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Résumé

La pollution atmosphérique, et plus particulierement la pollution particulaire d’origine
anthropique constitue l'un des facteurs de risque environnemental les plus importants
impliqués dans laugmentation croissante de la morbi-mortalité liée aux pathologies
respiratoires et cardio-vasculaires. Au coeur du domaine qu’englobent les activités
pyrotechniques, que ce soit dans le domaine professionnel, civil ou militaire, les fumigénes
sont référencés comme producteur important de particules et jouent donc un réle non
négligeable dans 'augmentation de cette pollution particulaire, exposant leurs utilisateurs aux

différents aérosols émis.

L’objectif général de cette étude exploratoire a été d’apporter des connaissances sur les
caractéristiques physico-chimiques ainsi que sur la toxicité pulmonaire in vitro de particules
émises lors d’activités pyrotechniques, et plus précisément de particules issues d’armes de

petit calibre et de fumigénes.

La caractérisation physico-chimique a démontré les particules de tir possédaient une
granulométrie assez grossiére (entre 3 et 7,5 uym) et étaient composées majoritairement
d’éléments métalliques ; contrairement aux particules de fumigéne qui appartiendraient a la
classe granulométrique des particules fines (< 0,95 um) et qui seraient majoritairement
composées de molécules organiques différentes selon le type de fumigéne. L’évaluation de la
toxicité a été reéalisée par une approche in vitro en utilisant des cellules épithéliales alvéolaires
humaines (A549) exposées aux particules de tir et de fumigénes. Une étude de mutagénicité
a été conduite a partir d’extraits organiques des particules de fumigénes. Parmi les particules
testées, les particules de tir et du fumigéne 1 ont induit une cytotoxicité. Les particules de
fumigéne 1 ont également induit un stress oxydant (augmentation de I'expression de TARNm
de HO-1), une initiation de la réponse inflammatoire (augmentation de I'expression de TARNm

d’IL-6 et IL-8) et des effets mutagénes.

Les résultats de cette étude comparative ont démontré que les particules issues d’armes de
poing et de fumigénes avaient une granulométrie, une concentration atmosphérique ainsi
qu’une composition chimique différentes ; caractéristiques physico-chimiques responsables
d’effets mutagénes et cytotoxiques différents ainsi que d’altérations des propriétés oxydantes
et inflammatoires intrinséques. Cette étude a mis en évidence la nécessité d’évaluer la toxicité
des particules issues d’activités pyrotechniques en développant des moyens expérimentaux

adaptés, depuis la collecte des particules jusqu’a I'évaluation de leurs impacts sanitaires.

Mots clés : Particules, pyrotechnie, toxicité, physico-chimie, in vitro.
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Abstract

Air pollution, and particulary anthropogenic particulate matter, is one of the most important risk
factors involved in the high rate of morbidity and mortality related to respiratory and
cardiovascular diseases. In pyrotechnic field, be it professional, civil or military activities,
smokes constitue an important particle producer playing a major role in particulate matter

emmergence and thereby exposing users to the various emitted aerosols.

The main purpose of this exploratory study was to provide knowledge on the physicochemical
characteristics of particles emitted during pyrotechnic activities, more specifically particles from

gunfire and smokes, and to assess their pulmonary toxicity in vitro.

On the first hand, the physicochemical characterization demonstrates that firing particles had
a rather coarse granulometry (3 to 7.5 ym) and were mainly composed of metallic elemets,
despite smoke particles belong to the category of fine particles (< 0,95 ym) and are

predominantly composed of different organic molecules according to the smoke type.

On the other hand, in order to assess the pulmonary toxicity of particles, we exposed human
alveolar epithelial cells (A549) in vitro to particles coming from either gunfire and to two of the
four different smokes (smoke 1 and 4). The results of this study showed that some of these
particles (gunfire and smoke 1 particles) induced a mutagenic effects from organic extracts, as
well as cytotoxicity. Moreover, particles of smoke 1 were also able to give rise to an oxidative
stress (increased HO-1 mRNA expression) and to initiate an important inflammatory response
characterized by pro-inflammatory cytokine upregulation (increase in IL-6 and IL-8 mRNA

expression).

The results of this comparative study demonstrated that particles from gunfire and smoke have
different particle sizes and chemical composition. These physicochemical characteristics are
responsible for different mutagenic and cytotoxic effects as well as alterations of the intrinsic
oxidizing and inflammatory properties. This study also made it possible to understand the

different methods of toxicological evaluation of smoke particles.

Keywords : Particles, pyrotechnics, physico-chemical, toxicity, in vitro.
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- Pollution atmosphérique
1- Définition

L’explosion démographique mondiale associée a I'hyper développement des activités
humaines industrielles et agricoles ainsi que l'accroissement du parc automobile dans la
majorité des pays développés ou en cours de développement ont entrainé une modification
de notre environnement, de notre écosystéme et de I'atmosphére. Depuis les épisodes de
surmortalité des années 50, la pollution atmosphérique d’origine anthropique a été reconnue
comme un facteur de risque majeur pour la santé et est donc devenue, par la suite, une

problématique de préoccupation croissante au niveau mondial.

Aujourd’hui, la définition de référence mondiale est celle promulguée par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) qui entend par pollution de lair, la contamination de
Fenvironnement intérieur ou extérieur par un agent chimique, physique ou biologique qui
modifie les caractéristiques naturelles de 'atmosphére. Cette définition actuelle est le fruit de

nombreuses définitions qui ont été proposées depuis prés de 50 ans.

La premiere de ces définitions a été éditée en mars 1968 dans la déclaration du Conseil de
'Europe, qui définit la pollution atmosphérique en énongant qu’« il y a pollution atmosphérique
lorsque la présence d’'une substance étrangére ou une variation importante dans la proportion
de ses composants est susceptible de provoquer un effet nocif, compte tenu des

connaissances scientifiques du moment, ou de créer ou une nuisance ou une géne ».

15 ans plus tard, en février 1983, la Loi n°83-03 relative a la protection de I'environnement
ajoute quelques nuances a la définition précédente en définissant la pollution atmosphérique
comme « I'émission dans I'atmosphére de gaz, de fumée ou de particules solides ou liquides,
corrosives, toxiques ou odorants de nature a incommoder la population, a compromettre la
santé ou la sécurité publigue ou a nuire aux veégétations, a la production agricole et aux
produits agroalimentaires, a la conservation des constructions et monuments ou au caractéere

des sites ».

En 1994, I'Organisation de Coopération et de Développement Economique définit la pollution
atmosphérique comme « L’introduction par 'homme, directement ou indirectement, de
substances ou d’énergie dans 'atmosphére qui entrainent des conséquences préjudiciables
de nature a mettre en danger la santé humaine, a nuire aux ressources biologiques et aux

écosystémes écologiques, a géner les autres utilisations légitimes de I'environnement ».

En ce qui concerne la France, il a fallu attendre le 30 décembre 1996 pour que cette définition
soit précisée dans la législation. La loi LAURE (Loi sur I'Air et I'Utilisation Rationnelle de

Energie) met en évidence de manieére explicite le réle de 'homme dans la pollution
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atmosphérique en définissant celle-ci comme « (...) l'introduction par 'lhomme, directement ou
indirectement dans 'atmosphére et les espaces clos, de substances ayant des conséquences
préjudiciables de nature a mettre en danger la santé humaine, a nuire aux ressources
biologiques et aux écosystémes, a influencer les changements climatiques, a détériorer les

biens matériels, a provoquer des nuisances olfactives ».

Bien que cette définition ne tienne compte que des activités anthropiques, étant en général les
activités les plus productrices de polluants aériens, les sources naturelles de pollution, telles
les éruptions volcaniques, la décomposition naturelle ou bien encore les feux de végétation

peuvent contribuer a l'altération de la qualité de l'air.

Malgré ces définitions exhaustives, la pollution atmosphérique reste néanmoins difficile a
évaluer compte tenu de la diversité des polluants, de leurs combinaisons, des modifications et
de leurs interactions dans I'atmosphére notamment sous I'effet de réactions photochimiques.
C’est pourquoi la notion de qualité de l'air est apparue et est définie par la diversité ainsi que
la concentration de polluants dans I'air ; concentrations fluctuant selon les sources d’émission,
les conditions météorologiques (vent, pluie, soleil, température) et la topographie locale. La
plupart des sources de pollution de l'air extérieur échappent totalement au contréle des
individus et du fait de corrélations démontrées entre I'élévation du nombre d’hospitalisations
liees a des affections pulmonaires ou cardiaques et 'augmentation des taux de polluants
atmosphériques’?, il est donc nécessaire que les décideurs locaux, nationaux et
internationaux, prennent des mesures dans des secteurs comme les transports, les activités
industrielles, la gestion des déchets, le logement et 'agriculture afin de limiter les effets

toxiques de cette pollution atmosphérique globale?.

2- Composition de 'atmosphére
L’atmosphére est I'enveloppe gazeuse entourant le globe terrestre, animée du méme
mouvement et de la méme vitesse que la Terre. Ayant une épaisseur d’environ 1000 km,
latmosphére peut étre subdivisée en différentes couches non homogénes déterminées par
plusieurs propriétés physiques telles que la pression, la température, la densité. L'atmosphére
se compose de quatre couches successives, de bas en haut : la troposphére, la stratosphére,
la mésosphére et la thermosphére. Ces couches sont respectivement séparées par trois zones
d’inversions thermiques : la mésopause, la stratopause et la tropopause*. La troposphére, 1°®
et principale couche de 'atmosphére, se délimite par les 16 premiers kilométres en partant de
la Terre et contient 80 a 90% de la masse totale de I'air et la quasi-totalité de la vapeur d’eau
ce qui justifie une pression et une densité maximale. La température y décroit avec l'altitude
(jusqu’a -50°C) et c’est la strate ou se produisent les différents phénoménes météorologiques

(nuage, pluie) et mouvements atmosphériques horizontaux et verticaux (convection thermique,
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vent). La composition chimique de I'atmosphére comprend pour I'essentiel, de I'azote (78%),
de l'oxygéne (21%), des gaz rares (Argon, Néon, Hélium...) (<1%) et dans les basses couches,
de la vapeur d'eau et du dioxyde de carbone (Tableau 1). L'ensemble des gaz dont les

proportions restent constantes, forme l'air.

Azote (N2)

Oxygéne (O2)

Argon (A)

Dioxyde de carbone (CO)
Néon (Ne)

Hélium (He)
Krypton (Kr)
Hydrogéne (H2)
Xénon (Xe)
Ozone (03)
Radon (Rn)

Tableau 1 : Volume en pourcentage des différents éléments composant I'atmosphére®.

D'un point de vue thermodynamique, l'air atmosphérique peut étre considéré comme un
mélange de deux gaz : l'air sec et la vapeur d'eau. Le manque de convection avec la
stratosphére et une différence de pression significative crée une sorte de barriére invisible
provoquant 'accumulation des différents polluants naturels et anthropiques émis depuis la
Terre. La seconde couche remarquable par sa composition physique et chimique, se situe au
sein de la stratosphére ; c’est la couche d’ozone. Cette couche joue un réle essentiel dans la
protection de la surface terrestre des rayonnements ultraviolets de par son épaisseur variable
tout autour de la Terre. En effet, 'ozone (O3) de la stratosphére est créé par les ultraviolets
frappant les molécules de dioxygéne (O.), les scindant en deux atomes distincts ; un atome
d’oxygéne se combine ensuite avec une autre molécule de dioxygene (O2) pour former I'ozone
(Os).
O, + rayonnement solaire - O + O et O + O, — O3

3- Pollution locale, régionale et globale
La pollution atmosphérique peut-étre déclinée selon trois niveaux : local, régional et planétaire

/ global.

a. La pollution atmosphérique locale
La pollution atmosphérique locale, ou encore appelée de proximité, est caractérisée par une
pollution retrouvée en proximité des sources d’émissions, essentiellement en milieu urbain.
Elle est due aux activités humaines telles que les activités industrielles, le transport routier, les
émissions liées aux habitations. Les polluants issus de ces sources anthropiques sont en

grande majorité des dérivés métalliques, qui peuvent étre adsorbés sur les particules, les
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dérivés oxydés comme le monoxyde de carbone (CO), le dioxyde de soufre (SO-), les oxydes
d’azote (NOx) ou encore les dérivés carbonés comme les composés organiques volatils
(COVs), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPSs), le carbone élémentaire ou
carbone suie. Cette pollution a une conséquence directe sur la santé de la population locale

et son écosystéme environnant (végétation, exploitation agricole, qualité de I'eau)®.

b. La pollution atmosphérique régionale
La pollution atmosphérique régionale se produit dans des zones distantes de l'ordre de
quelques dizaines a quelques centaines de kilométres des sources de pollution. Cette seconde
forme de pollution résulte de phénoménes physico-chimiques plus ou moins complexes a
lorigine de la formation de polluants dans I'atmosphére dits « secondaires » tels que Os, 'acide
sulfurique ou encore I'acide nitrique, a partir de polluants dits « primaires » que sont les oxydes
de soufre et d’azote. Elle est a 'origine des retombées sur les écosystémes de composés
acides ou acidifiants sous I'effet des vents et des précipitations, prenant leur source d’émission
au niveau des villes et des campagnes (engrais chimiques agricoles, feux naturels, industries,
etc). Cette pollution atmosphérique régionale est également a l'origine de la formation d’O3 et

d’autres composés oxydants a partir des NOx, COVs et de COS.

c. La pollution atmosphérique planétaire / globale
La pollution atmosphérique planétaire ou globale est définie par une pollution qui aurait comme
conséquence le déréglement de I'écosystéme terrestre et contribuerait aux changements
climatiques. La conséquence la plus parlante et la plus préoccupante de cette pollution est le
réchauffement climatique, principalement provoqué par laugmentation accrue des

concentrations de gaz a effets de serre (GES) dans 'atmosphére.

Du fait de la présence d’une pollution diffuse ou transfrontaliere, une harmonisation

internationale des réglementations s’est mise en place a partir de la fin des années 1970.

Le 13 novembre 1979, la convention sur la pollution atmosphérique transfrontiére a longue
distance a fait voter les premiéres lois portant sur I'élaboration de politiques appropriées,
I'échange d'informations, la réalisation d'activités de recherche et sur la mise en ceuvre et le
développement de mécanismes de surveillance de la qualité de l'air. Les Etats membres de
cette convention se sont engagés, par leurs politiques et stratégies nationales, a limiter, a
prévenir et a réduire progressivement leurs rejets de polluants atmosphériques et, de ce fait,
a lutter contre la pollution transfrontiére. Suite a cette convention, une multitude de protocoles
additionnels et de conventions ont vu le jour afin d’assurer plus efficacement la lutte

internationale contre la pollution atmosphérique.

La Convention de Vienne sur la protection de la couche d'ozone, adoptée le 22 mars 1985,

reconnait la nécessité d’accroitre la coopération internationale en vue de limiter les risques
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que les activités humaines pouvaient faire courir a la couche d'ozone. En complément de cette
convention, le protocole de Montréal fat adopté, visant a réduire la consommation de
chlorofluorocarbures et a arréter la consommation des autres dérivés halogénés, reconnus

comme principaux responsables de la destruction de la couche d’ozone.

La Convention-cadre des Nations unies sur les changements climatiques (CCNUCC) a été
adoptée au cours du Sommet de la Terre de Rio de Janeiro en 1992 par 154 pays et la totalité
des membres de la Communauté européenne en mars 1994. La CCNUCC est la premiére
tentative, dans le cadre de I'Organisation des Nations Unies (ONU), permettant de mieux

cerner ce qu'est le changement climatique et comment y remédier.

Le protocole de Kyoto, négocié en 1997 et mis en vigueur en 2005, est un accord international
visant a la réduction, d'au moins 5 % par rapport au niveau de 1990, des émissions de six gaz
a effet de serre : dioxyde de carbone, méthane, protoxyde d'azote et trois substituts des
chlorofluorocarbones. Malheureusement, les trois pays les plus pollueurs au monde (Etats-
Unis, Chine et Inde) ne s’étant pas engagés a réduire leurs émissions, les effets visibles de ce

protocole en ont été diminués. Les engagements de Kyoto ont pris fin début 2013.

De nos jours, le secteur des transports contribue fortement au changement climatique en
représentant 25% des émissions mondiales de dioxyde de carbone. Les différents
gouvernements tendent a favoriser et a développer un systéme de transport multimodal,
privilégiant l'utilisation des transports publics ainsi que la réduction des émissions du parc
automobile par la mise en place de réglementations et de systémes de dépollution comme par
exemple le catalyseur d’oxydation et les filtres a particules. En effet, comme le montre la figure
1 ci-dessous, les émissions du parc automobile francais sont en nette diminution depuis les

années 2000, que ce soient les émissions de particules, de NO; ou bien encore de SO (Figure

1),
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Figure 1 : Evolution des concentrations en SOz, NO2, Os et PM1oen France entre 2000 et 2015.

Ces plans gouvernementaux a I'échelle planétaire permettent de réduire considérablement la
pollution de I'air urbain et les émissions de GES, permettant de protéger I'environnement et la

santé®?.

On observe également une augmentation des émissions mondiales de dioxyde de carbone
(CO2), de méthane (CH.), de protoxyde d’azote (N2O) et des gaz halogénés résultant
directement de l'activité anthropique, contribuant grandement a la diminution de la couche
d’ozone stratosphérique ; couche permettant de protéger la Terre des rayons ultra-violets (UV)

émis par le soleil, cancérigéne pour 'lhomme.

La forte proportion de personnes exposées a la pollution atmosphérique fait de la pollution
atmosphérique urbaine un probléme majeur de santé publique. Kiinzli et son équipe ont réalisé
une estimation quantitative du nombre de décés dus a la pollution atmosphérique dans trois
pays, que sont la France, la Suisse et I'Autriche. Cette étude a permis de conclure que 6 %
des décés totaux de ces pays seraient attribuables a la pollution atmosphérique et la pollution

liée au transport en expliquerait la moitié, soit 20 000 décés annuels pour ces trois pays'®.

4- Sources de pollution
Le terme pollution atmosphérique désigne un mélange complexe et hétérogene de polluants
présents a des concentrations variables dans I'atmosphére. Le recensement des sources
d’émission de ces différents polluants est d’'une importance capitale d’un point de vue politico-
économique'’. En effet, connaitre la contribution des différents secteurs en termes d’émission
de polluants permet de mettre en place des politiques de réductions des émissions plus
efficaces en étant mieux ciblées. Cette connaissance est également a la base des taxations
en cas de dépassement de plafonds réglementaires (réglementation d’émission du CO,)"2.

Les sources d’émission de polluants atmosphériques peuvent étre classées selon plusieurs
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catégories : les sources anthropiques ou naturelles, fixes ou mobiles, ponctuelles ou
diffuses™. Les particules participent a la pollution mobile par le biais de transport par différents
moyens, comme le vent, les nappes phréatiques ou encore les nuages adsorbant les

composés métalliques et autres HAPs/COVs se trouvant potentiellement dans I'atmosphére.

Les sources d’origine naturelle sont définies comme induisant des rejets de substances
polluantes mais qui ne sont pas liées a I'activité humaine. Ces sources naturelles regroupent
une grande diversité de polluants tels que des composés soufrés (issus d’éruptions
volcaniques), des composés carbonés (issus de feux de végétation, de décomposition
organique), des particules minérales (embruns marins, érosion des roches), des particules
biogéniques, liées a la présence d’organismes vivants (champignons, virus, pollens, bactéries)
ou encore des gaz (CHs, CO,). Ces sources produisent une quantité non négligeable de
polluants atmosphériques et ne peuvent donc étre ignorées. Malheureusement, il est
impossible de les contréler contrairement a la pollution anthropique, qui elle, peut étre
maitrisée, entre autres par la réglementation et qui représente tout de méme la grande majorité

de la composante de la pollution atmosphérique.

Les sources anthropiques sont le fait d’activités humaines. L'industrialisation mondiale pousse
les pays développés et en cours de développement a l'utilisation des combustibles fossiles
(pétrole, gaz naturel et charbon) qui constituent la principale source des polluants d’origine
anthropique. En effet, l'utilisation de ces combustibles comble a eux seuls environ 80% des
besoins énergétiques mondiaux et se concentrent, en majorité, en milieu urbain. Parmi les
sources anthropiques, on oppose souvent les sources fixes aux sources mobiles. Les sources
fixes sont principalement issues des mécanismes de combustion consistant en une oxydation
du carbone organique et des impuretés des combustibles ainsi que de I'azote de I'air amenant
a la formation de COVs, de SO, des NOx et de particules. Les sources fixes sont diverses et
variées comme par exemple les installations individuelles ou industrielles de combustibles
permettant chauffage et apport d’énergie, les installations de traitements des déchets et les
installations industrielles (pétrochimie, métallurgie). Contrairement aux sources fixes, les
sources mobiles sont liées aux activités de transports, que ce soit maritime, aérien ou encore
routier. Le transport routier est la principale source de pollution mobile a cause de la
combustion de carburants, essence ou Diesel, produisant des échappements contenant des
particules, des COVs, du CO et des NOx ; représentant 93% des GES produits par la totalité
des activités de transports™. En effet, on observe que depuis 1960, la production de NOy par
le transport routier a plus que doublé, passant de 20% a 49% de 1960 a 2003. Malgré la
diminution de la part de production des COVs par le trafic routier, ce dernier en est tout de

méme responsable a hauteur de 24% en 2003 (Figure 2).
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Figure 2 : Répartition par secteur des émissions de quelques polluants atmosphériques en France (en %) de
1960 et 2003.
TSP : Particules Totales en Suspension's.

Les sources de pollution englobent deux autres sous-groupes, la pollution ponctuelle et
diffuse. La pollution ponctuelle provient d'un point unique et identifiable, comme c’est le cas
pour les émanations d'une usine. Ce type de pollution est considéré comme extrémement
polluant a court terme et a été fortement réduit au cours des derniéres décennies par la mise
en place de plusieurs programmes gouvernementaux afin de diminuer les rejets polluants

issus du secteur industriel dans I'environnement.

La pollution diffuse est la pollution la plus répandue et la plus néfaste de nos jours. Ce type de
pollution contamine I'air, le sol et I'eau sur de longues périodes, par de petites doses répétées
sur de grandes superficies. La pollution diffuse est plus difficile a contrbler que la pollution

ponctuelle étant liée a une multitude de sources réparties sur I'ensemble d’un territoire. Les
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installations de chauffages du secteur résidentiel représentent un exemple illustrant

parfaitement la pollution diffuse (Figure 3).
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Figure 3 : Source et échelle de la pollution atmosphérique.

Une fois formées, la durée de séjour ainsi que le transport dans I'atmosphére des particules atmosphériques
d’origine anthropique ou naturelle sont conditionnés par leur composition chimique, leur taille ainsi que par les
différents paramétres météorologiques avec lesquels elles peuvent étre mises en contact comme par exemple le
vent, 'humidité ou bien encore les diverses précipitations. L'élimination des particules atmosphériques se fait par
différents mécanismes que I'on appelle dépots secs ou dépo6ts humides. Adapté de 5.

