, …) et d’analyser la dérégulation de certains micro-

ARN (miR-21) impliqués dans les étapes précoces de cancérogénèse.   
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Pollution atmosphérique particulaire: 

Etudes des altérations biologiques cancérogènes sur un modèle de co-
culture de macrophages alvéolaires et de cellules épithéliales 

pulmonaires humaines 
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Adresse :………………………………………………………………………………………  

  

Atteste par le présent consentement que :  

  

• Je suis affilié(e) ou bénéficiaire d’un régime de sécurité sociale ;  

• J’ai pris connaissance de la note d’information m’expliquant la nature, les 

objectifs et la durée du protocole de recherche mentionné ci-dessus ;  

• J’ai pu poser toutes les questions que je voulais, j’ai reçu des réponses adaptées 

et j’ai pu disposer d’un temps de réflexion suffisant entre l’information et ma 

décision de participer à cette étude ;  

• Il m’a été donné le nom d’une personne à contacter pour toute question que je 

souhaiterai poser durant l’étude ;  

• J’ai bien noté que je serai libre à tout moment d’arrêter ma participation sans 

aucune conséquence pour le niveau de soins que je recevrai.  

  

Compte-tenu des informations qui m’ont été transmises :  

J’accepte librement et volontairement de participer à ce protocole de 

recherche. (a)  

 

 (a) loi n° 2004-801 du 6/08/2004 relative à la protection des personnes physiques à l’égard 

des traitements de données à caractère personnel et modifiant la loi n° 78-17 du 

6/01/1978 relative à l’informatique, aux fichiers et aux libertés. 
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Titre : Influence de l’âge et du tabac sur les mécanismes génotoxiques et épigénétiques précoces de cancérogénèse broncho-

pulmonaire en réponse à la pollution particulaire urbaine 

 

Résumé :  

Récemment reconnus comme cancérogènes certains pour l'homme par l’IARC, la pollution atmosphérique et les particules fines 

(PM2.5) peuvent être inhalées et pourraient être retenues au niveau pulmonaire ou passer dans la circulation systémique. Ceci 

peut causer ou renforcer de nombreuses pathologies auxquelles les personnes âgées sont souvent plus sensibles. Cette thèse 

s’inscrit dans une démarche d’identification des processus impliqués dans la modulation du potentiel cancérogène des PM2.5, 

en lien avec l’âge ou le statut tabagique. Les particules ont été collectées à Dunkerque, agglomération présentant des 

influences maritimes mais également caractérisée par des activités industrielles et un trafic automobile importants. 

Pour évaluer l'influence de l'âge, des lymphocytes sanguins prélevés chez 90 patients issus de trois classes d'âge (25-30, 50-55 

et 75-80 ans) ont été exposés ex vivo à des PM2.5 d’origine urbaine. Les lymphocytes isolés ont été exposés aux PM2.5 pendant 

72 heures, avant de mesurer l'activité télomérase et la modulation d'expression de gènes tels que P16INK4A et MGMT. Les PM2.5 

entraînent des variations de l'activité télomérase et de la longueur des télomères dans toutes les tranches d'âge 

indifféremment. L’expression du gène P16INK4A est significativement augmentée avec l'âge après exposition aux PM2.5. L'âge 

augmenterait l'expression du gène MGMT après exposition aux particules, en diminuant le niveau de méthylation de son 

promoteur uniquement dans le groupe des patients les plus âgés. 

Concernant le rôle du statut tabagique, 26 lavages broncho-alvéolaires ont été réalisés chez des patients fumeurs et non-

fumeurs. Les macrophages issus de ces prélèvements ont été mis en culture avec des cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B, 

avant exposition aux PM2.5 (3 et 15 µg/cm2
, 72 h). L’activité télomérase et la longueur des télomères varient après exposition 

aux PM2.5 et le statut tabagique modifie ces paramètres dans les cellules BEAS-2B et les macrophages alvéolaires. La 

méthylation des promoteurs et l’expression des gènes P16INK4A et MGMT ne sont pas modifiées dans les cellules BEAS-2B, alors 

que dans les macrophages alvéolaires les particules induisent l’expression de ces gènes par une diminution de la méthylation 

de leurs promoteurs. Le statut tabagique fumeur semble au contraire accroître la méthylation et limite l’expression de ces deux 

gènes. 

En conclusion, il apparaît que l’échantillon de PM2.5 étudié peut induire ex vivo plusieurs lésions décrites dans les étapes 

d’initiation et de promotion de la cancérogenèse broncho-pulmonaire. L’âge et le tabagisme sont susceptibles de moduler les 

effets toxiques des particules. Alors que les symptômes du cancer du poumon apparaissent seulement à une étape avancée de 

la maladie, nos résultats pourraient aider à la découverte de nouveaux marqueurs de diagnostic précoce permettant ainsi 

d’améliorer la survie. 

 

Mots-clés : pollution atmosphérique ; PM2.5 ; âge ; tabagisme ; lymphocytes ; macrophages alvéolaires, lignée BEAS-2B ; co-

culture ; génotoxicité ; épigénétique. 

  

Title: Role of aging and smoking in the modulation of genotoxic and epigenetic events of carcinogenesis after exposure to air 

pollution particulate matter 

 

Abstract:  

Recently recognized as carcinogenic to human by IARC, air pollution and fine particulate matter (PM2.5) can be inhaled and 

could be retained into the lung or reach the systemic circulation. This can cause or worsen many diseases for which the elderly 

are often more sensitive. The PhD objective corresponds to the identification of the mechanisms of action involved in the 

modulation of carcinogenic potential of PM2.5, in connection with age or smoking status. PM2.5 were collected in Dunkerque, a 

French seaside city characterized by important industrial activities and heavy motor vehicle traffic. 

In order to estimate the influence of age, blood lymphocytes sampled from 90 patients from age classes (25-30, 50-55 and 75-

80 years old) were ex vivo exposed to PM2.5 during 72 hours, before evaluation of telomerase activity and gene expression 

modulation of P16INK4A and MGMT. PM2.5 modulated telomerase activity and telomeres length in all age groups without any 

influence of age. P16INK4A gene expression increased significantly with age after exposure to PM2.5. Age could enhance MGMT 

gene expression after exposure to particles by decreasing the level of promoter methylation in the oldest group.  

Regarding the role of smoking status, 26 broncho-alveolar lavage were performed in smoker and non-smoker people. 

Macrophages were cultured with bronchial epithelial BEAS-2B cells before PM2.5 exposure (3 or 15µg/cm2
; 72h). The telomerase 

activity and telomere length vary after exposure and the tobacco modify these parameters in BEAS-2B cells and alveolar 

macrophages. Methylation of P16INK4A and MGMT genes promoters and their expression are not modified in BEAS-2B cells. In 

alveolar macrophages, particles lead to a decrease of methylation of P16INK4A gene promoter. The smoking status seems also to 

increase methylation and to down-regulate expression of these two genes.  

In conclusion, it seems that the studied PM2.5 sample can induce ex vivo modifications described in the initiation and promotion 

of lung carcinogenesis. The age and smoking status may modulate the toxic effects of particles. Since lung cancer symptoms 

appear only at an advanced stage, our results could help in proposing new biomarkers of carcinogenesis allowing an early 

diagnosis to improve survival. 

 

Keywords: air pollution; PM2.5; aging; smoking; lymphocytes; alveolar macrophages; BEAS-2B cell line; co-culture; genotoxicity ; 

epigenetic. 
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