5- Polluants atmosphériques
L’air atmosphérique résulte d’'une composition chimique extrémement diversifiée et stable si
nous la considérons dans son état sain, c’est-a-dire sans pollution ou apport de composés
chimiques anthropiques. Avec I'entrée en jeux des sources de pollutions anthropiques et
naturelles formant un mélange trés complexe et difficilement identifiable, les caractéristiques
physico-chimiques de 'atmosphére s’en trouvent modifiées. Ces différents polluants ayant des
durées de vie dans 'atmosphére différentes, ceci explique que les problémes de pollution se
situent sur des échelles de temps et d’espace trés variables. Cette pollution atmosphérique
qui bouleverse I'équilibre naturel de 'atmosphére est composée de polluants appartenant a

deux catégories différentes : les polluants primaires et les polluants secondaires.

a. Les polluants primaires
Les polluants primaires sont les polluants issus directement d’une source d’émission et émis
dans I'atmosphére. Les activités humaines de productions industrielles et énergétiques sont,
avec les transports, les principales sources de polluants primaires produisant du CO, du COq,
du SO, des NOx, des hydrocarbures, des métaux lourds ainsi que des particules.
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» Le monoxyde de carbone (CO)

Le CO est un gaz incolore, inodore, inflammable et insipide. Etant le produit de la combustion
incompléte de toute matieére organique, incluant les combustibles fossiles (dérivés du pétrole,
charbon, gaz naturel) utilisés comme carburants énergétiques, le monoxyde de carbone est
un des polluants atmosphériques qui se retrouve en grande proportion en milieu urbain. En
effet, la principale source anthropique de CO est de loin le trafic automobile. Le CO a
également un effet toxique, asphyxiant chez ’homme, a partir d'une concentration en volume
inférieure a 0,1%, en exposition prolongée''. Dans I'atmosphére, il participe aux mécanismes
de formation de I'ozone troposphérique et peut se transformer en COg, un des plus importants
GES.

» Le dioxyde de carbone (CO3)

Le dioxyde de carbone représente 77% des émissions de GES d’origine humaine. Il résulte
essentiellement de la combustion des énergies fossiles et du changement d’utilisation des sols
(agriculture et déforestation). Il est surtout issu du secteur des transports (combustion de
carburants), de l'industrie (utilisation d’énergies fossiles) et de I'habitat (utilisation d’énergie
pour le chauffage et I'éclairage). Les émissions de CO- sont de plus en plus contrblées dans
les différentes régions du globe, de par le fait que leur augmentation est associée a
lindustrialisation. Les pays développés tendent a mettre en place de nombreuses mesures
afin de diminuer leurs fortes émissions de CO», alors que les pays en voies de développement
voient ce taux s’accroitre en parallele de leur industrialisation, amenant le taux d’émission de

CO_2 mondial a fortement augmenter depuis les années 1990 (Tableau 2).
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Emissions de CO, dues a la combustion d’énergie dans le monde

Part 2010 | Evolution (%) | Evolution (%
en Mt CO,’ 1990 | 2009 | 2010 b saoiel kb
Amérique du Nord 5 566 6110 6322 20,9 +3,5 +13,6
dont : Canada 433 525 537 1.8 +2.1 +24,0

Etats-Unis 4869 5185 5369 17.7 +3.5 +10,3
Ameérique latine 609 1058 1135 3,7 +7,3 +86,3
dont : Brésil 194 338 388 1,3 +14,7 +99,6
Europe et ex-URSS 7 946 6 246 6 466 21,4 +3,5 -18,6
dont : UE & 27 4 050 3571 3660 12,1 +2,5 -96

UE&15 3081 2912 2972 9,8 +2,1 -36
dont : Allemagne 950 747 762 2,5 +1,9 -19.8
Espagne 205 282 268 09 -5,0 +30.7

France 352 351 358 1,2 +1,8 +1,6

Italie 397 389 398 1,3 +2,3 +0,3
Royaume-Uni 549 466 484 1.6 +3,9 -12,0

12 nouveaux Etats membres 969 659 688 2,3 +4.4 -29,0
dont : Russie 2179 1520 1581 5,2 +4,0 -27,4
Afrique 544 931 930 3,1 -0,1 +70,8
Moyen-Orient 591 1547 1614 5,3 +4,3 +173,3
Extré me-Orient 4817 11 610 12 295 40,6 +5,9 +155,3
dont : Chine 2244 6 846 7 259 24,0 +6,0 +223,5

Corée du Sud 229 515 563 1,9 +9,2 +145,6

Inde 582 1564 1626 5,4 +4,0 +179,2

Japon 1064 1096 1143 3.8 +4,3 +7.4
Océanie 283 415 414 1,4 -0,2 +46,2
Monde 20 974 28 947 30 276 100,0 +4,6 +44.4

1 : Million de tonnes de CO, (données non corrigées des variations climatiques).

Tableau 2 : Emissions de CO; dues & la combustion d’énergie dans le monde®.
» Le dioxyde de soufre (SO)

Le SO, est un gaz incolore, dont 'odeur est acre, et fortement irritante lors d’inhalation. Il est
émis par les sources de pollution naturelle, essentiellement lors des éruptions volcaniques et
dans une proportion plus grande, par les sources de pollution anthropique. La principale
source de SO est la combustion d’éléments contenant du soufre tels que les combustibles
fossiles (charbons, fuels, pétrole) qui contiennent entre 1 et 5% de soufre faisant du SO, un
bon indicateur de la pollution industrielle’”. Il existe également d’autres sources moins
importantes, que sont les installations de chauffage domestique ou bien encore les activités
métallurgiques qui sont essentiellement responsables des pluies acides par le fait des
émissions d’effluents soufrés. Dans les pays développés, les émissions non naturelles de SO-
sont en diminution constante et de fagcon exponentielle depuis les années 1980. Néanmoins,
les émissions dans I'atmosphére de SO, venant de 'Europe représentent tout de méme 9,6
% des émissions globales®. Malgré les réglementations des pays développés qui obligent le
retrait de la majeure partie du soufre dans les carburants lors du processus de raffinage, les
pays en cours de développement peinent a respecter ces réglementations et contribuent

grandement a la persistance du SO, atmosphérique.
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> Les oxydes d’azote (NOx)

Les NOx atmosphériques sont composés essentiellement de protoxyde d’azote (N20), de
monoxyde d’azote (NO) et de dioxyde d’azote (NOy). Les NOx se forment a partir de I'azote
(N) et du dioxygéne atmosphérique essentiellement lors de combustions. La source majeure
de NOx est le trafic routier a hauteur de 60%, avec un parc automobile composé en grande
partie de véhicules Diesel produisant du NO et transformant celui-ci en NO2 par I'intermédiaire
du catalyseur d’oxydation. Les installations de chauffage domestique se positionnent en
seconde place juste derriére le trafic routier. Les NOx sont donc un indicateur de pollution
relatif a I'industrialisation et au trafic routier. Le NO et NO, sont tous deux des gaz toxiques
pour 'homme et se retrouvent en forte concentration en milieu urbain malgré des
réglementations trés strictes. lls sont également impliqués dans la formation de l'ozone

troposphérique engendrant une pollution dite photo-oxydante™®.
» Les composés organiques volatiles (COVs)

Les COVs regroupent un grand nombre de substances carbonées, appartenant a différentes
familles chimiques (hydrocarbures aromatiques, cétones, alcools, alcanes, aldéhydes, etc),
associés a d’autres éléments de l'atmosphere. Ce sont des gaz d'origine anthropique
provenant de combustion incompléte et de I'évaporation de solvants organiques lors de leur
fabrication et utilisation. lls peuvent également étre émis naturellement par les végétaux et
certaines fermentations. Les COVs ont la caractéristique d’étre extrémement volatils ce qui
leur confere l'aptitude de se diffuser trés rapidement dans 'atmosphére et plus ou moins loin
de leur lieu d'émission, entrainant ainsi des impacts directs et indirects sur notre écosystéme.
Le benzéne et le toluéne sontles COVs retrouvés le plus fréquemment en milieu urbain ce qui
en fait de trés bons marqueurs de la pollution atmosphérique au sein des grandes

agglomérations.
» Les métaux lourds

Les métaux lourds désignent en général les métaux dont le poids atomique est supérieur a
celui du fer. Ces métaux sont parfois également désignés par le terme de métaux traces ou
d’éléments traces métalliques. On considéere en général d’un point de vue toxicologique les
métaux lourds suivants : Arsenic (As), Cadmium (Cd), Chrome (Cr), Cuivre (Cu), Mercure (Hg),
Nickel (Ni), Plomb (Pb), Sélénium (Se), Zinc (Zn). lls ont une conductivité électrique élevée.
Néanmoins, quelques métaux se distinguent des autres par le fait qu’ils sont considérés
comme des oligo-éléments, c’est-a-dire qu’ils sont bénéfiques a faible dose pour 'organisme
et toxiques a forte dose. C’est le cas par exemple du cuivre, zinc, sélénium et manganése qui
sont des oligo-€léments essentiels par opposition au mercure, au plomb ou encore au

cadmium qui ont un caractére non-indispensable. Les sources de ces métaux sont
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principalement anthropiques et liées aux activités métallurgiques, industrielles ainsi qu’au trafic
routier. Du fait de leur difficulté a étre dégradés sans traitement spécifique, les métaux ne
posent pas seulement un probléme pour la pollution de lair, mais aussi un probléeme

écologique concernant notamment la qualité de I'eau et des sols.
» Les particules en suspension

Le terme particules en suspension ou matiére particulaires (« Particulate Matter, PM »)
regroupe une variété importante de substances organiques ou minérales, liquides ou solides,
en suspension dans 'atmosphére. Les particules en suspension proviennent aussi bien de
sources naturelles, comme les éruptions volcaniques, les poussiéres désertiques ou bien les
microorganismes que de sources anthropiques que sont le trafic automobile, le chauffage
domestique, les activités industrielles et métallurgiques, le traitement des déchets. Les
sources anthropiques constituent la grande majorité des sources d’émissions des PM. Les PM
sont généralement classées en trois catégories en fonction de leur granulométrie ; les PM1o
de diameétre aérodynamique inférieur @ 10 um, les PM2s (particules fines) d’'un diamétre
inférieur a 2,5 um et les PMy 1 (particules ultrafines) ayant une taille comprise entre 0,001 et
0,1 um. Dans 'atmosphére, les particules les plus fines (PMo.1) ne représentent qu’une faible
masse mais constituent en nombre, prés de 70 a 80% des particules de l'air extérieur. Les

particules feront 'objet du chapitre II.

Ainsi, 'ensemble de ces polluants majeurs constitue la problématique actuelle de la qualité de
I'air dans le monde en particulier au niveau urbain ou se concentre la majorité des sources de
pollution. Cependant, de grandes disparités sont observées entre les taux de pollution des
différentes régions du monde, notamment dans les pays en voies de développement qui

regroupent les plus fortes concentrations de polluants primaires (Tableau 3).
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Régions
Moyenne des concentrations annuelles

o ot Faote R
Alrigue 10-100 35-6o 4i-150
Asle 6-65 20-75 30-220
Australie/Nouvelle Zélande 3-17 11-28 28-127
Canada/Etats-Unis 9-35 35-70 20-60
Europe H-36 18-57 20-70
Ameérique latine 40-70 30-82 30-129

Tableau 3 : Concentrations annuelles moyennes (ug/m3) de PMo, de dioxyde d'azote et de dioxyde de soufre
pour les différentes régions du monde.
Ces résultats se basent sur une sélection de données urbaines’s.

En effet, les continents asiatique, africain et TAmérique latine représentent les trois continents

produisant le plus de dioxyde de soufre, d’oxyde d’azote et de PMyo.
> Autres

On retrouve également les « dioxines », qui désignent deux familles de composés aromatiques
tricycligues halogénés : les PolyChloroDibenzo-p-Dioxines (PCDD) et les
PolyChloroDibenzoFuranes (PCDF). lls sont chimiquement trés stables, méme en milieu
acide, et se décomposent thermiquement a des températures de I'ordre de 800 a 1 000°C. De
plus, ces molécules présentent une forte tendance a s’adsorber a la surface des particules
atmosphériques, méme si leur quantification est rarement réalisée en raison de la complexité
matricielle?®. Ces composés sont libérés dans I'environnement a trés faibles doses a partir de
divers processus anthropogéniques (incinération des déchets ménagers et hospitaliers, la
production d’acier, la combustion d’énergies fossiles, le chauffage au bois traité, la production
d’électricité et la fumée de tabac), mais aussi par des causes naturelles (feux de forét et les
éruptions volcaniques). Des données récentes suggérent des effets hormonaux, immunitaires

et sur le cancer aprés des expositions a long terme?’.

La classe des PolyChloroBiphényles (PCB) est également retrouvée dans l'atmosphére,
constituant l'une des familles de composés organochlorés les plus présentes dans
environnement en raison de leur utilisation importante et de leur résistance a la dégradation.

Ceci entraine une contamination non négligeable des chaines alimentaires.
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Les HAPs retrouvés dans l'air proviennent principalement de la combustion de matiéres
carbonées, y compris de biomasse comme les bio-carburants, le Diesel et le bois, entrainant
souvent des pics d'exposition pendant les mois d'hiver. Des experts ont reconnu la difficulté
d'évaluer quantitativement les effets sur la santé dus aux mélanges d'HAPs et ont reconnu
que, a des fins indicatives, le benzo(a)pyréne pouvait étre considéré comme indicateur
quantitatif des HAPs.

b. Les polluants secondaires
Les polluants secondaires sont des polluants qui ne sont pas émis directement dans
latmosphére, mais qui résultent de la transformation physico-chimique des polluants

primaires, avec des éléments naturels de l'air, au cours de leur séjour dans 'atmosphére.
» L’ozone troposphérique (O3)

Au niveau de la troposphére, 'O3; est 'un des principaux polluants secondaires. En effet, ce
dernier est indépendant des sources naturelles et anthropiques. |l est formé a partir de
polluants primaires par oxydation photochimique, notamment a partir des NOx et des COVs,
sous l'action des rayons du soleil. L’'ozone est un puissant oxydant qui résulte de la réaction
de recombinaison d’un atome d’oxygéne (O) avec une molécule de dioxygéne (O2). Dans la
troposphére, 'atome d’oxygéne nécessaire est introduit par photodissociation du NO», sous
action du rayonnement solaire (1). En milieu non pollué, le NO formé réagit avec I'Os pour
former le NO- (2). Il existe ainsi un ensemble de réactions, un cycle de formation/dégradation
de 'ozone, conduisant a un équilibre entre NO2, NO et Os. En milieu pollué, notamment dans
les grandes agglomérations, le cycle équilibré NOx/O3 est perturbé par la présence de COVs

qui déplacent I'équilibre vers une plus grande formation de 'O3"°.

(1) NOz + hy =>NO + O et O + 0, => O3
(2) NO + O3 =>NO, + O,

Méme si cet ozone est dégradé rapidement en NO, en quasi-totalité par la production
importante de ses précurseurs (NO) par le biais des activités humaines, cela reste un probléme
majeur en région péri-urbaine, ou le NO se retrouve en concentration plus faible, ce qui conduit
a 'accumulation de 'ozone, plus difficilement dégradé. Cette préoccupation est d’autant plus
importante que 'ozone est un gaz pro-oxydant nocif pour 'homme qui pénétre facilement
jusqu’aux voies respiratoires profondes. La concentration de ce polluant est passée de 10 ppm
en 1874 a 50 ppm dans les années 2000. C’est seulement depuis 2005, suite aux différentes
réglementations mises en place par la majorité des grandes puissances, que la concentration
de l'ozone troposphérique a enfin cessé d’augmenter en Europe et Amérique du Nord. En
Europe, on considére cependant que l'ozone reste un polluant préoccupant malgré sa

diminution progressive de fagon générale depuis 2006 %223,
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» Les nitrates (NO3’)

Les nitrates (NO3’) sont des ions minéraux de I'acide nitrique, éléments nutritifs essentiels pour
les végétaux. Leur formation est trés fortement liée aux activités anthropiques, notamment par
le phénoméne de combustion qui produit de 'oxyde nitreux (N20) et du peroxyde d’azote
(N204), a partir desquels se forment d’'importantes quantités de nitrates dans I'atmosphére.
Les oxydes d’azote se transforment ensuite spontanément en anhydride nitrique qui, en se
combinant avec 'ammoniac (NHs) présent dans l'air, engendre du nitrate d’ammonium
(NH4sNO3). Ce NH4NOs3 contribue également fortement a laugmentation de la pollution
particulaire par le fait qu’il est un des principaux composés chimiques retrouvés au sein des
particules. L’acide nitrique, produit en excés, est entrainé par les précipitations, contribuant
ainsi au phénoméne des pluies acides, pour ensuite se diffuser et s'infilirer dans les sols
atteignant les eaux souterraines ou superficielles, modifiant le pH des milieux naturels et

perturbant les écosystémes.
> Les sulfates (SO4*)

Les sulfates (SO4%) sont des anions qui constituent la forme biogéochimique du soufre la plus
répandue dans les écosystemes et se forment en permanence dans I'atmosphére par
oxydation de dérivés du soufre. Tout comme les nitrates, ils réagissent ensuite avec
lammoniac et divers cations métalliques présents dans l'air et participent au phénoméne des

pluies acides.

6- Evaluation de la pollution atmosphérique
L’évaluation de la pollution atmosphérique s’effectue par la mesure de certains polluants, dont
les effets sanitaires sont connus, et mesurables. Ces polluants sont appelés indicateurs de
pollution. Les principaux indicateurs de pollution sont I'Os, le NO2, le SO, et les PM. Ces
indicateurs font l'objet d’une réglementation européenne (la directive 2008/50/CE) dans
laquelle sont définies des normes telles que les valeurs limites d’exposition a ne pas dépasser
afin « d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la santé humaine et/ou
environnement dans son ensemble ». Ces valeurs limites sont dérivées des valeurs guides
de qualité d’air ambiant de TOMS qui se fonde sur 'analyse d’études épidémiologiques et
toxicologiques. Les premieres lignes directrices de 'OMS ont été établies en 1987 et la
derniére révision date de 2016 ?*. L'OMS y indique des valeurs guides pour aider les pays a
établir des normes en prenant en compte les contraintes, les possibilités et les priorités de

santé publique (Tableau 4).
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Polluant

Valeurs guides de ’'OMS

20 ug/m® moyenne annuelle 50 pg/m® moyenne sur 24h

10 pg/m3moyenne annuelle

25 pug/m® moyenne sur 24h

100 pg/m3 moyenne sur 8h

40 pyg/m® moyenne annuelle

200 pg/m® moyenne horaire

20 pyg/m® moyenne annuelle

500 pg/m3 moyenne sur 10 min

Tableau 4 : Valeurs guides de 'OMS’3.

De nouvelles mises a jour de ces valeurs guides sont attendues suite a la consultation en 2015

d’'un groupe d’experts internationaux, avec en particulier une priorisation de polluants a ré-

évaluer (Tableau 5)%*.

Données récentes Données récentes Données récentes Données récentes ne
justifiant une ré- justifiant une ré- justifiant une ré- justifiant pas d’'un
évaluation évaluation évaluation besoin de ré-évaluation
(Groupe 1) (Groupe 2) (Groupe 3) (Groupe 4)
Particules Cadmium Arsenic Mercure
Ozone Chrome Manganeése Amiante
Dioxyde d'azote Plomb Platine Formaldéhyde
Dioxyde de soufre Benzéne Vanadium Styrene
Monoxyde de carbone PCDD et PCDF Butadiéne Tétrachloroéthylene

HAPs Trichloroéthylene Disulfure de carbone
Acrylonitrile Fluorure
Sulfure d’hydrogéne PCBs

Chlorure de vinyle

1,2-dichloroéthane

Toluéne

Dichlorométhane

Nickel

Tableau 5 : Résumé des conseils d'experts en matiére de polluants?*.

Les particules atmosphériques, traitées dans les chapitres suivants, ont été inclues dans le

groupe 1 qui concerne les polluants jugés comme étant prioritaires par les experts pour une

ré-évaluation de leurs valeurs guides.
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ll- Pollution particulaire
1- Définition
La pollution atmosphérique étant devenue une préoccupation majeure au niveau mondial
durant ces derniéres décennies, la pollution particulaire tient le réle principal au sein de cette
problématique. Cette pollution particulaire est définie, par TOMS et 'agence de protection de
'environnement des Etats-Unis (US Environnemental Protection Agency, « US-EPA »),
comme « un mélange de particules solides microscopiques et de gouttelettes liquides en
suspension dans l'air ». Le terme pollution particulaire regroupe différentes appellations. On
parle de pollution particulaire pour les aérosols qui regroupent les fumées noires, les
poussiéres, les brouillards ou bien encore des particules en suspension d’origines diverses
renfermant des composés chimiques et/ou biogéniques. Le terme aérosol est défini comme
une suspension de particules solides ou liquides dans un gaz, provenant de sources
anthropiques ou naturelles, directes ou indirectes. Du fait de leur trés faible sédimentation
gravitationnelle liée a leur faible masse, les particules atmosphériques peuvent étre
transportées sur plusieurs milliers de kilométres selon leur taille et leur comportement
aérodynamique et demeurer longtemps en suspension dans I'atmosphére?®. Les différentes
sources d’émissions, les conditions météorologiques (vent, pluie, température, pression
atmosphérique) ainsi que la topographie environnementale provoquent 'accumulation de
particules a différents endroits spécifiques de I'atmosphére en fonction de leur taille et de leur
composition physico-chimique. Les particules sont généralement classées en fonction de leur
taille, un des paramétres déterminant I'impact qu’elles peuvent avoir sur la santé. Dans le
domaine scientifique, on parle plus communément de diamétre aérodynamique, tel que défini

dans le paragraphe 3.

2- Cycle de vie de la matiére particulaire
Les particules atmosphériques peuvent étre réparties en deux catégories : les particules

primaires et les particules secondaires (Figure 4).
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Figure 4 : Classes d’aérosols selon leur mode de formation et leur taille?®.

Les particules primaires sont des particules émises directement dans I'atmosphére. Elles
peuvent provenir de sources naturelles, issues de I'érosion éolienne, d’éruptions volcaniques,
de débris d’origine végétale issus de feux de forét, des embruns marins ou bien de sources
anthropiques, que produisent principalement I'industrie, le transport routier, aérien et maritime,
les combustions de combustibles fossiles et les incinérations d’ordures ménagéres.
Contrairement aux particules primaires, les particules secondaires sont issues de réactions
physico-chimiques, majoritairement a partir des processus de conversion gaz-particules, a
partir d'autres polluants primaires appelés précurseurs. Les gaz précurseurs des particules
secondaires sont essentiellement le SO, les NOx, le NH3 et les COVs. Du fait de la diversité
de ces précurseurs, les particules atmosphériques constituent un ensemble trés hétérogéne

de par leurs caractéristiques physico-chimiques et/ou biologiques différentes selon leurs
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sources d’émission (particules primaires) et leur processus de formation dans I'atmosphére
(particules secondaires). Les particules atmosphériques peuvent étre caractérisées selon leur
taille, concentration en masse, concentration en nombre ou composition chimique spécifique.
La description la plus fréquente et celle utilisée par la législation européenne pour déterminer
les valeurs limites d’exposition et d’émission correspond a la concentration massique (en
ug/m?3). Ces particules se forment dans I'atmosphére a différentes échelles granulométriques

(Figure 4), et suivant des mécanismes plus ou moins complexes.

Les processus de formation des matiéres particulaires se résument généralement a trois
mécanismes de transfert de masse entre la phase gazeuse et la phase particulaire que sont

la nucléation, la coagulation et la condensation?’.

Un pourcentage non négligeable de particules atmosphériques est formé par nucléation
homogéne a partir d'une phase gazeuse. La nucléation est le mécanisme de base de la
formation des nouvelles particules dans 'atmosphére. Les particules formées ont un diamétre
aérodynamique compris entre 1 et 2 nm. Le phénoméne de nucléation est souvent basé sur
la combinaison d’'une molécule d’acide sulfurique (H2SO.) et d’'une molécule organique. En

effet, sous I'action de la lumiére du soleil, le SO, se transforme en H2SOs,.

La formation de particules par condensation est un processus par lequel des molécules
gazeuses se condensent sur les particules. Ce mécanisme augmente le diamétre des

particules tout en conservant leur nombre.

Les particules peuvent également se former par coagulation, processus qui augmente le
diamétre des particules primaires en diminuant leur nombre. Il s’agit ici de la formation d’'une

particule a partir de la combinaison de deux ou plusieurs particules élémentaires (Figure 5).

Gaz Aérosols Nuage

Nucléation Condensation Coagulation

® Q

- o 14N

Molécules lon Nanoparticule & o O Particule fine Novau
d’air stable {aitken et accumulation) de condensation
+ vapeur
| ] 1 | ] 1
0.1 nm 1 nm 10 nm 0.1 um 1 um 10 um

Figure 5 : Principaux processus de formation des particules?.

38



Une fois formée, les particules atmosphériques ont une durée de vie plus ou moins longue
selon leur composition chimique et leur taille. Leur durée de séjour dans I'atmosphére est
également grandement influencée par les différents paramétres météorologiques avec
lesquels elles peuvent étre mises en contact comme par exemple le vent, 'humidité ou bien
encore les diverses précipitations. L’élimination de ces particules ou plutét la diminution du
nombre de particules atmosphériques, peu importe leur taille, se fait par différents
mécanismes que I'on appelle dépbts secs ou dépdts humides (Figure 3). Il existe deux types
de dépbt sec. Tout d’abord, le processus de diffusion permet I'élimination des aérosols de
petite taille (<10 nm). C’est un phénomene de transport de matiere irréversible qui tend a
uniformiser la distribution particulaire dans I'atmosphére en s’effectuant dans le sens des
concentrations décroissantes. Cette diffusion est responsable du temps de résidence
atmosphérique court des nanoparticules, de quelques minutes a quelques jours. Le deuxiéme
mécanisme de dépbt sec est le processus de sédimentation sous l'effet de la gravité terrestre,
qui constitue le mode d'élimination majeur des grosses particules (>1um). Ces particules
grossiéres ont également un temps de résidence atmosphérique court, de 'ordre de quelques
minutes a quelques jours. Les particules fines qui ne sont éliminées efficacement ni par
sédimentation, ni par diffusion tendent a demeurer plus longtemps dans l'atmosphére (de
quelques jours a quelques semaines) et sont éliminées par le mécanisme du dépét humide. Il
correspond aux dépodts par précipitation sous forme de pluies, brouillard ou neige?®. On
distingue deux phénoménes appelés « rain-out » et « wash-out ». Le rain-out est le piégeage
des particules pendant la précipitation alors que le wash-out ou le lessivage correspond a la

capture des particules par les gouttelettes des nuages en cours de croissance.

Les particules évoluent donc tout au long de leur durée de vie, par le biais de réactions
chimiques et physiques (nucléation, condensation, coagulation) avant d’étre éliminées de

I'atmosphére en retombant au sol par voie séche ou humide®.

3- Taille des particules atmosphériques
La taille des particules, comme leur origine et leur composition physico-chimique,
conditionnent leurs impacts sanitaires. Au sein d’'un aérosol, la granulométrie des différentes
particules est trés hétérogéne. Les particules atmosphériques sont donc discriminées les unes
par rapport aux autres principalement par leur diameéetre aérodynamique qui varie
approximativement entre 0,001 et 100 uym. Les particules atmosphériques étant de formes et
de densités variables, il est difficile de leur attribuer un diamétre géomeétrique fixe. Pour pallier
ce probléme, le concept de « diamétre aérodynamique » a été défini comme le diamétre d'une
sphére a la densité normalisée de 1 g/cm?® et qui a la méme vitesse de chute dans I'airimmobile
ou fluide que les particules dont on ne connait pas précisément la forme. C'est ce diamétre

aérodynamique des particules qui détermine leur transport dans l'air, leur élimination de
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I'atmosphére et leur déposition dans les voies respiratoires. Ainsi, les particules en suspension
sont regroupées en plusieurs classes dont les plus connues sont : les particules totales en

suspension (Total Suspended Particles, TSP), les PMyo, les PM, s, les PM; et les PMo 13"

Les TSP regroupent les particules totales en suspension dont la taille peut atteindre quelques

dizaines de micrométres®.

Les PMyo sont les particules ayant un diamétre aérodynamique théorique inférieur ou égal a
10 um. Dans les études toxicologiques, elles sont appelées « particules grossiéres »* et sont
connues pour leurs propriétés cytotoxiques et pro-inflammatoires®*%. Elles sont le plus
souvent issues de processus mécaniques (remises en suspension, érosions) et leur

composition est en général proche de celle du matériau d’origine.

Les PM.s ou encore appelés « particules fines » sont des particules ayant un diameétre
aérodynamique inférieur ou égal a 2,5 ym et sont majoritairement formées a partir de la
conversion des gaz et de particules en « particules secondaires ». Elles proviennent aussi de
la condensation des particules primaires avec des gaz précurseurs (SO,, NOx) et de la
coagulation des particules primaires issues des combustibles fossiles. Cette fraction fine des
particules posséde une capacité élevée d’adsorption de composes chimiques et biogéniques
tels que des COVs, des HAPs, des microorganismes mais également des métaux tels que
I'As, le Pb, le Zn, le Cd, le Ni ou le Cr®®-3_ Elles ont également la propriété de pénétrer dans
I'appareil respiratoire inférieur®®, ce qui les associe souvent a diverses pathologies
respiratoires et cardiovasculaires®4%41, Les particules fines influent considérablement sur
I'environnement par le fait qu’elles peuvent rester dans l'atmosphére pendant plusieurs
semaines et étre transportées a des centaines de kilométres par les différentes précipitations

et vents atmosphériques.

Les PMo1 sont les particules également appelées « particules ultrafines » ou encore
« nanoparticules » et dont le diameétre aérodynamique est inférieur ou égal a 0,1 um. Ces «
nanoparticules » représentent une faible masse au regard des autres particules
atmosphériques mais un nombre élevé, soit 70 a 80% des PM totales. Elles résultent
notamment de processus de nucléation (formation de particules solides ou liquides a partir de
précurseurs gazeux, en phase homogéne ou hétérogéne). Leur durée de vie est bréve car
elles disparaissent en grossissant par coagulation entre elles ou avec des particules plus

grosses (Figure 6).
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Figure 6 : Distribution de taille de particules normalisée de I'aérosol typique de la chaussée*?.

Grace a leur trés petite taille, elles possedent des propriétés de pénétration intracellulaire bien
spécifique et peuvent se déposer au sein des voies respiratoires distales*. Etant donné que
ce sont les plus petites particules qui vont pénétrer le plus profondément dans les voies
respiratoires, il est donc important de tenir compte de la masse mais également du nombre de

particules lorsque I'on caractérise un aérosol.

La morphologie des particules est trés variable, pouvant aller de particules sphériques
agglomérées (cas des particules Diesel ou de combustion) a des formes cristallines
organisées (cas des aérosols issus d’embruns marins). Si la taille et la composition chimique
des particules sont souvent considérées comme les caractéristiques les plus importantes, il
convient de noter que leur surface spécifique, voire leur morphologie et leur état de surface,

peuvent également jouer un rdle dans leurs propriétés toxicologiques ou écotoxicologiques.

4- Composition chimique des particules
Comme nous l'avons décrit précédemment, les particules atmosphériques présentent une
grande hétérogénéité et sont en perpétuelle évolution. Les particules peuvent étre composées
d’'une fraction organique et/ou inorganique, dont les proportions dépendent de leur source
d’émission ainsi que de leur contact atmosphérique.
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On trouve dans les particules des éléments et des composés minéraux, ainsi que des

composés organiques et biologiques, dont les principales composantes sont habituellement :

1) du sulfate d’ammonium et du nitrate d’ammonium formés dans I'atmosphére a partir de
Fammoniac et des acides sulfurique et nitrique produits par oxydation des oxydes de soufre et

d’azote.

2) du carbone élémentaire (EC), encore appelé carbone suie ou Black Carbon qui existe sous
deux formes cristallines, le diamant et le graphite. Le carbone élémentaire est constitué a
quasiment 100% d'atomes de carbone et est chimiquement inerte. Les particules de EC sont
émises directement dans I'atmosphére au cours des processus de combustion de matiére
organique et notamment lors du trafic routier et de feux de forét, émettant des cendres volantes
ainsi que des particules de suies Le graphite peut étre présent dans les résidus de combustion
en mélange pauvre. Il est susceptible d'adsorber du carbone organique imbrulé au cours de la
phase de refroidissement de la combustion, c'est un processus bien connu par exemple dans
le cas des particules émises par les moteurs Diesel ou lors de la combustion du charbon ou
du bois. Des microparticules de EC sont également émises lors de I'abrasion des pneus, le

graphite étant un composé majeur dans les caoutchoucs employés.

3) du carbone organique (OC), fraction regroupant tous les composés organiques
fonctionnalisés issus notamment de combustions incomplétes (moteurs et foyers fixes de
combustion, feux de biomasse), soit émis directement dans I'atmosphére, soit formés in-situ
par condensation ou nucléation des produits de dégradation photochimique des COVs
primaires d’origine naturelle (terpénes) ou anthropique (échappement des véhicules
automobiles, foyers de combustion). La fraction OC est une matrice complexe, constituée
d'une multitude de composés appartenant aux familles des alcanes, des acides carboxyliques,

des alcools, des aldéhydes, des cétones, des esters, des HAPs, des dioxines...

4) des composés minéraux et des sels (silicates d’aluminium, carbonate de calcium, chlorure
de sodium) issus de phénomeénes d’abrasion et d’envols de poussiéres (chantiers, graviéres,
travail des sols en agriculture, érosion des routes et des sols, poussiéres désertiques,

embruns).

5) des métaux provenant de processus d’abrasion (envolées de poussiéres, freinage des
véhicules), d’émissions liées a des processus industriels (métallurgie) et aux combustions

(chauffages, incinérations).

6) des composés d’origine biogéne comme les pollens, les spores et divers microorganismes

(virus, bactéries, champignons), constituant en général de grosses particules.
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La majeure partie de la masse des PMio et PM.s est constituée de nitrates, sulfates,
ammonium, sel marin, carbone et matiére organique, dans des proportions qui sont toutefois
variables. La fraction minérale peut représenter de 40 a 70 % de la masse des particules et
constitue généralement la fraction dominante. Dans 'atmosphére, ces composés chimiques
peuvent former des particules différentes ou étre associés sur une méme particule, a la suite
de la condensation d’'un gaz sur une particule déja existante (nucléation hétérogéne). Ainsi,
souvent les particules sont constituées d’un noyau central de carbone élémentaire entouré
d’'une couche de surface comportant des composés minéraux et des composés organiques
(Figure 7)

Matiére erganique condensée
(acides gras, substances humiques, HAP...)
Eau

Electrolytes

(NH )50, NHNO,
Na(Cl

Carbone suic

Particules minérales
(CaCO,, argiles, Si0,...)

Compesés métalliques (Pb, Zn, Cd, Fe...) 0.01-10pm

Figure 7 : Structure hypothétique d'une particule d'aérosol**.

Par exemple, lors d'échantillonnage d’aérosols a lintérieur de cheminées d’'une usine de
fabrication d'alliages de ferromanganése (FeMn) a Dunkerque, l'analyse individuelle des
particules collectées a montré une forte proportion de particules de support métallique (Mn"
[Fe’) constituées essentiellement d'aluminosilicate mixte issus des minerais originaux et de
composés métalliques (Fe, AL, Si). Aprés analyse des particules collectées dans
I'environnement proche de l'usine, il a été observé que ces particules ont évolué rapidement
(en quelques minutes) apres émission par adsorption de gaz COVs et d'acide sulfurique émis

par la végétation alentour mais aussi par 'agglomération avec des particules préexistantes*.

Dans une autre étude, la composition de particules issues de la combustion de Diesel et de
bioDiesel a eégalement été déterminée et il a été observé que ces deux types de particules
avaient une composition bien différente, essentiellement par rapport aux HAPs et aux
métaux*®. En effet, des moyennes de concentrations plus élevées en carbone élémentaire et
organique ainsi que des forts taux de Cu et Mo ont été mesurés dans les particules de
bioDiesel alors que les particules issues de Diesel contenaient des concentrations

significativement plus élevées de Pb. Il a également été observé que la concentration totale
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de HAPs libérés pendant l'utilisation du carburant Diesel était 1,9 fois supérieure a celle du

bioDiesel.

D’autres études ont également étudié la composition de particules issues de moteur Diesel et
ont observé une composition différente de I'étude précédente. Les particules étaient
composées de 41% de carburant imbrulé, de 25% d’huiles imbrulées, de 14% de mélanges
de sulfates et d’eau, de 13% de cendres et de 7% de carbone, formant le noyau carboné

autour duquel se forme la particule.

Connaitre la composition chimique des particules atmosphériques permet donc d'étudier les
sources en un lieu donné et parallelement de rechercher les raisons de la toxicité
éventuellement engendrée par celles-ci. Certaines sources sont bien caractérisées telles que
les poussiéres désertiques ou bien les particules de moteur Diesel et dans une moindre
mesure les particules de tir, alors que d’autres le sont beaucoup moins telles que les particules

de fumigénes.

5- Méthodes de mesure de la pollution particulaire
Les méthodes de mesure des particules en suspension sont multiples et variées, en raison de
leur nature extrémement complexe et diversifiée. En effet, la description complete de la
pollution particulaire nécessite la mise en ceuvre de différentes méthodes basées sur trois
approches®® : la détermination de la concentration massique exprimée en microgrammes par
meétre cube d'air, la détermination du nombre de particules et enfin l'analyse de leur
composition chimique. Le comptage permet de quantifier les particules trés fines. Les aérosols
ayant également une composition trés variée, dont dépendent leurs effets sur la santé, la
détermination de la taille et de la composition chimique des particules permet d'améliorer les
connaissances sur leur origine et leurs mécanismes de formation*®. La plupart de ces
méthodes sont toutefois colteuses, assez lourdes a mettre en ceuvre et donc difficilement

applicables en routine au sein des réseaux de surveillance de la qualité de l'air.

La caractérisation des particules en suspension comporte toujours une phase de prélevement,
suivie d'une phase de mesure ou d'analyse. Les particules en suspension peuvent étre
prélevées soit par aspiration d'un volume d'air au moyen d'une pompe, soit par dépét passif.
Dans ce cas, I'échantillonnage des particules se fait par dépét naturel (dépét sec par gravité
ou dépdét humide par les précipitations) sur un support de collecte. Les supports les plus utilisés
(normés) sont les plaquettes de dépobt et les collecteurs de précipitations (jauges Owen),
utilisés notamment pour les prélévements de métaux ou de dioxines. Mais il est possible
d'utiliser d'autres dispositifs, tels que des plaques de verre. Cette méthode nécessite des
temps d'échantillonnage trés longs pour recueillir suffisamment de matiére, de 1 a 2 mois. De

plus, I'échantillon sera constitué de particules de diamétres variables, avec une proportion
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importante de « grosses » particules, présentant un risque toxicologique par inhalation faible.
Il n'existe aucune relation de transfert entre la concentration par unité de surface et la

concentration dans l'air.

Dans le cas d'un prélevement par aspiration, on peut distinguer les prélévements sans coupure
ou avec coupure granulométrique. Ces derniers sont effectués a l'aide d'une « téte » de
prélevement qui, par sa conception, ne capte en théorie que des particules de diameétre
aérodynamique inférieur a une valeur définie. Il existe également les prélévements avec
fractionnement granulométrique réalisables a l'aide d’impacteurs en cascade permettant
d'étudier la distribution granulométrique. Un impacteur en cascade est constitué d'une
succession d'étages dits d’'impaction, comportant chacun un ajustage dirigeant un jet d'air a
haute vitesse contre une surface solide. Les particules supérieures a un diamétre donné ont
une inertie telle qu'elles vont s’impacter sur cet obstacle, perpendiculaire au jet, sur lequel est
posé un filire. Les particules les plus fines sont entrainées vers I'étage suivant par le flux d'air
qui contourne l'obstacle. On récupére ainsi a chaque étage des particules de plus en plus
fines. L'étude de la distribution granulométrique des aérosols peut également se faire a l'aide

d'appareils utilisant les propriétés physiques, notamment électriques.

L’échantillonnage sera suivi d'une phase de mesure ou d'analyse, permettant de déterminer
la masse ou du nombre de particules, d’effectuer une caractérisation chimique portant sur un

ou plusieurs composés*.
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- Impact sanitaire de la pollution particulaire
1- L’appareil respiratoire : voie d’accés principale
a. Fonction et structure (Généralités)
La pollution particulaire provoque d’'importants effets sanitaires chez ’homme, voire méme de
nombreux décés prématurés, ce qui mobilise fortement le monde de la recherche scientifique

depuis plus d’'une cinquantaine d’année.

Les polluants atmosphériques sont en contact direct avec I'appareil respiratoire de 'lhomme
avec une moyenne de 15 m? d’air respiré par jour ainsi qu’une surface d’échanges gazeux
pouvant atteindre les 100 m?%°. Le poumon constitue ainsi l'interface la plus importante entre
le milieu extérieur et l'organisme, ce qui, par son réle dans I'oxygénation des différents tissus,
lui confére un intérét particulier en toxicologie. Il est une cible privilégiée pour les différents
agents toxiques et polluants susceptibles de se trouver dans l'air que nous respirons comme

des microorganismes mais aussi des composés gazeux et particulaires.

L’appareil respiratoire est un organe complexe dont la principale fonction est d’assurer
léchange d’O2 et de CO2, au niveau des alvéoles pulmonaires, entre l'air et le sang afin
d’approvisionner les différents organes du corps humain en oxygéne. Il est constitué de trois
régions fonctionnelles distinctes que sont les voies respiratoires supérieures, les voies

respiratoires inférieures et les voies respiratoires distales.

Les voies respiratoires supérieures sont constituées par les voies de conduction, localisées
dans la région extra-pulmonaire. Elles comprennent les fosses nasales, le larynx, le pharynx
ainsi que la trachée. Les fosses nasales ont pour réle de percevoir les odeurs par
lintermédiaire d’'un épithélium olfactif et sont associées a un épithélium respiratoire,
cylindrique, cilié, pseudo stratifié dont la fonction est de réchauffer, humidifier et filtrer I'air
inspiré grace a un réseau trés dense de capillaires sanguins. En dessous des fosses nasales
se trouve le pharynx, carrefour entre les voies respiratoires et le tube digestif, suivi du larynx
ou se situe I'épiglotte ainsi que les cordes vocales. Faisant suite au larynx, se trouve la trachée,
tube flexible composé d’anneaux cartilagineux incomplets et qui permet d’amener l'air riche en
oxygéne aux poumons et de rejeter l'air saturé en CO,. La trachée est composée d’un
épithélium de type respiratoire renfermant de trés nombreuses cellules caliciformes. Sa
surface est humidifiée par des sécrétions muqueuses et séreuses qui contiennent des
anticorps de type IgA, intervenant comme agent protecteur contre les infections. Les
battements ciliaires font remonter le film muqueux vers le larynx englobant des particules

étrangéres contenues dans l'air inspiré qui n'auraient pas été retenues en amont?’.

Les voies respiratoires inférieures comprennent les voies de conductions de l'air situées dans

la région intra-pulmonaire que sont les bronches. Les parois de ces derniéres contiennent du
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cartilage et des glandes séromuqueuses. L’arbre trachéobronchique est composé d’un
épithélium de revétement mucociliaire pseudostratifié constitué de trois types de cellules : les
cellules sécrétrices qui regroupent les cellules & mucus et les glandes séreuses, les cellules
ciliées et les cellules basales. Cet épithélium participe a la fonction de clairance au niveau des
voies respiratoires, processus physiologique majeur dans la protection des poumons contre
les agressions extérieures. Le mucus sécrété par I'épithélium trachéobronchique est composé
de deux phases ; une couche superficielle épaisse, de viscosité élevée et une couche sous-
jacente, le liquide périciliaire dont la fluidité permet le battement ciliaire et le déplacement du
mucus sécrété dans le sens rétrograde afin d’assurer la remontée des particules déposées
dans les voies aériennes et leur élimination. L’épithélium bronchique est également capable
de produire de nombreux médiateurs comme des dérivés lipidiques, des facteurs de
croissance, des peptides broncho-constricteurs ou encore une grande diversité de cytokines

et de chimiokines impliquées dans la réponse inflammatoire®'.

Les voies respiratoires distales sont composées essentiellement des bronchioles et des
alvéoles pulmonaires. L’épithélium bronchique est un épithélium monostratifi€¢ composé de
trois types cellulaires différents : les cellules ciliées, neuroendocriniennes et de Clara. Cet
épithélium bronchique ayant également la fonction de sécrétion de mucus, joue un réle
important dans l'ouverture des alvéoles pulmonaires par lintermédiaire d’une baisse de
tension due a la production de surfactant en plus d’assurer un réle de protection mécanique
vis-a-vis du milieu extérieur grace a la cohésion des cellules entre elles®?. L’'épithélium
alvéolaire, quant a lui, est également monostratifi€ mais est composé de seulement deux types
cellulaires, les pneumocytes de type | et de type de Il (présents en nombre équivalent mais
avec une majorité de surface de plus de 90% des pneumocytes de type I) qui, a eux deux,
constituent une mince barriére a travers laquelle s’effectuent les échanges gazeux entre le

sang et l'air®3,

L'appareil respiratoire est caractérisé par une hétérogénéité cellulaire qui se traduit par la
présence d'une quarantaine de types cellulaires. Les différentes caractéristiques de ces
cellules fournissent aux épithéliums bronchiques et alvéolaires leurs fonctionnalités
complexes. Il en résulte un systéme de défense particulierement efficace ; d'une part grace
aux caractéristiques anatomiques trés spécifiques des voies respiratoires et d'autre part grace
a son systéme de défense intrinséque sécrétant de nombreuses molécules®. En effet, en plus
de son action de barriére physique, I'épithélium bronchique joue un réle crucial dans la réponse
a l'exposition aux particules en déclenchant et en augmentant les mécanismes de défense
pulmonaire au travers de la synthése et la libération de divers médiateurs pouvant induire la

différentiation, le chimiotactisme, et I'activation inflammatoire de cellules®®.
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b. Mécanismes de dépébt particulaire au sein de I'appareil respiratoire
L'appareil respiratoire constitue la voie majeure de pénétration des particules atmosphériques
dans l'organisme et leur pénétration est d'autant plus importante lorsque l'individu pratique une
activité physique ou présente des fonctions pulmonaires altérées. Les particules, une fois
inhalées, peuvent soit étre rejetées via différents mécanismes de défense, soit se déposer
dans les différentes régions de l'arbre respiratoire. Ce dépbt n'est généralement pas uniforme
dans I'ensemble des voies respiratoires. En effet, le profil granulométrique des particules, leurs
degrés d'agrégation et d'agglomération ainsi que la géométrie des voies respiratoires
conditionnent étroitement le degré de pénétration, de rétention et d’élimination des
particules®'. Le dépdt des particules dans l'appareil respiratoire s’effectue selon cing

principaux mécanismes®® (Figure 8).

Tout d’abord, les particules peuvent se déposer au sein des différentes voies de conduction
par impaction. Les particules en suspension ont tendance a suivre leur trajectoire initiale.
Toutefois, lorsqu'elles atteignent une courbe dans les voies aériennes, du fait de leur inertie,
de nombreuses particules ne peuvent suivre le changement de direction de l'air et s’impactent
sur les parois au niveau des bifurcations. La probabilité d'impaction dépend de la vitesse de

I'air et de la masse de la particule.

La sédimentation représente le deuxieme mécanisme de dépbt. L’attraction gravitationnelle et
la résistance de l'air finissent par annuler la flottabilité des particules ce qui entraine leur dép6t
sur la muqueuse pulmonaire. Ce type de dépdt s’effectue essentiellement dans les bronches

et bronchioles ou la vitesse de passage de l'air est faible.

Le mécanisme d’interception consiste au piégeage des particules ne suivant pas I'écoulement
d’air ou étant trop grosses au niveau des points de jonction de I'arbre bronchique. Ce type de

dépbt concerne essentiellement les fibres comme par exemple I'amiante.

La diffusion brownienne est le dépbt de particules fines sur la paroi des voies respiratoires
apres collision aléatoire ou freinage contre d’autres molécules présentes dans l'air. La diffusion
est le mécanisme de dépbt le plus important dans les voies aériennes distales au niveau des

alvéoles pulmonaires.

Le dernier mécanisme est le dépbt par interaction électrostatique. Ce mécanisme concerne
exclusivement les particules fortement chargées, qui vont se déposer sur les parois

inversement chargées.

Il Nest pas exclu que d’autres voies de pénétration peuvent exister comme par passage

transcutané ou encore par ingestion®'.
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Figure 8 : Mécanismes de dépét des particules dans les voies respiratoires®’.

Le mécanisme de dépdt des particules va dépendre des propriétés physico-chimiques : taille,

forme, densité, charge et hygroscopie.

Les grosses particules de taille supérieure aux PMyo et les particules grossiéres (ayant un
diamétre aérodynamique se situant entre 10 et 2,5 ym) sont capables de pénétrer dans les
voies respiratoires supérieures lors de l'inhalation et sont donc captées au niveau du segment
naso-pharyngien et au niveau de la trachée par impaction et sédimentation, pour ensuite étre
évacuées par mouchage ou déglutition. Les particules les plus petites de cette classe
granulométrique (4 - 2,5 um) ont également une efficacité de pénétration dans le compartiment
alvéolaire de 50 % permettant a cette petite fraction de particules grossiéres d’atteindre le

poumon profond.

Les PM. s peuvent se déposer dans les voies aériennes inférieures au niveau des bronches,
par impaction, sédimentation et interactions électrostatiques. Ces particules sont captées par
le mucus produit par les cellules ciliées et les cellules caliciformes de I'épithélium bronchique.
Dans un mouvement ondulatoire, les poils des cellules ciliées transportent le film muqueux et
les corps étrangers qui y sont englués jusqu'au pharynx ou ils sont déglutis en continu et

éliminés par le systéme gastro-intestinal.

Les PMo.1 sont capables d’atteindre les voies respiratoires distales, bronchioles et alvéoles
pulmonaires, essentiellement par le mécanisme de diffusion brownienne. Du fait de leur tres
petite taille et de leur grande aire de surface, elles peuvent se dissoudre rapidement au sein

de I'épithélium respiratoire et sont donc en mesure de traverser la paroi alvéolaire, se
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transloquer dans la circulation sanguine afin d’atteindre rapidement d’autres organes (comme
par exemple le cceur, le foie, la rate ou méme le cerveau) pour y exercer leur toxicité?’. Ces
particules peuvent également étre phagocytées par les macrophages alvéolaires et
transportées hors du poumon par l'intermédiaire de I'appareil mucociliaire®2. Ce mécanisme
de clairance ou nettoyage s’effectue généralement en deux ou trois jours ce qui implique une
exposition hypothétique des voies respiratoires de quelques jours. Cette exposition peut se
répercuter par une toxicité envers les cellules épithéliales et endothéliales ainsi que sur les
fibroblastes et les macrophages alvéolaires. Cette exposition est généralement prolongée en
ce qui concerne les particules ultrafines du fait de leur difficulté a étre phagocytées par les
macrophages alvéolaires (contrairement aux particules fines), ce qui conduirait a leur

persistance accrue au sein des alvéoles pulmonaires (quelques dizaines de jours)%.

La norme européenne EN 481 définit également trois fractions d’aérosols dans le cadre de la

problématique santé-travail, que sont la fraction inhalable, thoracique et alvéolaire.

La faction inhalable correspond a la probabilité moyenne de pénétration des particules en
suspension dans l'air dans les voies respiratoires a travers le nez et la bouche pendant

linhalation, soit les particules comprises entre 100 et 10 pm.

La fraction thoracique correspond a la probabilitt moyenne de pénétration des particules
inhalés au-dela du larynx, c’est-a-dire dans les voies trachéo-bronchiques et dans le poumon

profond, soit les particules comprises entre 10 et 4 ym.

La fraction alvéolaire correspond a la probabilit¢ moyenne de pénétration des particules
inhalés dans les voies aériennes non ciliées (bronchioles terminales et alvéoles pulmonaires),

soit les particules de taille inférieure a 4 pm.

Il est intéressant de noter que Carvalho et son équipe a également constaté que, lorsque la
taille des particules diminue aux dimensions submicroniques, le dépét total dans le poumon
diminue également. Avec une diminution supplémentaire de la taille des particules dans
I'échelle nanométrique, le dépbt total dans le poumon augmente de nouveau a des niveaux
équivalents ou supérieurs aux particules micronisées. Ce minimum de dép6t pulmonaire total
pourrait étre attribué a la prédominance du mécanisme de diffusion par rapport aux

mécanismes d'impaction / sédimentation en fonction de la taille des particules (Figure 9)>°.
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Figure 9 : Dépbét respiratoire en fonction du diamétre particulaire.
Alv : région alvéolaire ; TB : région trachéo-bronchique5°.

Ces observations ont également été confirmées I'équipe de Sturm. En effet, lorsque la taille
des particules se situe dans I'échelle nanométrique, le dépét total augmente a un niveau
équivalent voire supérieur a celui trouvé pour les particules de taille micrométrique®. Dans la
figure 10 ci-dessous, on peut en effet observer lors d’une approche par modélisation, la
localisation de dépbt des particules en fonctions de leur diamétre nanométrique. Les particules
les plus fines de 1 nm ont tendance a se déposer majoritairement au niveau de I'arbre trachéo-
bronchique contrairement aux particules plus grosses, de 10 a 100 nm, qui se déposent plus
profondément dans la totalité de I'arbre respiratoire jusque dans les alvéoles pulmonaires
(Figure 10).

Figure 10 : Plan de dépdt planaire médian de trois nanoparticules différentes.
(A) particules de 1 nm ; (B) particules de 10 nm ; (C) particules de 100 nm?%8.
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2- Effets sanitaires induits par les particules
Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses études épidémiologiques ont vu le jour, ayant
pour but de démontrer le lien de causalité entre 'exposition a la pollution particulaire et

laugmentation de la morbi-mortalité d’origine cardio-respiratoire au sein de la population.

Les effets particulaires qui ont été le plus décrits sont ceux des particules fines et ultra-fines®.
En effet, les matiéres particulaires sont facilement déposées au niveau des bifurcations et
ramifications de l'arbre bronchique en raison de I'écoulement de l'air et des turbulences,
augmentant leur interaction avec la muqueuse pulmonaire et produisant des dommages

locaux®’.

Particules atmosphériques et pics de pollution

Depuis les années 1900, avec I'ére de I'industrialisation et I'urbanisation, la qualité de l'air a
commencé a se dégrader par l'utilisation généralisée du charbon comme source d’énergie
dans le secteur industriel et les foyers d’Europe occidentale, des Etats-Unis et d’autres nations
introduites dans un « age des fumées ». Suite a la pollution atmosphérique et aux dommages
sur la santé publique qui en découlent, les premiéres lois de contréle des émissions de fumées
se sont avérées peu nombreuses et inefficaces. Les différentes catastrophes
environnementales du milieu du XX®™® siécle, telles que le grand « smog » de Londres vont
étre a l'origine de la prise de conscience, par les autorités et les populations, de 'importance

de la pollution sur la santé humaine.

Le premier épisode de pollution atmosphérique qui ait été bien documenté quant a ses causes
et conséquences sanitaires a eu lieu dans la vallée de la Meuse en Belgique. Du 1% au 5
Décembre 1930, la combinaison de fortes pressions atmosphériques et d’'un léger vent
provenant de la ville industrielle de Liege, a entrainé la mise en place d’un épais brouillard de
particules dans la vallée. Durant ces 4 jours, de nombreux cas de troubles respiratoires et une
mortalit¢ 10 fois supérieure a la normale ont été recensés dans la population. Les
investigations menées a la suite de cet incident ont identifié la combustion de charbon des
usines de la région comme étant la source principale de la pollution caractérisée
essentiellement de SO, et d’acide sulfurique dont les concentrations ont respectivement

excédé les 100 mg/m®et 4 mg/m3 62,

Le premier accident mortel li¢ a la pollution aux Etats-Unis a eu lieu & Donora (Pennsylvanie)
en 1948. Des conditions anticycloniques particulieres ont entrainé une inversion des
températures contribuant a la formation d’un nuage chargé de particules et d’autres
contaminants d’origine industrielle. Durant cet épisode, on estime entre 5000 et 7000 (sur une
ville de 14 000 habitants), le nombre de résidents ayant développé une pathologie dont 400

ont nécessité une hospitalisation et 20 sont morts avant la dissipation du nuage®.
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A partir de I'événement du grand « smog » de Londres en décembre 1952, les études et la
mise en place de réglementations en termes de pollution de l'air se sont considérablement
renforcées. En effet, entre le 5 et 9 décembre 1952 un épais brouillard a recouvert Londres
accompagné d’une augmentation soudaine de la mortalité. A cette date, les hautes pressions
et 'absence de vent ont empéché la dispersion du nuage et emprisonné les polluants au-
dessus de Londres. Durant le « smog » les taux de fumées et de SO, ont atteint des
concentrations exceptionnelles, passant de 0,49 mg/m? a 4,46 mg/m?® pour les fumées et de
0,41 mg/m? a 3,83 mg/m?® pour le SO.. Il a été estimé par le ministére de la santé entre 3500
et 4000 le nombre de décés attribuable a cet événement de « smog ».De ces mémes
observations, les experts ont évalué a 59% la part attribuable des maladies respiratoires a
l'augmentation de la mortalité et & 22% pour les maladies cardiovasculaires®. De plus, une
analyse rétrospective a démontré qu’il y aurait eu au moins 12000 déceés supplémentaires dus
aux effets persistants de I'épisode de « smog » entre décembre 1952 et février 1953

témoignant d’un effet a long terme de la pollution de I'air sur la santé humaine®.

Au cours des années 1990, de nombreuses études ont vu le jour aux Etats-Unis, se rapportant
essentiellement aux effets des PM1g, qui étaient la référence métrologique de la pollution
atmosphérique. Lors d’'une étude regroupant les données des admissions hospitaliéres de
Chicago entre 1988 et 1993, il a été observé une augmentation de 1,27% des admissions pour
cause de problémes cardiaques, de 1,45% pour obstruction pulmonaire et de 2% pour
pneumonies lors de pics de pollution, correspondant & une augmentation d’au moins 10 pug/m?3
de la quantité des PMio dans I'air®®. Cette corrélation a été confirmée par de nombreuses
études, notamment par 'équipe de Dominici en 2005 qui a également démontré une
augmentation de la mortalité de 0,41% dans les hopitaux de 90 villes des Etats-Unis suite a

un épisode de forte pollution atmosphérique?.

Un lien de causalité entre I'exposition a la pollution particulaire et 'augmentation de la morbi-
mortalité d’origine cardio-respiratoire au sein de la population a donc été démontré lors de pics
de forte pollution®”. En effet, I'exposition aux particules atmosphériques a été associée a des
hospitalisations pour des pathologies comme I'asthme aigu et 'augmentation de la pression
artérielle systolique chez les enfants®® ainsi qu'a la ré-hospitalisation chez les patients
atteints d'infarctus du myocarde. Ces observations ont déclenché des actions législatives qui
ont abouti a des réglementations visant a limiter les effets toxiques et parfois mortels des
polluants atmosphériques?®. Ainsi, dans la plupart des pays industrialisés, les normes de rejet
dans l'atmosphére et les changements de sources de chauffages ont permis de réduire

considérablement la pollution acido-particulaire.
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Particules atmosphériques et cancers

Des études ont démontré le rOle d’'une exposition a long terme dans le développement de
pathologies chroniques et en particulier le cancer. Le Centre International de Recherche sur
le Cancer (CIRC) a classé comme cancérogene avéré (groupe |) la pollution aux particules
Diesel en 2012 et, en 2013, la pollution atmosphérique’ et les particules fines. Dans un
document publié en 2016 pour la remise a jour des valeurs guides de 'OMS, il est indiqué que
les risques estimés de cancers aprés des expositions aux PMig peuvent étre dus aux
composés chimiques présents et en particulier les HAPs. Les risques de développer un cancer

lié a 'exposition aux PMa s sont équivalents a ceux développés par les PMo.

Les particules contiennent deux familles chimiques principales qui permettent l'induction d’un
stress oxydant ; les HAPs et les métaux lourds. Plusieurs représentants de ces deux familles
sont des agents mutagénes et cancérogénes. Les cancers de la trachée, des bronches et du

poumon représentent environ 7% de la mortalité totale attribuable aux PM2sen 2010 7275,

Particules atmosphérigues et maladies respiratoires

L’exposition aux particules atmosphériques peut conduire a d’autres pathologies. Ces
particules sont capables, une fois introduites dans les poumons, de s’accumuler dans les
macrophages alvéolaires et de produire des dommages a I'ensemble de l'appareil respiratoire.
Elles peuvent, entre autres, augmenter la perméabilité cellulaire, réduire I'activité mucociliaire,
induire une production d’espéces réactives de 'oxygéne (EROs) et une libération de cytokines.
Ces événements peuvent conduire au développement et/ou a l'aggravation de maladies
pulmonaires telles que la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), I'asthme, la
fiborose pulmonaire, la bronchiolite, les rhino-pharyngites, lcedéme pulmonaire,

I'hypersécrétion bronchique’.

La BPCO est une maladie chronique progressive qui se caractérise par une limitation du débit
d'air inspiré et expiré’’. Ce rétrécissement du calibre bronchique peut étre provoqué par le
dépbt de particules au niveau des bronches favorisant la contraction des muscles lisses et
linfammation de la muqueuse bronchique des voies respiratoires et du parenchyme
pulmonaire, augmentant la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires comme ['IL-6, IL-1(,
TNF-a et IL-8 (en particulier par les neutrophiles, les macrophages activés et les
lymphocytes)’7°. Cette inflammation est généralement accompagnée d’un cedéme des parois
et d’'une surproduction de mucus par les glandes bronchiques. Le rétrécissement progressif
entraine une géne progressive et croissante a l'expiration, se traduisant par une toux
chronique et une rétention d'air dans les alvéoles. Par la suite, celles-ci se distendent, puis se
détruisent, laissant place a des espaces aériens non fonctionnels ; c’est ce que I'on appelle

I'emphyséme. La BPCO est la cinquiéme cause de mortalité en France et TOMS estime qu’elle
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tue plus de 3 millions de personnes chaque année au niveau mondial. L’équipe de Zhao a
estimé les effets a court terme de la pollution particulaire (PM.s) sur les consultations
hospitalieres en raison de maladies respiratoires générales, ainsi que la charge de morbidité
associée. Les PM.s et PM+g se sont révélés étre significativement associés a la morbidité de
la BPCO®,

L’asthme est une maladie des voies respiratoires, souvent d’origine allergique, qui se traduit
le plus souvent par une hyperréactivitt des voies aériennes, une obstruction par
'hypersécrétion de mucus et I'inflammation chronique des bronches au contact de certains
facteurs, en général inhalés comme par exemple les particules atmosphériques. La diminution
du calibre des bronches provoque une géne respiratoire importante, surtout a I'expiration,
accompagnée généralement d’une toux irritante et d’'un sentiment d’anxiété. La fonction des
particules comme adjuvant dans I'apparition de novo de l'asthme a été démontrée chez la
souris®'. Les particules en suspension induiraient la maturation des lymphocytes B et un stress
oxydatif, augmentant la production d'EROs, d’'IL-1 et d’'IL-8%". L'asthme est un probléme de
santé public majeur touchant, selon TOMS, prés de 3,5 millions de personnes en France et
300 millions dans le monde. Lorsqu’il n’est pas traité, 'asthme peut entrainer la mort (2 000
morts/an en France et 250 000 morts/an dans le monde). Plusieurs études précliniques et
cliniques ont porté sur les effets respiratoires a court terme de l'inhalation de particules fines®.
Par exemple, des études ont observé des associations entre particules de moteur Diesel,
particulierement riche en nanoparticules et réduction de la fonction pulmonaire chez les
asthmatiques®?, ainsi qu’une augmentation des indicateurs de l'inflammation chez les

adolescents asthmatiques et sains de la ville de New York®.

L’exposition aux particules peut également affecter les poumons en induisant une fibrose
importante. La fibrose pulmonaire est une maladie chronique provoquant une inflammation
permanente qui a pour conséquence de créer du tissu cicatriciel dans les poumons. Les
cellules impliquées dans le processus fribrotique sont les fibroblastes et les macrophages
produisant en excés les composants de la matrice extra-cellulaire ainsi que des facteurs
impliqués dans le remodelage tel que le TGF-B, qui stimule le dépbt de collagéne dans le
poumon. Le remplacement du poumon normal par le tissu cicatriciel provoque la diminution

irréversible de la capacité de diffusion de I'oxygéne au niveau des alvéoles pulmonaires?’.

Particules atmosphériques et maladies cardiovasculaires

Les pathologies cardiovasculaires peuvent également étre associées a I'exposition aux
particules® et les plus fréquentes sont l'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires
cérébraux (AVC), 'hypertension artérielle et 'angine de poitrine®. Une exposition a de fortes

concentrations de particules fines a été associée a des niveaux élevés de certains
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biomarqueurs comme le fibrinogéne, les facteurs de prothrombine 1 et 2 et le facteur de von
Willebrand®®. Les personnes atteintes de maladies cardiovasculaires pré-existantes, les
personnes atteintes de diabéte® et les personnes agées pourraient étre considérées comme

plus sensibles en termes de morbidité cardiovasculaire vis-a-vis de pollution de I'air®.

La composition chimique des particules ambiantes varie considérablement entre les
différentes zones géographiques, aussi est-il difficile d'identifier la composante spécifiquement
associée a une toxicité cardiovasculaire. Néanmoins, des études effectuées sur I'animal
indiquent que les métaux de transition et la matiére carbonée composant les particules
induiraient des effets cardiotoxiques®. Il a également été démontré que les gaz composants
les aérosols ambiants (O3, SO,, NO2 et CO) sont associés a la survenue d'infarctus du
myocarde, a 'augmentation de I'ensemble des hospitalisations pour pathologies cardiaques et

a 'exacerbation d'angine de poitrine liée a I'exercice chez les patients angineux stables®.

L'exposition aux particules participe chez 'homme a laugmentation de marqueurs
inflammatoires (comme le taux circulant de protéine C réactive), a des dysfonctionnements de
'endothélium et a une vasoconstriction aigué, ce qui conduirait a 'exacerbation de l'ischémie
myocardique®®2. En effet, laugmentation de la concentration de protéine C réactive est un
marqueur biologique de linflammation systémique et un facteur prédictif de maladie
cardiovasculaire®. L'augmentation de la tension artérielle® et la diminution de la capacité des
artéres a se dilater sont généralement préjudiciables aux différentes fonctions
cardiovasculaires. Le dysfonctionnement vasculaire peut étre causé par la diminution de
médiateurs tels que le NO libéré par I'endothélium vasculaire®® ou encore par une sensibilité
accrue aux facteurs vasoconstricteurs®. Les particules ultra-fines tendent a augmenter la
coagulation sanguine®%, favorisant I'activation des plaquettes®>'® et réduisant la clairance

du caillot sanguin®'.

L'inflammation systémique est également un facteur de risque bien connu pour le
développement de I'athérosclérose’®. L'équipe de Zanobetti a également corrélé
I'augmentation de 10 ug/m®de PM_ s a8 une augmentation de 2,8 mmHg de la pression artérielle

systolique et de 2,7 mmHg de la pression artérielle diastolique'®3.

Les particules fines de l'air ambiant inhalé augmentent la production d’EROs dans les voies
aériennes et les alvéoles pulmonaires et stimulent la réaction inflammatoire locale dans les
poumons. Les cytokines pro-inflammatoires et ROS libérés dans la circulation sanguine
affectent le contrle autonome cardiaque'® (fréquence cardiaque, variabilité de la fréquence
cardiaque et contractilité cardiaque), la pression artérielle, le tonus vasculaire, la coagulation

sanguine et la progression de l'athérosclérose. Ces mécanismes physiopathologiques
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pulmonaires et cardiaques exacerbent directement l'ischémie myocardique et augmentent la

mortalité cardio-vasculaire’®.

Particules atmosphériques et autres effets sanitaires :

Le systéme cardio-respiratoire n’est pas la seule cible des particules en suspension. Les
particules fines et ultrafines ont la capacité de franchir la barriére épithéliale vasculaire afin de
s’accumuler dans les autres organes trés vascularisés comme par exemple le rein, le foie ou
méme encore le systéme nerveux central'®. Les reins sont la cible des métaux lourds, tels
que le plomb et le cadmium, adsorbés aux particules qui peuvent, a long terme, entrainer une
insuffisance rénale'”1%8 D’autres effets toxiques des particules touchent également la fertilité.
En effet, I'exposition aux particules fines peut affecter I'embryon surtout lors du stade

blastocystaire tout en n’interférant pas dans le développement précoce de 'embryon®,

La rupture des barriéres naturelles, y compris les barriéres épithéliales nasales, intestinales et
pulmonaires, ainsi que la barriere hémato-encéphalique facilite le passage des polluants
atmosphériques et plus précisément de la matiére particulaire dans l'organisme, et plus
particulierement chez des enfants exposés a de forts taux de pollution en raison de leur
fréquence respiratoire plus élevée et de leurs barrieres naturelles moins développées. Une
neuro-inflammation étendue contribuant a la perte de cellules dans le systéme nerveux central
est probablement un mécanisme crucial par lequel des déficits cognitifs peuvent survenir.
D’aprés Brockmeyer et son équipe, les effets neurocognitifs de la pollution de I'air, bien que
subtiles, sont importants dans toutes les populations et potentiellement cliniquement pertinents

a mesure que les changements neurodégénératifs évoluent tét'°,

Les particules en suspension représentent donc un facteur de risque majeur en termes de
santé a l'échelle mondiale. La corrélation entre I'augmentation de leur concentration
atmosphérique et I'émergence de pathologies n’est plus a démontrer. Néanmoins, les

mécanismes physiopathologiques associés a ces différentes pathologies ne sont pas

entierement élucidés et font 'objet d’études par la communauté scientifique.

3- Mécanismes physiopathologiques impliqués dans la toxicité des particules
Les mécanismes d’action cellulaires et moléculaires des particules font actuellement 'objet de
nombreuses recherches qui utilisent pour cela différents modeéles cellulaires in vitro ainsi que
des modeles in vivo. Ces approches complémentaires aux études épidémiologiques ont
permis d’apporter des éléments de réponses sur les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents. Ainsi, I'évaluation de la toxicité particulaire est passée d’indicateurs sanitaires
généraux (mortalité et admissions hospitalieres pour causes cardio-respiratoires) a des
indicateurs de nature physiopathologique (troubles du rythme cardiaque, augmentation de

I'épaisseur de la plaque d’athérome, vasoconstriction, spasme respiratoire, toux d’irritation,
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etc), puis a des mécanismes biochimiques comme 'augmentation des facteurs sanguins de
coagulation (fibrinogéne) ou encore de cytokines pro-inflammatoires. Les mécanismes
biologiques faisant consensus a l'heure actuelle pour expliquer les associations entre
exposition aux polluants atmosphériques et effets cardio-respiratoires sont principalement le

stress oxydant et I'inflammation.

a. Stress Oxydant et particules
D’une maniére générale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’'un déséquilibre
de la balance entre les molécules pro-oxydantes et les systémes de défenses anti-oxydants
pouvant conduire a l'altération de certaines fonctions cellulaires. Ce déséquilibre penche
généralement en faveur des pro-oxydants et est d{, soit a une défaillance des systémes de
défense, soit a une surproduction d’EROs affectant l'intégrité des cellules. Le terme d’EROs
regroupe les radicaux libres de I'oxygene, trés réactifs du fait de la présence d’un électron libre
au niveau de la couche de valence, tels que I'anion superoxide (O2") ou le radical hydroxyle
(OH-) mais également les oxydants non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogéne (H20-)
ou le peroxynitrite (ONOO-). Les EROs peuvent s’inter-convertir ou se transformer en
molécules inactives par des mécanismes enzymatiques ou non enzymatiques, permettant

ainsi de protéger la cellule de leurs effets oxydants™' (Figure 11).

0, —_— 0 —_ Hi}y —— "OHi+ OH ——= 0
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Figure 11 : Intermédiaires réduits de I'oxygene. Les quatre étapes de réduction monoélectronique de l'oxygene’’2.

En conditions physiologiques, les fonctions de prolifération, de différenciation ou bien encore
de réponse immunitaire sont possible malgré un faible taux basal ’EROs mais néanmoins
nécessaire. En condition de stress oxydant, I'élévation du taux d’EROs au-delda du taux
physiologique peut aboutir a une altération des fonctions cellulaires et des macromolécules
biologiques (lipides, glucides, protéines et ADN).Ces altérations ont été mises en évidence
dans les effets sanitaires induits par la pollution de I'air'’®. Les sources endogénes
productrices d’'EROs impliquées dans linitiation d’un stress oxydant sont nombreuses et
varient selon les tissus. La mitochondrie joue un réle majeur comme source principale d’EROs
par la production d’anions superoxydes au niveau de la chaine respiratoire, rapidement
transformés en H,O,''*. L’activation des cellules immunitaires lors d’une exposition a des
particules représente également une source importante d’EROs induite par un excés de
consommation d’O, par les macrophages. Cet oxygéne sera par la suite transformé
enzymatiquement en radicaux libres qui s’attaqueront a 'agent étranger mais également aux
tissus sains'"®. Les EROs sont également induits par de nombreux facteurs exogénes tels que

l'exposition prolongée au soleil et aux radiations, le tabagisme, la prise de certains
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médicaments, la pratique intense d'un sport, la consommation excessive d’alcool et

I'exposition aux polluants atmosphériques gazeux (NO2, Os) et particulaires!118,

De nombreuses études ont exposés différents modéles expérimentaux a divers polluants
particulaires atmosphériques et ont mis en évidence des variations d’indicateurs de stress
oxydant. Ainsi, une augmentation de la production d’EROs, de 8-hydroxy-2-désoxyguanosine
(8-OHdG)'®, la présence de cassures de I'ADN, l'altération de lactivité d’enzymes anti-
oxydantes comme la catalase ou la superoxyde dismutase''?!, des modifications de I'état

122

redox de la cellule’™ ou de I'expression de certains facteurs de transcription sont souvent

utilisés comme des indicateurs de stress oxydant.

Le rapport GSH/GSSG est ainsi considéré comme un indicateur pertinent du degré de stress
oxydant subi par la cellule. A un faible niveau de stress oxydant (étape |), la transcription des
enzymes anti-oxydantes est induite via I'activation de I'élément de réponse aux anti-oxydants
(ARE) par le facteur de transcription Nrf-2, induisant la formation de nombreuses enzymes
anti-oxydantes afin de restaurer ’lhoméostasie redox de la cellule. Ainsi 'héme oxygénase 1
(HO-1), dont I'expression est induite rapidement lors de stress oxydant, constitue donc un bon
marqueur du stress oxydant. HO-1 a des fonctions anti-oxydantes et cyto-protectrices,
dégradant 'héme en bilirubine et biliverdine, de puissants anti-oxydants. A un niveau
intermédiaire de stress oxydant (étape Il), I'activation de la cascade des MAP-kinases et du
facteur de transcription NF-kB induit la réponse pro-inflammatoire par I'induction de cytokines
et de molécules d’adhésion. A un niveau élevé de stress oxydant, se traduisant par un
déséquilibre prononceé dans le rapport GSH/GSSG (étape Ill), le programme de mort cellulaire
(apoptose ou nécrose) est activé par le biais de la voie mitochondriale via une désorganisation

de la chaine de transport d’électron'?® (Figure 12).
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Figure 12 : Hiérarchisation du modéle de stress oxydant en fonction du ratio GSH/GSSG en trois étapes’®.

Les particules, telles que les particules de moteurs Diesel, ayant une teneur élevée en
composés organiques (HAPs), ont la capacité de se lier au récepteur des hydrocarbures
aromatiques (AhR), conduisant a la libération de ce dernier et a sa translocation dans le noyau,
permettant sa liaison a I'élément de réponse xénobiotique (XRE) dans la région promotrice
des génes cibles (CYP1A1, CYP1B1) afin de stimuler leur transcription. Les CYP jouent un
réle central dans les phénoménes de bio-transformation et/ou de la détoxication des
composes étrangers a l'organisme. Il a été proposé que les voies médiées par AhR soient
liees a l'activation du Nrf2-keap1. Ainsi, l'activation d'AhR peut initier la dissociation du
complexe Nrf-2-keap1 conduisant a la phosphorylation de Nrf-2 et a sa migration dans le
noyau ou il se lie a la protéine Maf. Ce complexe transcriptionnellement actif reconnait 'ARE
dans les séquences promotrices de génes cibles tel que HO-1 induisant son expression'

(Figure 13).
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Figure 13 : Cross-talk entre les voies médiées par AhR et Nrf-27%4,

Li et son équipe'"” se sont intéressés a la matiére particulaire ambiante et ont conclu que I'effet
majeure de ces particules était I'exacerbation de l'inflammation par la génération d’un stress
oxydant via leurs composés chimiques et métaux, en particulier chez les personnes sensibles.
Les réponses cellulaires a ce stress oxydant comprennent l'activation de la défense anti-
oxydante, de l'inflammation ainsi qu’une cytotoxicité. Il a également été observé une diminution
de la fonction pulmonaire et de l'activité des enzymes anti-oxydantes chez des travailleurs
exposés a des concentrations élevées de PM.s (61 ug/m?) issues de la combustion de

biomasse au Brésil'%.

Des preuves directes de la majoration du stress oxydant en cas d’exposition aux polluants,
méme a faibles doses, ont pu étre établies in vivo chez 'homme. En effet, I'équipe de
Chuang'?® a mené une étude sur des jeunes adultes exposés a des polluants atmosphériques
urbains au sein de l'université de Taipei afin de relier la pollution atmosphérique aux
événements cardiovasculaires. Pour cela, trois mesures de différents marqueurs du stress
oxydant ont été effectuées en trois mois chez chaque participant. En conclusion de I'étude, il
a été observé des augmentations de la « high-sensitivity C-reactive protein », de la 8-OHdG,
du fibrinogéne et du « plasminogen activator fibrinogen inhibitor-1 » associées a des
augmentations de particules PM1y et PM25 ainsi qu'une augmentation de la concentration

atmosphérique de sulfate, nitrate et ozone. Ces augmentations miment celles observées dans
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des pathologies cardiovasculaires et pulmonaires comme l'athérosclérose, la dysfonction

endothéliale ou bien encore la BPCO.

En milieu professionnel, Lee et ses collaborateurs'’ ont étudié la toxicité des particules issues
des nanotubes de carbone chez les ouvriers fabriquant ce matériau. Bien qu'il n'y ait eu aucun
impact hématologique, une augmentation des marqueurs de la peroxydation lipidique que sont
le malondialdehyde (MDA), le 4-hydroxy-2-hexenal (4-HHE) et le n-hexanal a été observée
dans les échantillons d’expectorations. Ces aldéhydes peuvent également induire des
modifications covalentes de 'ADN pour former des adduits mutagénes'?®'2°. La peroxydation
des lipides induit une modification de la fluidité et de la perméabilité de la membrane, une
altération des systémes de transfert d’ions et du fonctionnement de nombreux récepteurs
pouvant aboutir a une altération des fonctions cellulaires et des voies de transductions des

signaux, voire a la mort cellulaire.

Dans I'étude de Pelclova'™’, des taux significativement élevés de 3-nitrotyrosine, marqueur
moléculaire de I'oxydation protéique™' générée aprés un stress oxydant, ont également été
retrouvés chez des ouvriers exposés a des particules de dioxyde de titane (TiO2) pendant toute

la durée de leur présence sur leur lieu de travail (0,65 et 0,40 mg/m®annuellement).

Une autre étude sur des ouvriers exposés pendant six mois a des nanotubes de carbones a
permis de démontrer I'induction de modifications significatives de 'ADN (apparition de sites
abasiques, de cassures simples ou doubles brins et autres pontages de protéines), des profils
d'expression des génes ayant un role dans la régulation du cycle cellulaire, dans le controle
de l'apoptose ainsi que dans la prolifération’®?. L’ADN mitochondrial est considéré comme une
cible privilégiée des oxydations par le fait de sa proximité directe avec la chaine respiratoire
mitochondriale, lieu de génération des EROs, par le manque de protection des histones et par
la faiblesse de ses systémes de réparation'3. En effet, '’ADN mitochondrial serait en général

deux a trois fois plus oxydé que 'ADN nucléaire'*.

Liou et son équipe ont publié un recueil épidémiologique de quinze études portant sur les
effets des nanomatériaux sur les travailleurs'®®. Pour les onze études transversales, toutes ont
montré une relation positive entre divers biomarqueurs du stress oxydant et I'exposition aux
nanomatériaux. Prises ensemble, ces études suggérent que I'exposition professionnelle aux
nanomatériaux peut avoir des effets préjudiciables sur la santé humaine. Des travaux
supplémentaires sont nécessaires a long terme afin de déterminer la nature et I'étendue de

ces effets.

D’autres nanoparticules issues d’usines taiwanaises, essentiellement composées d'argent,

d'oxyde de fer, d'or, de dioxyde de titane et de silicium, ont induit une augmentation des
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niveaux d'enzymes anti-oxydantes (SOD et GPx) au niveau cardiovasculaire chez les

travailleurs les manipulant pendant une période de six mois'3¢.

La majoration du stress oxydant a également été démontrée sur des modéle animaux, comme
par exemple dans I'étude de Li, ou deux souches de souris ont été exposées a de faibles
concentrations de particules de moteur Diesel (100 ug/m?®), induisant 'augmentation de
nombreux marqueurs pro-inflammatoires corrélée a une augmentation significative de 'héme

oxygénase 1 (HO-1), marqueur robuste d’un stress oxydant'’.

Outre les modéles in vivo, de nombreux modéles cellulaires in vitro sont également utilisés
afin d’évaluer et de mesurer les effets délétéres de la pollution atmosphérique et plus
précisément de la pollution particulaire. Une étude a été effectuée sur des particules prélevées
en milieu rural et urbain en Allemagne en utilisant deux systémes cellulaires différents ; des
cellules épithéliales alvéolaires humaines (modéle A549) et des macrophages pulmonaires
(modéle RAW264.7). Sur ces deux modéles, les PM1o ont induit une réponse inflammatoire
importante par 'intermédiaire d’'une augmentation des taux d’IL-6, d'IL-8 et de TNF-a mais
également l'induction d’'un stress oxydant par une augmentation de l'activité des enzymes
catalase (CAT) et superoxyde dismutase (SOD)'. Une étude similaire a été effectuée, avec
des PMyo et des PM2s sur ce méme modeéle de cellules A549, et il a été observé une
augmentation de la production de radicaux hydroxyles, la formation de 8-OHdG et de cassures
de I'ADN pour les deux types de particules'®. Choi et son équipe ont également étudié les
effets de ces deux classes de particules prélevées en milieu urbain en utilisant un modéle de
cellules épithéliales pulmonaires de rat. lls ont observé, pour une masse de particules
identique, un effet significativement plus nocif des PM2s en ce qui concerne la viabilité

cellulaire, la fragmentation de 'ADN et I'activation d’enzymes réparatrices de TADN ™0,

Toutefois, ces particules de méme taille ayant une origine différente (urbaine ou rurale) sont
soumises a des effets variables. En effet, les particules urbaines, issues principalement du
trafic routier, semblent induire des effets plus prononcés au niveau des cassures de 'ADN. En
effet, les particules issues de moteurs Diesel peuvent étre a l'origine de la génération de
radicaux libres ("OH et O,") et ’'EROs non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne
(H202) par les cellules pulmonaires endothéliales et les cardiomyocytes ainsi que d'une

diminution du taux GSH/GSSG intra-cellulaire".

Comme expliqué dans les chapitres précédents, les particules sont composées d’'un ensemble
hétérogéne de composés organiques comme les HAPs ou COVs et de métaux de transitions 42
et cette variabilité de composition des particules représente un facteur déterminant dans les

effets néfastes qu’elles peuvent engendrer. En effet, les PM ayant une forte proportion de
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métaux de transition (Fe, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, et Ti) peuvent catalyser la réaction de

Fenton et générer de grandes quantités d’'EROs ™3,

Quelques études ont également déterminé le potentiel oxydant intrinséque de particules fines
atmosphériques, par exemple en mesurant la capacité des particules a catalyser la génération
d’EROs ou encore a former des radicaux hydroxyle (OH") dans un environnement oxydant in
vitro'*. L’étude de Cho montre que l'activité d’'oxydo-réduction intrinséque a des particules a
été la plus élevée dans la fraction particulaire ultrafine collectée dans différents sites du bassin

de Los Angeles™®,

b. Inflammation et particules
Lorsqu’un pathogéne pénétre dans I'organisme, il est rapidement éliminé par les phagocytes
présents initialement au niveau du site d’exposition. Dans le cas ou la réponse phagocytaire
est débordée ou si le pathogéne induit des dommages tissulaires, des processus de défenses
se mettent en place. Un de ces processus majeur est la réponse inflammatoire. L’inflammation
est une réponse biologique complexe de type immunitaire face a une agression ; soit par un
agent pathogéne exogéne qui peut étre infectieux (virus), de nature physique (irradiation,
bralure) ou chimique (composés associés aux particules atmosphériques) ; soit par des agents
endogénes lorsqu’une cellule est endommagée ou au cours de pathologies auto-immunes. La
réaction inflammatoire a pour principale réle de permettre 'acheminement des cellules
phagocytaires (polynucléaires neutrophiles, monocytes et macrophages) sur le lieu de

'inflammation.

En cas de dysfonctionnement des systémes de défenses (clairance pulmonaire, phagocytose)
ou d’'un épisode de forte concentration en particules, ces derniéres peuvent s’accumuler
localement au sein de 'appareil respiratoire. Cette accumulation va déclencher une réaction
inflammatoire locale, contrlée par l'interaction de nombreux médiateurs, pouvant s’étendre
au niveau systémique et entrainer diverses pathologies. De plus, la présence des particules
peut entrainer une modulation de la réponse immunitaire vis-a-vis d’'un autre agent pathogéne
Les médiateurs inflammatoires ont une action synergique qui va permettre le recrutement de
cellules phagocytaires, I'élimination du pathogéne puis la réparation de la Iésion. Les
meédiateurs d’origine cellulaire sont essentiellement issus de la sécrétion des mastocytes, des
leucocytes et des plaquettes. Les cytokines appartiennent a ce groupe et sont des
glycoprotéines de faibles poids moléculaire (8 a 50 kDa), solubles ou membranaires. Les
cytokines assurent le rOle de communication entre les cellules participant a différents
processus physiologiques comme la prolifération et différenciation cellulaire ou encore a
lactivation des cellules immunes, tout en orientant la réponse immunitaire en fonction de la

nature du pathogéne détecté. Grace a leur haute affinité envers des récepteurs membranaires,

64



les cytokines peuvent agir a de faibles concentrations sur les cellules a proximité de leur lieu
de synthése (action paracrine) ou sur les cellules qui les ont synthétisées (action autocrine).
En de plus rares occasions, elles ont également la capacité d’emprunter les systémes
circulatoires afin d’agir sur les cellules plus éloignées (action endocrine) malgré leur durée de
vie plutdt courte. Le terme cytokines regroupe les interleukines, les interférons, les facteurs de
nécrose (Tumor Necrosis Factor, TNF) et les chimiokines (cytokines aux propriétés
chimiotactiques). De nombreuses études ont pour sujet la réponse inflammatoire suite a
lexposition d'un pathogéene et quelques cytokines pro-inflammatoires ressortent
systématiquement. Il s’agit du Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), de l'interleukine 1 (IL-1B) et
de linterleukine 6 (IL-6) que 'on nomme plus communément la « triade inflammatoire ». Ce
trio de cytokines est toujours retrouvé au niveau du site inflammatoire et joue un réle important
dans l'activation et le déroulement de l'inflammation. A ces cytokines s’ajoutent également

linterleukine 8 (IL-8) et la chimiokine Monocyte Chimoattractant Protein 1 (MCP-1).

Le TNF-a a pour réle d’'induire I'expression de molécules d’adhérences et la production de
chimiokines par les cellules endothéliales, permettant le recrutement des leucocytes
(neutrophiles, éosinophiles, monocytes). C’est également un facteur déclenchant de la
phagocytose et de linitiation de la réponse inflammatoire adaptative™®. Il lui est également
assimilé le réle de facteur de croissance, facteur nécessaire et indispensable a I'étape de

réparation/cicatrisation de la réponse inflammatoire'’.

L’IL-1B est une cytokine pro-inflammatoire souvent considérée comme une molécule d’alarme,
sécrétée par les macrophages mais aussi par les neutrophiles, les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses et les lymphocytes T et B en réponse a différents stimuli tels que
le TNF-a, IFN-a, IFN-B, IFN-y, les lipopolysaccharides, des virus et tout autre antigene. C’est
un médiateur incontournable de la réponse immunitaire et de I'inflammation par son réle dans
ladhésion des monocytes et neutrophiles, en tant que chimio-attracteur des leucocytes,

activation des cellules T helper et inducteur de la prolifération des lymphocytes B4,

L’interleukine-6 est une cytokine pro-inflammatoire produite par de nombreuses cellules du
systeme immunitaire (macrophages et cellules dendritiques) ainsi que par les cellules
endothéliales. L’IL-6 intervient principalement par la stimulation de la production hépatocytaire
des protéines de la phase aigué de I'inflammation (CRP, protéines du complément, fibrinogéne
etc). L’IL-6 stimule également la production de molécules intervenant dans les processus de
réparation tissulaire et peut également jouer un réle anti-inflammatoire en inhibant la synthése
de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-1, le TNF-a ou I'lFN-y'#°. Cette cytokine intervient

aussi dans les mécanismes de 'immunité en favorisant la différenciation des lymphocytes B
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en plasmocytes, en stimulant la prolifération des lymphocytes T en association avec I'lL-2 et

en favorisant la génération de lymphocytes T cytotoxiques™'®.

L’interleukine-8 est 'une des chimiokines les plus étudiées dans la réaction inflammatoire et a
pour propriété principale d’attirer les leucocytes circulants, particulierement les polynucléaires
neutrophiles, vers un foyer inflammatoire'. Elle permet également I'activation de ces derniers
par I'induction de cyclooxygénase, de lipooxygénase et de NO-synthase. De nombreuses
cellules stimulées par I'lL-1 ou les TNF-a (monocytes, macrophages, fibroblastes, cellules

endothéliales, hépatocytes...) produisent de I'lL-8 en condition de stress inflammatoire %2,

Au fil des études, linflammation est apparue comme le vecteur principal des pathologies
cardio-respiratoires associées a la pollution atmosphérique et plus particulierement aux
particules'®. En effet, les cellules épithéliales pulmonaires participent directement a la réponse
en libérant des médiateurs capables d’activer les cellules du systéme immunitaire que sont les
monocytes, les macrophages, les mastocytes, les lymphocytes et les cellules épithéliales
elles-mémes. Une fois l'inflammation initiée, il a donc été observé un afflux de polynucléaires
neutrophiles, une augmentation des quantités de protéines dans le liquide de Lavage Broncho-
Alvéolaire (LBA) et une augmentation de I'expression de cytokines pro-infammatoires. Les
particules inhalées ou la réponse inflammatoire résultant de cette inhalation stimulent
également les récepteurs sensoriels alvéolaires'®*, fournissant un signal au systéme nerveux
central. Ce phénoméne se manifeste par des altérations de l'activité du systéme nerveux
autonome qui régule directement la fonction cardiaque et, indirectement d'autres aspects du

systéme cardiovasculaire 5%,

Il a été démontré dans diverses études qu’apres I'exposition de rats a des PMqo et PM2 5, soit
par instillation intra trachéale soit par inhalation, les taux d’IL-6 et de TNF-a retrouvés dans
des LBA étaient significativement augmentés'®”'%¢. Un taux de TNF-a augmenté a également

été retrouvé chez des souris aprés 90 min d’exposition a des particules de moteurs Diesel'.

D’autres études ont été réalisées sur différents modeles cellulaires, essentiellement sur des
modeles de cellules épithéliales et sur des macrophages. Happo et son équipe, sur le modéle
de macrophages (RAW 264.7)'%° et Musah et ses collaborateurs, sur un modéle de co-culture
de macrophages (RAW 264.7) et de cellules épithéliales pulmonaires (MLE-12)"®" ont observé
une augmentation de la production de TNF-a aprés 24h d’exposition a des particules en
suspension. Une augmentation du taux d’'IL-6, de TNF-a, d'IL-1a et de MCP-1 a également
été retrouvée aprés exposition de cellules macrophagiques alvéolaires de souris a des
particules fines'®2. Une augmentation de la production épithéliale d’interleukines 6, 8 et 1B
et de I'expression cellulaire NF-kB et de TNF-a a été rapportée aprés exposition de cultures

de cellules humaines a des particules %4,
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Cette réaction inflammatoire serait en partie due a la taille et a la surface spécifique des
particules. Les particules les plus fines seraient capables de traverser les barrieres de
l'organisme et pénétrer dans les cellules jusque dans les organites intra-cellulaires. En effet,
des observations en microscopie électronique comparant la pénétration des PM1o, PM25 et
PMo,1, montrent que les particules ultrafines peuvent étre localisées dans les mitochondries
entrainant ainsi une dysfonction de la fonction mitochondriale et méme la mort programmée
de la cellule'®. En plus de leur effet toxique envers les macromolécules cellulaires, certaines
études montrent que les particules joueraient également un réle dans la réponse inflammatoire
en tant que messager intra et intercellulaire dans certaines voies de signalisations. En effet, il
a été démontré que les PM1o présentant une teneur élevée en métaux, pourraient induire
lactivation du facteur de transcription NF-kB, utilisé comme indicateur de linduction d’'un
stress oxydant et comme inducteur de la réponse pro-inflammatoire par la production de
cytokines comme par exemple I'lL-6 ou encore le TNF-a'?3. L’équipe de Monteiller, lors d’'une
étude comparative de l'effet de particules de tailles différentes sur des cellules épithéliales
A549, a observé une augmentation de la sécrétion d’IL-8 variable selon la taille des particules
tout en gardant la méme concentration'®. La surface spécifique joue également un role
important, puisque plus cette surface sera élevée, plus il y aura de sites de réactions
disponibles avec les différentes molécules se situant au niveau du foyer inflammatoire'®’. La
composition des particules a également son importance. Des agents mutagénes tels que les
HAPs ou encore les métaux adsorbés a leur surface, peuvent induire l'inflammation®® ou la
formation d’adduits & 'ADN conduisant a 'augmentation du risque de cancer'2. Quatre
échantillons de PM_s issus de la pollution parisienne ont été testés sur des cellules épithéliales
bronchiques humaines. Une libération de GM-CSF et de cytokines pro-infammatoires a été
observée. Il a été également montré que les métaux et les HAPs composant les différents
échantillons particulaires étaient responsables d’'une production d’EROs intracellulaires
conduisant a I'activation des voies de signalisation de facteurs pro-inflammatoire'®®. Cette idée
que la taille, la composition et 'origine des PM pourraient interagir de maniére conjointe a été
appuyée par de nombreuses études, comme celle de Dergham et son équipe démontrant que
l'exposition de cellules BEAS-2B a des PM;5 issues d’'un milieu urbain et rural, induisaient
I'expression génique différentielle d'enzymes métabolisant les xénobiotiques (c'est-a-dire les
cytochromes P450 et dans une moindre mesure les NADPH-Quinone oxydoréductase-1), des
lésions oxydatives (c'est-a-dire la formation de 8-OHdG, la production de MDA et la
modification du statut glutathionique (GSH/GSSG)) ainsi que I'expression de génes et/ou la

sécrétion de protéines de médiateurs inflammatoires (IL-6 et IL-8)'"°.
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c. Mutagénicité/génotoxicité et particules
L’exposition chronique aux particules atmosphériques fines constitue une cause de mortalité
par cancers et ces particules ont été classées dans le groupe 1 par le CIRC. De nombreux
travaux ont porté sur I'évaluation du caractére mutagéne des particules Diesel, méme si un
caractére mutagéne n’implique pas automatiquement la formation de cancers. Le test d’Ames
utilise différentes souches bactériennes de Salmonella Typhimurium permettant de déterminer
le potentiel mutagéne de composés chimiques. La mutagénicité des matieres organiques
particulaires en suspension dans l'air est due a au moins 500 composés provenant de
différentes classes chimiques, la seule présence d’HAPs ne pouvant pas expliquer la majorité
de l'activité mutagéne'”’. Les sources mobiles (automobiles, camions, etc) contribuent de
maniére significative au niveau des particules mutagénes atmopshériques'> 4. Les
concentrations atmosphériques de Pb, Zn, V et Cd seraient liées a la mutagénicité directe des
matiéres organiques particulaires'’®. Ces métaux sont émis a partir de sources telles que les
automobiles, les appareils de chauffage domestique et d'autres sources de combustion. Kuo
et ses collaborateurs ont de leur cété établi une corrélation positive entre la mutagénicité
indirecte et la présence d’HAPs émis par les moteurs diesel et essence dans la ville de

Taichung a Taiwan'".

Lepers et son équipe’”® ont quant a eux évalué la mutagénicité et la génotoxicité de PMzs
collectés sur la zone portuaire de Dunkerque et ses alentours au cours de deux saisons de
prélevement. Ce travail a mis en évidence le potentiel mutagéne intrinséque des particules,
trés probablement lié majoritairement a la présence de composés nitro-aromatiques'’®. Ces
PMo. s sont capables de former des adduits encombrants de HAPs et de HAPs nitrés, ainsi que
de provoquer des cassures et des sites abasiques dans I'ADN des cellules BEAS-2B
exposées. Ces particules sont également responsables d’une nette augmentation des
anomalies de ségrégation des chromosomes dans les cellules exposées. Ces altérations de
I'ADN induites par les PM2s, si elles ne sont pas réparées, pourraient étre a l'origine de

mutations potentiellement capables d'initier un phénoméne de cancérogenése’’®.

Des marqueurs de la génotoxicité (bases oxydées de 'ADN, adduits encombrants) ont été
documentés dans des études de biosurveillance chez 'homme et ont conduit a des
associations positives entre particules fines et dommages a '’ADN'"7'78 || a été démontré que
la production d’'EROs médiée par des particules est impliquée dans la production
d'inflammation et que les cellules inflammatoires une fois activées peuvent augmenter leur
production d’EROs. Les observations indiquent que les particules de pollution atmosphérique
peuvent donc générer un ADN oxydé par la promotion de condition de stress oxydatif et

d'inflammation”®,
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L'exposition de rongeurs a la pollution atmosphérique liée a la circulation ou aux particules de
moteurs Diesel a conduit au développement d’adénomes pulmonaires accrus'®®' Le
mécanisme cancérogéne proposeé impliquerait une génotoxicité passant par la formation de
dommages oxydatifs et par la formation d'adduits a ’ADN a partir d’HAPs, qui peuvent donner

lieu & des mutations'®.

69



V- Activité pyrotechnique et particules
La pyrotechnie est définie comme la science de la combustion des matériaux énergétiques
destinée a produire un effet calorifique, lumineux, sonore, gazeux ou fumigéne ; ou une
combinaison de ces effets, a la suite de réactions chimiques exothermiques autoentretenues

non détonantes sans participation de I'oxygéne de l'air.

Les matériaux énergétiques sont des matériaux capables de restituer a la demande, par un
mécanisme d’oxydo-réduction et en 'absence d’oxygéne, I'énergie chimique emmagasinée
dans les édifices moléculaires qui entrent dans leur composition. La restitution de I'énergie
stockée dans les matériaux énergétiques s’effectue a la demande par des mécanismes tels
que la décomposition rapide par combustion et les mécanismes d’oxydoréduction intra-
moléculaires. On distingue trois régimes de restitution de I'énergie : la combustion (< 300 m/s),
la déflagration et la détonation (> 3 000 m/s couplé a une onde de choc). Un grand nombre de
substances énergétiques est représenté par des substances nitrées, comme par exemple les
esters de nitrate aliphatiques (nitroglycérine, nitrocellulose), les nitroaromatiques

(trinitrotoluéne), les nitramines®?,

1- Feux d’artifice
Historiquement, la pyrotechnie trouve son application dans la guerre, dés le Vlle siécle chez
les Grecs byzantins pour le lancement du feu grégeois. Les feux d’artifice ont également été
utilisés dans le domaine festif, notamment en Chine et en Inde. Cette utilisation festive et
artistique est toujours d’actualité et peut étre a l'origine d’effets délétéres chez 'lhomme. Ainsi,
la féte de I'indépendance aux USA, la célébration de la coupe de monde de football'®, des
festivals en Chine'®, Inde'®, Espagne'®” ou encore le jour de 'an'®, sont autant d’événements
festifs associés a une augmentation drastique du taux de particules en suspension dans
'atmosphére (PM+g), avec en particulier une augmentation de la fraction tres fine (PM1 ), voire
ultrafine (PMo.1). Dans une étude de Song, les concentrations moyennes de PMio et PM2s
rapportées sont 4 a 6 fois supérieures aux niveaux habituels suite a 2 a 4 heures de tir de feux
d'artifice lors du nouvel an. Il a fallu 2 a 3 jours retrouver des concentrations normales'®®. Outre
la taille des particules émises, la chimie des émissions issues de fumigénes et de feux
d’artifices est complexe mais toujours caractérisée par des quantités importantes de métaux
utilisés comme colorants, associés a des oxydants tels que des dérivés nitrés, des sulfates,

des perchlorates®.

Les effets sur la santé de tels cocktails chimiques sous la forme de particules de taille
micrométrique voire nanométrique restent trés peu connus. Ce constat est d’autant plus
préoccupant que les activités pyrotechniques ne sont pas exclusivement réservées aux

activités sociales et culturelles mais touchent également d’autres domaines tels que ceux de
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la sécurité, de 'armement, de la signalisation, de I'aérospatiale et de la protection dans des
secteurs allant de [lagriculture a la Défense. Ces émissions, compte tenu de leurs
caractéristiques physico-chimiques et des quantités émises, peuvent contribuer a la
dégradation de la qualité de lair et avoir un impact sanitaire sur les populations civiles en
milieu urbain mais aussi sur les professionnels exposés aux fumées émises lors d’activités

pyrotechniques.

2- Particules de tir
Les armées francaises et celles du monde entier utilisent de nombreux systémes d’armes
pyrotechniques utilisant des matériaux énergétiques. Par une réaction d’oxydo-réduction
rapide, autonome et exothermique, ces derniers produisent de grands volumes de gaz chauds
associés en un aérosol complexe composé de différentes particules. Ces « fumées de tir » ont
dés la 1° Guerre Mondiale fait la preuve de leur toxicité, notamment avec des intoxications
aigués en milieu confiné chez des servants de mitrailleuse lourde (CO) et des artilleurs
embarqués (NOx)''. Le servant peut étre exposé aux fumées de tir de gros calibre sur une
durée trés breve, le plus souvent de l'ordre de la minute. Au contraire, dans un stand de tir
pour armement de petit calibre, une séance de tir durera une journée entiére, avec la
consommation de centaines de cartouches, ou I'exposition sera donc plus longue et répétée.
En effet, lors de la décharge d'une arme a feu, de petites particules contenant des résidus
d’amorce, de poudre, de fumée, des particules de graisse ou de lubrifiant ainsi que de résidus
métalliques provenant du projectile, de la douille et/ou de 'arme sont émis en aérosol. Pour
information, expliquons simplement comment se structure une munition (Figure 14). Une
munition se compose d'une douille ou encore appelée cartouche, creuse et remplie de poudre,
sur laquelle est sertie une balle, élément qui sera propulsé dans le canon aprés réaction
chimique au sein de la poudre produisant une grande quantité de chaleur et de gaz, aprés que
cette derniere se soit enflammée. La poudre au sein de la cartouche s’enflamme par un
procédé pyrotechnique complexe via 'amorce qui est communément sertie a l'arriere de la
balle au niveau du culot afin d’étre frappée par le percuteur suite a la pression de la détente

de 'arme. Lors d’un tir, la cartouche vide est éjectée pour faire place a une nouvelle cartouche.
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Balle

€—— Cartouche

. €= Charge explosive
propulsive

. .
Culot _)ﬁﬂ f’i‘r— Amorce

Figure 14 : Structure classique d’une munition d’arme a feu.

Lorsque les particules solides de 'amorce et de la charge propulsive sortent de la bouche du
canon, elles vont refroidir trés rapidement du fait de 'expansion trés rapide des gaz contenant
ces résidus. Les composés de 'amorce, vont alors se condenser et former des particules

caractéristiques plus ou moins sphériques.

Les résidus d’amorce sont constitués essentiellement de métaux lourds (Baryum, Antimoine,
Plomb) alors que les résidus de poudre sont des résidus organiques, majoritairement des
composés nitrés (nitrates, nitrites)'%?. Les résidus de fumées, quant a eux, sont composés
principalement de carbone, mais peuvent contenir des métaux vaporisés provenant de
I'amorce, du projectile ou de la douille™. Ces résidus de fumées peuvent donner une
indication importante lors d’enquéte policiere puisque lorsqu’une arme se trouve proche d’'une

cible, la fumée dégagée par la bouche du canon peut se déposer sur les surfaces proches.

L’exposition dépend également fortement des conditions de ventilation, c'est-a-dire du
confinement du pas de tir (en milieu fermé) et des variables météorologiques (en milieu
ouvert). Le personnel civil et militaire peut étre exposé fréquemment aux fumées de tir, aussi

bien dans le cadre professionnel que de loisirs (club de tir)'%4.

Les effets sanitaires découlant de I'exposition aux particules de tir prélevées sur stand de tir
lors de séance d’entrainement de la gendarmerie seront évalués et discutés dans la partie

« Résultats et Discussion ».

72



3- Fumigénes
Au cceur du domaine qu’englobent les activités pyrotechniques, les fumigénes représentent
une source importante de production de particules. Les fumigénes sont composés de petites
particules solides ou liquides en suspension dans le milieu aérien et sont utilisés dans de
multiples domaines, que ce soit dans le domaine civil, professionnel ou militaire ; notamment
au sein de 'armée. En effet, les fumigénes ont été utilisés pour la 1°" fois lors d’une opération
offensive de la Premiére Guerre Mondiale afin de cacher a I'ennemi la position et la
progression des troupes américaines sur un terrain exposé aux tirs d’artilleries et afin de
signaler une zone précise aux unités aériennes. Depuis, les fumigénes remplissent de
nombreuses fonctions ; ils peuvent étre utilisés a des fins de signalisation ou bien servir de
camouflage ou étre a but obscurcissant, en émettant des particules en suspension dans l'air
bloguant ou diminuent la transmission de certaines radiations du spectre électromagnétique,
telles que par exemple la lumiére visible, infrarouge, voire les radiations micro-ondes.
L'efficacité d’un fumigéne obscurcissant ou de dépistage dépend de sa capacité de réfraction
et de diffusion des rayons lumineux ainsi que sa capacité a réduire la visibilité par réflexion.
C’est pour cette raison que ces fumigénes sont constitués d’aérosols particulaires
s’approchant de la longueur d'onde visible et de la lumiére infrarouge. Lorsque la concentration
de particules augmente dans le nuage, I'efficacité du fumigéne augmente comme indiqué par

la visibilité décroissante (Tableau 6).

10 62

Fumigene « Red Phosphorus » 0 12
(humidité relative 50%)

200 3,1

10 69

Fumigene « Hexachloroéthane » 50 12
(humidité relative 85%)

200 3,5

Tableau 6 : Corrélation entre la visibilité et concentration de fumigene pour deux fumigénes différents.
Adapté de 19,

lls peuvent également servir a la dispersion de foule afin de maintenir l'ordre lors de
manifestations publiques ou étre utilisés dans le domaine civil et de la sécurité avec I'utilisation

par exemple de fumigénes anti-intrusions.
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a. Principales familles de fumigéenes
La composition d’'un fumigéne varie d’'un type de fumigéne a l'autre, essentiellement en
fonction du role qu’il est censé remplir. Néanmoins, ces derniers sont cependant tous
composés d'au moins un oxydant (souvent du chlorate de potassium ou du nitrate de

potassium) et d'un carburant (cellulose, lactose, sucre, etc.).

Il existe encore peu de résultats scientifiques disponibles dans la littérature concernant la
toxicité des fumeées émises par les fumigénes mais le département médical de I'armée des
Etats-Unis a édité trois livres intitulés « Toxicity of military smokes and obscurants », volume
1, 2 et 3, respectivement publiés en 1997, 1999 et 1999'%-'97_ Dans ces volumes, six familles
de fumigénes apparaissent selon leur composition : les fumigénes a base d’hexachloroéthane
(HC) ou (HCE), les fumigénes a base de phosphore rouge (RP), les fumigénes a base
d’anthracéne, les fumigénes a base de potassium et magnésium (KM), les fumigénes colorés

et les fumigénes a base d’acide téréphtalique (TPA).

Fumigénes a base d’hexachloroéthane :

Les fumigénes HC sont essentiellement utilisés a des fins de camouflage, de dissimulation
d’objets ou de troupes. lls sont généralement conditionnés en grenades a main ou en pots
métalliques et sont utilisés comme tirs d'artilleries ou de mortiers, comme grenades et bombes
aériennes. Leur composition est essentiellement un mélange binaire contenant un oxydant ou
un donneur de chlore (essentiellement un hydrocarbure chloré, THCE), et un combustible
métallique comme par exemple le Zn, ZnO (Oxyde de zinc), Al, Si ou TiO,. Lors de sa
combustion, une réaction exothermique a lieu entre le combustible et 'oxydant, et un chlorure
de métal est produit®.

Les chlorures métalliques sont hygroscopiques (tendance a absorber I'humidité de l'air) et
réagissent avec I'humidité dans l'air. Ainsi, le rendement de l'aérosol en rapport avec
I'épaisseur de la fumée produite, a savoir la capacité de dissimulation, dépend de I'humidité
relative (HR) de l'air. Le produit principal de la réaction entre 'HC et le Zn est le chlorure de
zinc (ZnCly) et la fumée produite est de couleur blanche et a une excellente capacité de
dissimulation. Dans la réaction secondaire avec I'humidité de l'air, le fumigéne HC/Zn produit
de I'hydroxyle chlorure de zinc (Zn(OH)CI) et de I'acide chlorhydrique (HCI)'®°. La composition
de ce fumigéne dans l'utilisation militaire contient de 'HC, du Zn et du 2,4,6-trinitrotoluene
(TNT) en tant qu'additif. Le réle du TNT est de stabiliser la composition du fumigéne contre les
effets de 'humidité et de faciliter I'allumage dans des conditions météorologiques froides et

humides.
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Fumigénes RP :

En ce qui concerne les fumigénes a base de phosphore, il faut savoir que deux formes du
phosphore élémentaire, le phosphore blanc (WP) et le phosphore rouge (RP), ont été utilisées
pour la production de fumigéne®®. Le WP a un point de fusion bas et a donc une tendance a
l'auto allumage en contact avec I'air qui complique son utilisation en tant que fumigéne. Le RP
est une substance amorphe, solide jusqu'a 416° C et contrairement a son homologue blanc
n'a aucune tendance a l'auto allumage, ayant une température de combustion de 280° C.
Aprés combustion, le fumigéne WP produit un vaste nuage de fumée blanche avec une
excellente performance d’opacité, permettant le blocage de la transmission d'une partie
particuliére du spectre électromagnétique, comme la lumiére visible, la lumiére infrarouge ou
les micro-ondes. Le WP est I'agent de fumée le plus efficace pour contrer les systémes
d'imagerie thermique. Le fumigéne RP, quant a lui, génére une intense fumée rouge,
permettant la signalisation d’'un point géographique précis, permettant le guidage a longue
distance lors de manceuvre d’exploration. En utilisation sur le terrain de I'armée, ces fumigénes
a base de phosphore sont déployés de maniére explosive a partir de grenades et de coquilles
de mortier. Les gouttelettes brilantes tombent ensuite sur le sol et peuvent facilement
enflammer les matiéres organiques et provoquer des incendies de forét, ce qui limite
grandement ['utilisation de ces fumigénes lors de certaines conditions saisonniéres et

météorologiques.

Dans la réaction secondaire avec I'humidité de l'air, de l'acide phosphorique (H3PO4) est
produit dans un mélange complexe de polyméres. La proportion relative des différents
composés dans la fumée émise change avec le temps aprés sa génération, méme si H3PO4
reste le composant prédominant. Afin d’'améliorer la capacité de camouflage dans la gamme
infrarouge, des produits chimiques supplémentaires tels que les métaux ou les oxydes

métalliques peuvent étre ajoutés, qui réagiront également lors de la combustion.

Fumigénes colorés :

Les fumigénes colorés sont généralement utilisés a des fins de signalisation. Différentes
couleurs sont utilisées en fonction des conditions météorologiques, la lumiére disponible et le
contraste du paysage. lls sont composés d'un oxydant, d’'un combustible, d’'un colorant
organique et de certains additifs qui facilitent I'allumage et la combustion?'. Le chlorate de
potassium (KCIO3) est fréquemment utilisé comme comburant et le lactose comme
combustible. Les formulations des fumigénes colorés utilisés par le domaine militaire
contiennent généralement du KCIO3, du lactose et différents colorants en fonction de la couleur
du fumigéne : le 1,4-dihydroxy anthraquinone (orange), le 1-(p-tolylamino)-4-hydroxy-
anthraquinone (violet), le 1-méthylamino anthraquinone (rouge), et le 4,4'-méthylidyne-bis-3-

méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one (jaune). La chaleur émise lors de la combustion est
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utilisée pour sublimer le colorant et la pression des gaz formés permet I'expulsion des
colorants volatils hors du récipient contenant le mélange pyrotechnique. Immédiatement aprés
avoir été libérées de la boite métallique, les molécules de colorant se refroidissent et se
condensent pour former un aérosol de petites particules qui donnent a la fumée sa couleur

caractéristique.

Fumigénes TPA :

Les fumigénes a base d’acide téréphtalique (TPA)?? produisent naturellement une fumée de
couleur blanche et grace a leur propriété opaque, sont également utilisés pour le camouflage.
Ces fumigénes sont composés principalement de KCIOs3, de sucre et d’acide téréphtalique
comme pigment, remplacant le colorant. Lors de la combustion, il y a production d’un aérosol

blanc dense constitué principalement de particules de TPA sublimées et recondensées.

Fumigénes KM :

Les fumigénes a base de potassium et magnésium (KM) sont composés principalement de
magnésium (Mg), de nitrate de potassium (KNOs), de perchlorate de potassium (KCIO4) et
d'azodicarbonamide®®?. Le chlorure de potassium (KCl) produit lors de la combustion réagit
grandement a haute humidité relative (HR) augmentant ainsi la taille des particules, le
rendement et la capacité a dissimuler une cible. La famille de fumigéne KM montre donc la

meilleure efficacité en conditions trés humides (HR> 90%).

Les fumigénes a base d’anthracéne :

Les fumigénes a base d’anthracéne sont essentiellement utilisés comme balises flottantes
produisant de grande quantit¢ de fumée par les forces maritimes afin de signaler une
géolocalisation ou bien afin de dissimuler un navire sur des zones aquatiques?®®. Ces bouées
flottantes productrices de fumée se composent principalement de chlorate de potassium
(KCIO3), d'anthracéne et de chlorure d'ammonium (NH4Cl). La combustion de cette famille de
fumigéne produit une épaisse fumée blanche jaunatre qui a une capacité de signalisation
extrémement performante. Ces bouées/fumigénes peuvent peser jusqu’a des dizaines de
kilogrammes permettant, dans des conditions favorables météorologiques, I'émission d'un
écran de fumée ayant des dimensions physiques extrémement volumineuses, pouvant

s’étendre sur plusieurs centaines de métres permettant ainsi le camouflage de navires entiers.

b. Effets sanitaires des fumigénes
Les fumigénes sont largement utilisés dans les opérations militaires pour obscurcir la vision
de I'ennemi, camoufler des objets ou des unités ainsi que pour signaler une position. Les
militaires sont exposés donc aux fumées au cours des nombreuses opérations auxquelles ils
participent ainsi que lors de leur entrainement. Depuis ces vingt derniéres années, les

conséquences pour la santé humaine de linhalation de fumées issues du monde
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pyrotechnique sont apparues comme une préoccupation importante au sein des armées,
d’autant plus qu’il n’est pas impossible que des personnes civiles soient exposées a des
fumées en habitant a proximité des sites d’entrailnement ou en cas de mauvaise utilisation
intentionnelle de ces fumigénes. Malgré la faible quantité de données sur la toxicité des
fumigénes, quelques études se sont tout de méme penchées sur les effets indésirables et

toxiques que peuvent provoquer les différentes familles de fumigéne.

Il est décrit dans la littérature que les fumigénes les plus communément utilisés sont des
fumigénes issus de la combustion de mélanges d’hydrocarbures chlorés, en particulier
'hexachloroéthane, et de catalyseur métallique comme I'oxyde de zinc (HC/ZnO) ou le dioxyde
de titane (HC/TiOz). La combustion d’'un mélange a base de zinc conduit a la formation de
chlorure de zinc (ZnCl,) dans ces fumées qui, en cas d’inhalation, peuvent provoquer des
effets respiratoires allant d’'une simple irritation des voies aériennes supérieures a des effets
plus graves comme une pneumopathie toxique, un cedéme aigu du poumon?®, une fibrose
pulmonaire'®® ou encore un syndrome de détresse respiratoire pouvant entrainer la mort?°,
En raison des risques pour la santé liés a I'utilisation de fumigéne a base de HC/ZnO et afin
d’atténuer les conséquences toxiques de son utilisation, un projet a été lancé par le Centre de
Recherche Technique des Forces de Défense en Finlande (Defence Forces Technical
Research Centre) dans le but d’étudier la toxicité de différents fumigénes et ainsi examiner
s'il était possible de remplacer ce fumigéne toxique par un autre fumigéne de composition non-

toxique?®.

Les risques toxiques liés a I'excés d’inhalation du fumigene a base d’HC et de zinc (HC/Zn),
sont les risques sanitaires les mieux connus et documentés au sein de la littérature, du fait
des différents effets toxiques qu’il a engendre chez 'homme lors d’accidents. Les symptémes
aprés l'exposition au fumigéne HC/Zn sont une irritation des voies respiratoires supérieures,
des difficultés a respirer, une constriction thoracique, des douleurs rétrosternales, un
enrouement, des toux et I'expectoration?®. La fumée secondaire composée de ZnCl, est
corrosive et astringente pour les muqueuses respiratoires et gastro-intestinales conduisant a
une dénaturation des protéines, a l'inflammation, a la nécrose et a la formation d’escarres de
la muqueuse des voies respiratoires?”’. Cette derniére a également été rapportée comme
faiblement mutagéne pour les bactéries dans le test d'Ames?%2%°, Dans une étude compléte
sur les fumigénes a base d’HC, le Conseil de Recherche National Américain (US National
Research Council) a conclu que, contrairement a son homologue toxique, le fumigéne a base
de HC/TiO2 n’était pas a considérer comme un risque élevé pour la santé aprés son inhalation,
a moins qu'il soit sous une forme particulaire ultra-fine. En effet, aucun des changements
défavorables observés, aprés exposition par inhalation chez la souris, n’a été considéré

comme irréversible?'°.
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L’irritation des voies respiratoires, l'inflammation, des nausées sont également les symptoémes
liés a I'exposition au fumigéne a base de RP chez les humains et les animaux. Chez les rats,
des Iésions laryngées et trachéales ainsi qu’'un cedéme pulmonaire et I'apparition de détresse
respiratoire sont des effets typiques pulmonaires retrouvés aprés 1h d'exposition a des
concentrations variables de fumigéne RP?®. Tout comme pour les fumigénes a base d’HC,
aucune preuve claire de génotoxicité des fumées a base de phosphore n’a été trouvée dans

la littérature.

La toxicité d'une grenade fumigéne rouge M18 utilisant comme colorant le 1-
(méthylamino)anthraquinone et le soufre comme combustible a été évaluée lors d’'une étude
d’Owens en 19742"". Une mortalité ainsi qu’une irritation des voies respiratoires supérieures
et une salivation excessive ont été décrites au cours d'une période d'observation de 30 jours

chez plusieurs espéces animales exposées a cette fumée entre 10 min et 2 h.

En ce qui concerne I'exposition aux fumigénes a base de TPA, de KM?%? et d’anthracéne?®,
ces fumigénes induiraient des irritations des fosses nasales et des voies respiratoires
inférieures ainsi des toux et nausées sans tout du moins induire de toxicité avérée et
irréversible. Lors d’'une étude conduite par Hemmila, la toxicité aigué et la génotoxicité de
quatre fumées colorées (orange, rouge, violet, jaune) ont été étudiées par une méthode in vitro
basée sur I'exposition de cultures de cellules épithéliales bronchiques humaines aux fumées.
La toxicité des quatre fumigénes colorés a été comparée a celle de d’une fumée a base
d'hexachloroéthane (HC) utilisé comme fumigéne de référence, ayant une toxicité connue.
Toutes les fumées colorées ont présenté une toxicité aigué lors des tests cytotoxiques et
l'ordre de toxicité observé a été orange> violet> HC> jaune. Quant a la fumée rouge, cette
derniére a montré une faible génotoxicité uniquement dans la série de test utilisant le plus haut

niveau de concentration®'.

Ces différentes études sur la toxicité de ces différents fumigénes démontrent bien que la
toxicité associée a leur inhalation dépend fortement de leur composition et des produits

potentiellement toxiques formés a suite de leur combustion.

4- Réglementation et protection professionnelle
L'armée utilise différents fumigénes lors de leur opération sur le terrain ainsi que lors de
Fentrailnement et la formation du personnel militaire. De ce fait, les militaires peuvent étre
hypothétiquement exposés aux différentes fumées et particules émises par les nombreuses
activités pyrotechniques que regroupe le domaine militaire. Pour répondre a cette attente, il a
été demandé au Conseil National de Recherche (CNR)'®® des Etats-Unis d’examiner de fagon
indépendante les données disponibles sur la toxicité de plusieurs fumigénes obscurcissant et

de signalisation afin d’établir des valeurs limites d'exposition a ne pas dépasser pour chacun
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d’entre eux, représentant la réglementation américaine. Il a donc été défini quatre niveaux

d’expositions que sont :

- EEGL pour « Emergency Exposure Guidance Level ». EEGL représente une limite
d'exposition en cas d'urgence pour une situation rare, résultant en une exposition
imprévue du personnel militaire pendant moins de 24h.

- PEGL pour « Permissible Exposure Guidance Level ». PEGL représente une limite
admissible d'expositions répétées du personnel militaire pendant leur entrainement.

- SPEGL pour « Short-term Public Emergency Guidance Level ». SPEGL représente
une limite d’exposition de fumée a court terme de la population civile avoisinant les
installations militaires (camps d’entrailnement, centre de tir etc) en cas d’urgence pour
une situation rare.

- PPEGL pour « Permissible Public Exposure Guidance Level ». PPEGL représente une
limite admissible d’exposition de fumée possible et répété de la population civile

avoisinant les installations militaires (camps d’entrainement, centre de tir etc).

Ces quatre niveaux d’expositions tiennent également compte du développement
embryonnaire, de la non-altération de ses fonctions vitales ainsi que de la non-reprotoxicité.
Ces valeurs pour les fumigenes a base d’'HC/Zn et de RP sont regroupées dans les tableaux

ci-dessous (Tableaux 7 et 8).

15 min 10
EEGL 1h 3
6 h 0,4
PEGL 8 h/jour 0,2
15 min 1
SPEGL 1h 0,3
6 h 0,04
PPEGL 8 h/jour 0,02

Tableau 7 : EEGL, PEGL, SPEGL et PPEGL concernant les fumigénes a base d’hexachloroéthane et d’oxyde de
zinc (HC/Zn).
a comme la quantité de ZnCl2 exprimée en mg/m3. Adapté de 195
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15 min 40
EEGL 1h 10
6 h 2
PEGL 5jofr://sjtce)rl:nraine 1
15 min 4

SPEGL 1h
6 h 0,2
PPEGL 5jo§r2//;ZrL:1raine 01

Tableau 8 : EEGL, PEGL, SPEGL et PPEGL concernant les fumigenes a base de phosphore rouge (RP).
Adapté de 195,

Ces niveaux d’expositions élaborées par le CNR peuvent étre comparés a d'autres limites
d'expositions utiles, tels que les valeurs limites d’exposition professionnelle (VLEP). La valeur
limite d’exposition d’'un composé chimique représente sa concentration dans l'air que peut
respirer une personne pendant un temps déterminé sans risque d’altération pour sa santé.
Ces valeurs sont considérées comme étant des objectifs minimaux. Ces lignes directrices sont
élaborées pour les expositions professionnelles quotidiennes des travailleurs en bonne santé.
Les VLEP des différents agents chimiques, y compris des particules, pour lesquels le ministére
chargé du Travail a publié des valeurs limites d’exposition professionnelle, qu’elles soient
indicatives, réglementaires indicatives ou réglementaires contraignantes, ont été regroupées
dans I'aide-mémoire technique ED 984 (INRS. 2012)%'2,

Aux Etats-Unis, 'TACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists) publie
égalemenent annuellement le fascicule : « Threshold limit values for chemical substances and
physical agents and biological exposure indices », diffusé par ACGIH, 1330 Kemper Meadow
drive, Cincinnati, OH 45240-1634, Etats- Unis. En raison de la similitude des démarches, de
l'utilisation des mémes sources d’information scientifiques et de la proximité d’ensemble des
valeurs retenues, les valeurs établies par 'ACGIH sont souvent utilisées comme un repére
technique indicatif valable sur le terrain, en particulier en l'absence de valeurs limites

nationales?'2.
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Objectifs de I’étude :

La pollution atmosphérique, et plus particulierement la pollution particulaire d’origine
anthropique est reconnue comme un facteur de risque majeur pour la santé et est donc
devenue une problématique de préoccupation croissante au niveau mondial. En effet, les
particules fines en suspension dans 'atmosphére constituent I'un des facteurs de risques les
plus importants impliqués dans laugmentation croissante de la morbi-mortalité liées aux

pathologies respiratoires et cardio-vasculaires induites ou exacerbées par la pollution de l'air.

Les activités pyrotechniques, que ce soit dans le domaine professionnel, civil ou militaire, sont
référencées comme producteur important de particules et jouent donc un réle non négligeable
dans 'augmentation de cette pollution particulaire. Au sein du secteur militaire, de nombreux
fumigénes sont utilisés lors d’opérations ou lors d’entrainements militaires, exposant le
personnel militaire aux différents aérosols émis. Les conséquences sur la santé humaine de
l'inhalation de ces fumigénes, représentant la principale source de particules au sein des
activités pyrotechniques militaires, sont devenues une préoccupation majeure depuis une

vingtaine d’années.

Par conséquent, 'objectif général de ce projet de thése est d’apporter des connaissances sur
la toxicité de particules émises lors d’activités pyrotechniques, et plus précisément de proposer
des moyens d’étude de la toxicité de particules produites par diverses activités
pyrotechniques, en ciblant dans cette étude 'évaluation de la toxicité des particules issues de
stand de tir de petit calibre et des particules issues de la combustion de fumigénes. Ces deux

familles de particules ont permis de réaliser une étude comparative sur :
1. Les moyens de prélévements a mettre en ceuvre in situ.

2. Les propriétés physico-chimiques de différents types de particules, notamment par la
détermination de leur granulométrie et de leur composition en éléments inorganiques et

organiques.

3. Les propriétés toxicologiques par inhalation. Pour ce dernier volet, I'approche retenue
a été une évaluation de la toxicité in vitro en utilisant un modéle de cellules pulmonaires
épithéliales en culture ainsi que I'évaluation des mécanismes impliqués dans les différentes
pathologies induites par l'inhalation de particules, mécanismes que sont le stress oxydant et
Finflammation. Une étude de mutagénicité a également été effectuée a partir de particules de

fumigénes.
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Matériel et Méthodes
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Méthodologie générale de I’'étude :

L’étude de la toxicité de particules provenant d’activités pyrotechniques réalisée au
cours de ce travail a été effectuée a partir de prélevements d’échantillons collectés au sein
d’'un centre de tir de la base navale de Toulon (particules de tir de petits calibres) et au sein
d’'un centre d’expérimentation de la DGA (particules de fumigénes). Les particules de tir ont
été initialement utilisées pour la mise au point de différents tests de toxicité et de conditions
d’exposition utilisées ensuite pour les particules de fumigénes prélevées. Les méthodes de
prélévements utilisées lors des prélévements de tirs ont également été mises a profit pour les
prélevements de particules de fumigénes, avec des adaptations au fur et a mesure des

campagnes.

L’élaboration des méthodes de prélévement ainsi que la caractérisation physico-
chimique a été réalisée en collaboration avec le Centre Commun de Mesures (CCM),

Université du Littoral Céte d’Opale, Dunkerque)

Une évaluation comparative de la toxicité des particules prélevées a été réalisée par
une approche in vitro sur une lignée de cellules épithéliales pulmonaires humaines. Les
différents tests utilisés au cours de ce travail pour évaluer la cytotoxicité, I'inflammation, le

stress oxydant et la mutagenése sont détaillés ci-apres.
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I- Prélevements

1- Présentation des campagnes de préléevement
Plusieurs campagnes de prélévements ont été réalisées. Deux campagnes de
prélevements de particules de tir ont été réalisées dans un stand de tir de calibre 9 mm, situé
au sein de la base navale de Toulon avec l'aide du pharmacien en chef J-U MULLOT du
LASEM/LCA en février 2014 et mars 2015.

Deux campagnes de prélevements ont été réalisées a partir de fumigénes sur le site
de 'armée de terre au sein du Centre d’expérimentation DGA en octobre 2014 et juin 2015.
Les fumigénes prélevés ont été un fumigene coloré de signalisation (n°1) et deux fumigénes
anti-intrusions (n°2 et 3) lors de la 1° campagne et un fumigéne a base d’hexachloroéthane
(fumigéne de référence n°4) en plus des trois autres fumigénes lors de la 2°™ campagne de

prélévement.

2- Collecte des particules par impaction
Les différentes campagnes de prélévement ont été effectuées en collaboration avec
Dorothée DEWAELE et Fabrice CAZIER du Centre Commun de Mesures (CCM, Université
du Littoral Coéte d’Opale, Dunkerque) qui dispose des moyens de prélévements nécessaires.
Les particules d’intérét sont prélevées a l'aide d’'impacteurs en cascade de type Staplex®

modele 235 (Sierra Anderson, Smyna, USA) comportant 5 étages (Figure 15).

FEtage 6 < 0,49 um

Etage 5 :0,49 pm

Ftage 4 : 0,95 pm

Etage 3 : 1,5 pm

Etage?2 : 3,0 pm

Etage 1 <7,2 ym (non utilisable)

Figure 15 : Vue globale et vue détaillée d’un impacteur en cascade et de ses 5 étages.
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Pour les particules de fumigene, un filtre terminal en fibre de verre a été utilisé au

niveau de 'étage 6 (« backup »).

Les impacteurs sont connectés a des pompes a haut débit (80 m3/h). L'impaction des
particules sur chaque plaque (chacune étant définie par une largeur de fente) est basée sur
un principe physique de mécanique des fluides : l'inertie des particules dans un flux d'air. Les
poussiéres dans le flux d'air sont accélérées au travers d'une fente : les particules animées
d'une inertie suffisante s'écartent de la trajectoire et s'impactent sur le substrat de collection
(plaque métallique). Les autres particules plus fines sont dirigées vers les étages inférieurs
jusqu'a ce qu'elles acquiérent la quantité de mouvement pour s’impacter. Les grosses
particules sont ainsi recueillies sur la premiére plaque et les plus petites sur la derniére (Figure
16).

S

. B

e -“ \ ,_u— 2 Elagei
i ALATAAA Buse dentrée | ¢ p—— "
! LI Busedem | (e | e
| L -
i L S o
| flf’l : T
: ST o
: qseed Autage 2 a0
1 : ;N Etage 2
0 Lignes de courant 5
|
i ﬁ
3 A~ Trajectoire d'une particule trop petite :
! pour venir simpacter sur la plaque /\A A\

Trajectoire d'une particule qui va étre i s
:] impactée sur la plaque
Etage N
Plaque d'impaction
Filtre

Pompe

Figure 16 : Schéma du principe d’un étage d’impacteur®’3.

Ce prélevement permet de réaliser une ségrégation par taille de particules comprises
entre 7,2 et 0,49 um. Lors du prélévement des particules sur les impacteurs en cascade, les
particules de diamétre aérodynamique supérieur a 3 ym (PM-3 collectées sur I'étage 2) sont
collectées séparément de celles ayant un diamétre aérodynamique inférieur a 3 uym (PMs

collectées sur les étages 3 a 6).

Pour les tirs d’arme de poing, le dispositif de prélévement est placé sur une table a
environ un métre derriére les militaires tirant au calibre 9 mm (Figure 17). L’arme utilisée par
la gendarmerie lors de leur séance de tir est 'Universal Selbstlade Pistole de la société
allemande Heckler & Koch « HK USP », un pistolet semi-automatique universel a canon court

non scié.
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Figure 17 : Prélévement des patrticules de tir de petit calibre (9 mm) sur le site de la base navale de Toulon.
(A) Gendarme s’exergant au tir avec une arme de poing (9 mm) (B) Deux impacteurs en cascade avec des
fentes décroissantes afin de capter les différentes tailles de particules (C) Taches noiratres indiquant la
présence de particules émises lors des tirs marquant les séparations entre les pas de tir.

Pour les tirs de fumigénes, le dispositif de prélevement est fixé sur un mat a 2 métres

de hauteur et a environ 90 centimétres de la source d’émission des particules de fumigénes
(Figure 18).

Impacteur

Fumigéne

Figure 18 : Photographie du systéeme de préléevement utilisé lors des tirs de fumigénes.
(Fumigéne 1 de signalisation).
Les deux campagnes ont été réalisées dans une enceinte semi-ouverte, c’est-a-dire
en présence d’un toit au-dessus des tireurs ou des fumigénes dans un local ouvert sur
lextérieur au niveau d’'un de ses cbtés. Une station météorologique a été utilisée pour vérifier

que le vent n’interférait pas avec la dispersion du nuage dans I'enceinte.
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Par la suite, les impacteurs ayant servi au prélevement sont mis a sécher sous hotte a
flux laminaire pendant 24h avant la récupération des particules par grattage, étage par étage.
Aprés grattage, les particules sont pesées et recueillies dans des flacons décontaminés et

stérilisés puis congelés a -80 °C.

3- Synthése des campagnes de prélévements

Le tableau 9 ci-dessous résume les différentes campagnes réalisées ainsi que les quantités
de particules récoltées (Tableau 9).

En général, deux jeux d'impacteurs ont été utilisés simultanément, pour des durées et des
volumes de prélévements variables (Annexe 1 et 2).

Datesdes uantité
Nombre de Tirs Nombre ,Q 5
campagnes récoltée sur

Prélevement Caractéristique de fumigénepar d'impacteurs

ae impacteur utilisés (Gspkinues
. prélévement P enmg

Particules de Tirs de petit FEEEZ01
e celbre (B mm) | preon15 2 517
5% - Fumigéne de Octobre 2014 2 tirs cumulés 2 748
Fumigénen®1 ) s
(F1) signalisation
(fumée rouge) Juin 2015 2 tirs cumulés 1 351
= Fumigéne anti- | Octobre 2014 | 3 tirs cumulatifs 2 216
Fumigéne n®2 - -
(F2) intrusion
(fumeée blanche) Juin 2015 2 tirs cumulatifs 2 30
= . Fumigéne anti- | Octobre 2014 | 3 tirs cumulatifs 2 1946
Fumigenen®3 i .
(F3) intrusion
(fumée blanche) Juin 2015 2 tirs cumulatifs 2 448
Fumigéne a
Fumige °4
i il base de HC Juin 2015 | 3 tirs cumulatifs 2 1663
(F4) ;
(fumeée blanche)

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des différentes campagnes de préléevement.
Tableau résumant les quantités des différentes particules collectées sur le site de la base navale de Toulon et de
la DGA (particules de tir et particules de fumigénes), ainsi que le nombre de tirs de fumigene/impacteur
effectuées lors des différentes campagnes de prélevements au cours de I'année 2014 et de 'année 2015.
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ll- Caractérisation physico-chimique des particules issues

d’activités pyrotechniques
Les analyses physicochimiques ont été réalisées par Dorothée DEWAELE et Fabrice CAZIER

Centre Commun de Mesures (CCM, Université du Littoral, Dunkerque).

1- Détermination de la granulométrie
La répartition granulométrique des particules a été mesurée d’'une part par gravimétrie et

d’autre part a 'aide de compteurs de particules.

a. Granulométrie par mesure pondérale
Une fois le prélevement par impaction effectué, les particules sont collectées et pesées étage
aprés étage. Cette technique, bien que basique, donne une assez bonne idée de la répartition

en masse de particules récoltées par classe granulométrique.

b. Mesure de la concentration particulaire et de la distribution en taille de particule
Lors de la seconde campagne de prélevement des fumigénes (juin 2015), I'analyse
granulométrique des particules a également été réalisée par I'étude de la concentration
particulaire (particules/cm?) et de la distribution en taille de particules (comprise entre 0,3 et
10 um) dans l'aérosol. Ces caractéristiques sont mesurées en temps réel pendant le
prélévement a 'aide de deux compteurs de particules (Figure 19) reliés a un ordinateur et

placé a environ 2 métres de la source d’émission de particules :

- L’analyseur OPS 3330 permet de déterminer la concentration (particules/cm?) et la
distribution en taille d’aérosols compris entre 0,3 et 10 ym (répartis en 16 classes de

taille), en utilisant les propriétés optiques des particules.

- L’analyseur SMPS 3910 permet de déterminer la concentration (particules/cm?®) et la
distribution en taille d’aérosols compris entre 10 et 400 nm (répartis en 13 classes de

taille) en utilisant la mobilité électrique des particules.
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Figure 19 : Photo des deux analyseurs de particules en temps réel.
(A) Granulomeétre pour nanoparticules SMPS NanoScan 3910 (SMPS 3910) (B) Compteur optique de particules
3330 (OPS 3330).

2- Deétermination de la fraction inorganique des particules
Analyse des composés métalliques
» Principe :
Les métaux et les éléments traces métalliques (ETM) ont été analysés par Plasma
Induit Couplé a la Spectrométrie d’Emission Optique (ICP-OES, modele ICAP 6300 DUO —

Thermo).

L’'ICP-OES permet l'analyse simultanée d’'un grand nombre d’ETM dans diverses
matrices. Pour les solides, les concentrations analysables sont situées dans une fourchette
allant du ppm (mg/kg) au % en masse. Pour cela, les échantillons solides sont minéralisés
sous micro-onde a l'aide d’acides purs. Aprés dilution et filtration, la solution obtenue est
vaporisée dans le coeur d'un plasma d'argon dont la température est de l'ordre de 8000 °C. A
une température aussi élevée, toutes les ETM subissent une atomisation (retour a I'état
atomique de I'élément quel que soit son état initial (liaisons moléculaires, degré d’oxydation)),
une ionisation et une excitation thermique. Les longueurs d’ondes émises (raies d’émission)
lors du retour de I'élément a I'état fondamental (désexcitation) sont détectées a I'aide d’'un
spectrométre d’émission optique. Les ETM recherchés peuvent ainsi étre détectés et
quantifiés par mesure du signal associé aux longueurs d'ondes caractéristiques propres a

chaque élément recherché (intensité de 'émission proportionnelle a la concentration).

Les métaux analysés sont les suivants : Aluminium (Al), Arsenic (As), Baryum (Ba),
Calcium (Ca), Cadmium (Cd), Cobalt (Co), Chrome (Cr), Cuivre (Cu), Fer (Fe), Potassium (K),
Magnésium (Mg), Manganése (Mn), Molybdéne (Mo), Nickel (Ni), Phosphore (P), Plomb (Pb),
Soufre (S), Antimoine (Sb), Silicium (Si), Etain (Sn), Strontium (Sr), Titane (Ti), Vanadium (V),
Tungstene (W), Zinc (Zn) et Zirconium (Zr).
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» Protocole :

Préparation de I'échantillon

Afin d’analyser la composition métallique, deux préparations d’échantillons sont réalisées.

Dans un premier temps, une préparation par minéralisation totale par voie humide
(communément appelé digestion acide) est effectuée. La minéralisation est réalisée en
réacteurs fermés dans un four a micro-ondes (digesteur Mars Xpress, CEM). Pour cela, une
prise d'essai de 25 a 50 mg de particules (selon la quantité disponible) ou 1/8°™ de filtre quartz
ou 10 cm? de back up ont été mis en présence d’acides nitrique pur (HNO3, 5 mL) dans un
réacteur en téflon. Un « blanc » constitué d’acide seul est également inclus dans chaque série
de minéralisation. Les réacteurs contenant les échantillons ainsi que celui du blanc sont
ensuite hermétiquement fermés puis introduits dans le digesteur. Les parameétres de
minéralisation (puissance appliquée 1600 W maximum, rampe de température : montée a
180°C en 15 minutes puis pallier a 180°C pendant 20 minutes) permettent de détruire la
matrice et de solubiliser totalement les divers éléments adsorbés sur les particules. Les
solutions obtenues aprés minéralisation sont filtrées sur filtre cellulose (0,45 ym, Whatman)

puis diluées avec de I'eau ultrapure a 50 mL.

Dans un second temps, une préparation par lixiviation a 'eau ultrapure de I'échantillon est
réalisée afin d’obtenir la fraction soluble par mise en contact de I'échantillon avec 10 a 15 mL
d’eau ultrapure suivi d’un traitement dans un bain a ultrasons pendant 20 minutes et d’'une

filtration a 0,45 ym avant analyse.

Les solutions obtenues ainsi que les blancs analytiques et les solutions de contrdle sont

analysées par I'lCP-OES.

La gamme d’étalonnage ainsi que les raies d’émission spécifiques utilisées pour la détection
et le dosage de chaque élément sont présentées dans les tableaux ci-dessous (Tableau 10 et
11).

’ Etalon /1
Elisyont A B C D (P}% ) F G H
Al Ca, Fe. K. Mg 0 30 100 500 1000 | 5000 | 10000 | 25000
g.ring_tléﬂi_h\/{?'zil' 0 5 10 50 100 500 1000 | 2500
Ba. St 0 0.5 1 5 10 50 100 250
Na 0 8 16 82 164 818 1637 | 4093
S 0 85 169 843 1689 | 8442 | 16889 | 42225

Tableau 10 : Gamme d’étalonnage utilisée lors de 'analyse de la composition en métaux par ICP-OES.
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Elément Raies utilisée Visée Plu; p ent’stan'dard
étecté (ug/l
Al 396,152 radiale 500
Ba 455,403 axiale 0.5
315,887 500
Ca 317,933 radiale 100
396.847 50
267,716 :
Cr >83 563 axiale 5
Cu 324,754 axiale 5
238.204 :
Fe 559 940 axiale 50
766,490 :
K 769 896 radiale 500
279,553
Mg 280,270 radiale 50
285,213
257.610 :
Mn 260.569 axiale 5
202.030 :
Mo 503 844 axiale 5
Na 588.592 axiale 8
N1 231,604 axiale 5
P 178,284 axiale 50
Pb 220.353 axiale 5
S 182,034 axiale 84
: 198.898 5 100
- 251,611 —— 500
Sr 407,771 axiale 0.5
190,820 10
T1 323,452 axiale 5
334941 5
292 402 _
Vv 311,071 axiale 5
Zn 213,856 axiale 5

Tableau 11 : Raies utilisées pour le dosage des métaux par ICP-OES.

b. Analyse élementaire

» Principe :

L’analyse des éléments C, H, N, S, est effectuée a 'aide d’un analyseur spécifique utilisant la
Chromatographie en phase Gazeuse couplée a un Détecteur a conductivité thermique (Gas
Chromatography—Thermal Conductivity Detector ; GC-TCD) (modéle Flash 2000, Thermo

Fisher Scientific).

L’échantillon placé dans une capsule d’étain est introduit dans un réacteur constitué par un
tube vertical en quartz maintenu a la température de I'ordre de 1000 °C et dans lequel passe

un courant d’hélium (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma simplifié¢ de I'analyseur CHNS (GC-TCD)?'4.

A l'occasion de l'introduction de I'échantillon, le courant d’hélium est automatiquement enrichi
par une quantité déterminée d’oxygéne pur (99,9995 %), provoquant ainsi la combustion éclair
(flash) de la capsule et de I'échantillon. Les gaz de combustion entrainés par le courant
d’hélium passent sur un catalyseur d’oxydation (oxyde de cuivre) qui les transforme en CO.,
H20, SO, SO3, NxOy. Ces gaz passent alors sur un deuxi€éme catalyseur (cuivre réduit) qui
va réduire les oxydes d’azote en azote élémentaire, le SOz en SO, et piéger 'excés d’'oxygéne.
A la sortie du tube, on trouve en plus du gaz vecteur hélium, les gaz N2, SO, CO, et H,O. Les
produits non dosés sont piégés. Les gaz obtenus sont alors séparés dans une colonne de

chromatographie et quantifiés par un détecteur a conductivité thermique.

» Protocole :
L'appareil d'analyse élémentaire CHNS (modele Flash 2000, Thermo Fisher Scientific) a
permis de doser le carbone, I'hydrogéne, l'azote et le soufre dans les échantillons de
particules. Les analyses sont effectuées avec une masse d’environ 2 mg de particules placée
dans la capsule en étain avec ~1 mg de vanadium pentoxyde (catalyseur du soufre). La
capsule est ensuite introduite dans le four (température de 950 °C) a l'aide d’'un passeur
automatique. Le débit du gaz vecteur (He) est de 140 mL/min et les pressions sont de 250 kPa
(He) et 220 kPa (O-). La colonne de séparation (PTFE, 2 m, 6x5 mm) de la GC est chauffée a
70 °C. Le standard utilisé est le sulfanilamide (CsHsN2O2S) traité dans les mémes conditions

que les échantillons.

92



3- Détermination de la fraction organique des particules

» Principe :

Les composés organiques fixés sur les particules ou constitutifs de celles-ci ont été
analysés par chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry GC-MS) (GC Varian modéle CP 3800, masse Varian
modéle 1200MS).

Cette technique permet de séparer des molécules d'un mélange complexe. Elle s'applique
aux composes gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans étre dénaturés.
L'échantillon injecté, est vaporisé a l'entrée de la colonne chromatographique et ses
constituants sont séparés en fonction de leur affinité avec la phase stationnaire. La ligne de
transfert chauffée a 310 °C permet le passage des composés en phase gazeuse dans la
chambre d’ionisation du spectrométre de masse ou un filament chauffé (280 °C) va les ioniser
grace a un faisceau d’électrons. Un champ magnétique sépare les ions de fragmentation ainsi
formés en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) et les dirige vers le détecteur (Figure
21).

Chromatographe de gaz

Seringue

Gaz Injecteur

vecteur

Source

o Amplificateur
d mlns Analyseur d'é}cctmlls

| i

- % | /= |Dém.,, b

s
Ligne de transfert |~

Lentilles de focalisation

Spectrometre de masse |

Figure 21 : Schéma illustrant les différentes parties de la GC-MS?'4,

Le détecteur traduit 'empreinte de chaque composé sous forme de spectre masse,
représentant 'abondance de chaque ion formé, suivant son rapport masse/charge. La

quantification est effectuée par étalonnage externe via l'injection de standards.

> Protocole :
Les échantillons ont été soumis pendant environ 16 heures a une extraction soxhlet avec
du dichlorométhane (solvant) afin d’extraire les composés semi et non volatils. Le solvant a

été choisi pour sa polyvalence car il permet de solubiliser un grand nombre de composés

93



organiques. L’extrait obtenu est analysé par GC/MS (GC Varian modéle CP 3800, masse
Varian modéle 1200MS).

Les échantillons de particules sont introduits dans une cartouche (cellulose) puis dans un
extracteur soxhlet afin d’extraire les composés organiques. Il s'agit d'une extraction solide-
liquide, reposant sur le principe de la percolation d’un solvant a travers un échantillon solide
contenu dans une cartouche poreuse. Le corps de I'extracteur (i.e. le soxhlet), comprenant la
cartouche, est fixé sur un ballon contenant 100 mL de dichlorométhane. Le solvant est
vaporisé puis condensé, et reste en contact avec le solide. La solution est soutirée
périodiquement par I'amorcage d'un siphon. La solution du ballon s'enrichit petit a petit en

soluté et le solide est toujours mis en contact avec du solvant fraichement distillé (Figure 22).

Sortie de I'eau de
refroidissement

Condensatenr =

Entrée de I'eau de
refroidissement

Tube d’adduction
Haut siphon

Cartouche

Sortie siphon

EBallon a col rode

Chauffe ballon

Figure 22 : Représentation schématique d’un extracteur soxhlet®'*.

L’ébullition du solvant est effectuée pendant 16 heures et I'extrait obtenu est concentré
sous flux d’azote a 2 mL et 1 uL est injecté (split de 1:20) dans la colonne capillaire (VF-5 ms,
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) de la GC-MS. Les composés présents dans I'extrait injecté sont
véhiculés dans la colonne chromatographique par un gaz vecteur (He). La durée d’analyse est
d’'une heure, la température de la source est de 280 °C et la tension de I'impact électronique

est de 70 eV. Les composés ont été recherchés entre 40 et 800 unités de masse.
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4- Synthése des analyses physico-chimiques réalisées
Les différentes analyses physico-chimiques effectuées sur les différents types de particules

prélevés sont résumées dans le tableau 12 ci-dessous (Tableau 12).

Analyses Particules de Tir Fumigenes
X X
- X
X X
X X
s X

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des différentes analyses physico-chimiques effectuées sur les particules de tir
et de fumigénes.
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lll- Etude toxicologique des particules issues d’activités
pyrotechniques

1- Culture cellulaire

a. Modéle cellulaire
Le matériel biologique utilisé afin d’étudier la toxicité des différentes particules de tir et
de fumigénes est le modéle cellulaire A549, lignée de cellules épithéliales alvéolaires qui
dérive d’'un carcinome pulmonaire humain. Ces cellules A549 sont commercialisées par la
société LGC Standards S.A.R.L. (Molsheim, France ; référence : ATCC-CCL-185).

b. Culture des cellules A549

En fonction des parameétres d’étude considéres, la lignée A549 est ensemencée dans
des microplaques de culture a 6 ou 96 puits ou encore dans des flacons de culture stériles de
75 cm? Selon les recommandations de 'ATCC et aprés avoir testé différentes densités
cellulaires, nous avons choisi de travailler avec la densité cellulaire de 25 000 cellules/cm?
215216 | es cellules sont cultivées dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — low glucose) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal
décomplémenté, avec des antibiotiques pénicilline (25U/ml) et streptomycine (25 pg/ml) et
avec de la glutamine (2 mM) (DMEM+). Les cellules en cultures sont incubées dans des
conditions de culture classique en atmosphére humide (95%) avec 5% de CO2dans une étuve
thermostatée a 37°C. Le milieu de culture est changé tous les deux jours. Deux passages sont
réalisés par semaine afin de maintenir les cellules en culture. Pour cela, les cellules
adhérentes sont décollées du flacon de culture a l'aide de trypsine/EDTA (0,05%) et
dénombrées sur cellules de Malassez par le test d’exclusion au Bleu Trypan. Les cellules en
cultures ne doivent pas excéder 80% de confluence pour ne pas initier la différenciation
cellulaire (risque potentiel de modifications physiologiques). Les cellules utilisées pour les

expositions seront toujours entre leur 10°™ et 50°™ passage cellulaire.

2- Evaluation de la toxicité in vitro

La mise au point des tests de cytotoxicité sur les cellules A549 a été effectuée en
utilisant le cadmium comme molécule toxique de référence. Une solution mére de chlorure de
cadmium a 1mM a été préparée dans du DMEM+. Différentes études de la littérature nous ont
permis de déterminer une gamme de concentration de cadmium allant de 0 a 125 uM?'>. Les
cellules ensemencées en plaques 6 puits ou 96 puits, proliféerent pendant 24h avant d’étre
traitées par les différentes concentrations de cadmium pendant 24 ou 48h selon les protocoles.
La cytotoxicité a été évaluée par des méthodes complémentaires visant a étudier la
perméabilité membranaire (rouge neutre) et le métabolisme mitochondrial (MTT), méthodes

décrites par la suite.
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a. Préparation des suspensions particulaires
Afin d’évaluer la cytotoxicité des particules, une solution mére (1 mg/mL) a été préparée
dans du milieu de culture (contenant 1% de SVF et 1% de fongizone) puis celle-ci a subi une
sonication (120W ; 40 kHz) de 30 min afin d’obtenir une meilleure dispersion des particules
dans le milieu?'2'® de maniére a obtenir par la suite une gamme de concentration allant de 0
a 0,5 mg/mL, concentrations déterminées aprés une analyse bibliographique?'”2'° (Figure 23).
Les tests de cytotoxicité mis au point sur les cellules A549 en utilisant le cadmium comme

molécule de référence, ont ensuite été réalisés pour des temps de traitement de 24 et 48h.

0 0.01 0.05 0.1 0.25 0.35 0.50 mg/mi

Figure 23 : Photographies représentant les différentes densités de particules de tir utilisées.
Les particules de tir sont a des concentrations comprises entre 0 et 0,50 mg/mL. Les cellules ont été observées
au microscope optique (Axiovert 135) a un grossissement 50X et photographiées a I'aide d’'une caméra Sony.

b. Evaluation de I'activité mitochondriale

» Principe :

L’évaluation de I'activité mitochondriale a été effectuée en utilisant le test de cytotoxicité
MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazoliumbromide). 1l est basé sur la
transformation du MTT en cristaux bleus de formazan par une enzyme mitochondriale, la
succinate déshydrogénase. Les cristaux de formazan formés sont ensuite solubilisés grace a
lajout de SDS 10% et sont ainsi détectables par spectrophotométrie a une longueur d’onde

de 570 nm grace a un lecteur de microplaques (SAFAS Xenius, Safas, Monaco).

» Protocole :

Aprés exposition des cellules A549 dans une plaque 96 puits, du MTT (5 mg/mL) a été
ajouté a chaque puits et les cellules ont été incubées pendant 3h a 37 °C a l'obscurité. Les
cellules ont ensuite été traitées avec une solution de lyse (SDS 10% - HCI 0,01N) afin de
dissoudre les cristaux de formazan et sont incubées de nouveau 3h a 37 °C. L’absorbance a
été quantifiee a 570 nm par spectrophotométrie. La viabilité des cellules traitées a été
exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non traitées. Un blanc particule (milieu de
culture seul contenant les particules d’intérét) est réalisé pour chaque concentration testée

afin de s’affranchir des éventuels artéfacts induits par les particules.

c. Evaluation de la perméabilité membranaire

» Principe :
L’évaluation de la perméabilitt membranaire a été effectuée en utilisant le test de viabilité

cellulaire au rouge neutre. C’est un test de référence pour les études de toxicité, recommandé
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par I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE) et le Centre
Européen pour la Validation de Méthodes Alternatives (ECVAM). Le dosage de la capture de
rouge neutre fournit une estimation quantitative du nombre de cellules viables dans une
culture. Il est basé sur la capacité des cellules viables a capturer et a incorporer le colorant

rouge neutre dans les lysosomes.

» Protocole :
Brievement, aprés I'exposition, les cellules sont incubées pendant 3h a 37°C, avec la solution
de rouge neutre (3,3 mg/mL) filirée et diluée a la concentration de 50 ug/mL dans du milieu de
culture supplémenté en SVF. Le surnageant est éliminé et les cellules sont lavées avec du
PBS 1X. La solution de décoloration (50% d'éthanol, 49% d'eau distillée et 1% d'acide acétique
froid) est ajoutée puis les plaques sont agitées pendant 20 min. L'absorbance est lue a 544
nm en utilisant un spectrophotométre (SAFAS Xenius, Safas, Monaco). La viabilité des cellules
traitées a été exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non traitées. Un blanc particule
(milieu de culture seul contenant les particules d’intérét) est réalisé pour chaque concentration

testée afin de s’affranchir des éventuels artéfacts induits par les particules.

d. Evaluation des mécanismes d’exclusion membranaire

» Principe :
Les mécanismes d’exclusion membranaire ont été évalués par la coloration au bleu de Trypan
qui est une méthode permettant de discriminer les cellules viables des cellules mortes. Le
colorant pénétre dans les cellules et induit 'activation d’'un mécanisme permettant de rejeter
cette molécule dans le milieu extérieur. Ce mécanisme nécessitant de I'énergie, seules les
cellules possédant une source d’ATP peuvent le mettre en place. Ainsi, une cellule vivante
expulsera le colorant et restera blanche au microscope, contrairement a une cellule morte qui
restera bleue. Les cellules vivantes et mortes seront comptées manuellement au microscope
optique (Olympus) et rapportées au nombre total de cellule afin d’obtenir un pourcentage.

Cette méthode est couramment utilisée lors de la numération cellulaire.

> Protocole :
Aprés 24h d’incubation dans des plaques 6 puits, les cellules A549 sont exposées aux
molécules d’intérét (cadmium, particules) pendant 24h et 48h. Apres I'exposition, le milieu de
culture est retiré, les cellules sont lavées 2 fois puis grattées avec du PBS 1X. La suspension
cellulaire est diluée au 1/5 dans du Bleu Trypan (0,5%) pour étre numérée sur cellule de
Malassez. La viabilité des cellules traitées a été exprimée en pourcentage de cellules vivantes

par rapport au nombre total de cellules (vivantes et mortes).
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e. Evaluation du cycle cellulaire

» Principe :
Le cycle cellulaire des cellules A549 exposées aux particules d’intérét a été évalué par la
technique de la cytométrie en flux. Le cycle cellulaire est 'ensemble des étapes qui constituent
et délimitent la vie d'une cellule. Il se définit par I'ensemble des modifications qu'une cellule
subit entre sa formation (par division de la cellule mére) et le moment ou cette cellule finit de
se diviser en deux cellules filles. Il est composé de plusieurs phases de croissance dans
lesquelles la cellule grossit (phase G1) et duplique son matériel génétique (phase S) et d'une
phase ou celle-ci se divise (mitose, phase M) pour donner naissance a deux cellules filles
identiques. Les deux autres phases du cycle, G1 et G2, représentent des intervalles au cours
du cycle cellulaire (G pour « Gap »). Au cours de la phase G1, la cellule effectue sa croissance,
intégre les signaux mitogénes ou anti-mitogénes et se prépare pour effectuer correctement la
phase S. Au cours de la phase G2, la cellule se prépare pour la phase M. La phase GO, quant
a elle, représente une phase de quiescence, les cellules sortent du cycle cellulaire (Figure
24A).

Dans notre étude, nous avons traité les cellules A549 a liodure de propidium, un intercalant
de 'ADN, permettant de marquer et de quantifier TADN des cellules analysées en cytométrie
en flux. Cette quantification de TADN permet donc de déterminer exactement la phase du cycle
cellulaire dans laquelle se trouvent les cellules et de quantifier la mortalité cellulaire par la
mesure de la quantité dADN dans une cellule. Par exemple, une cellule contenant une
quantité q ADN se situera en phase G1 et une autre cellule avec une quantité 2q ADN se
situera en phase G2. Une cellule ayant une quantité d’ADN supérieure a q et inférieure a 2q

se situera en phase S, phase ou se duplique le matériel génétique (Figure 24B).
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Figure 24 : Schémas du cycle cellulaire.
(A) Présentation des différentes phases du cycle cellulaire (B) Quantités d’ADN des cellules en fonction des
différentes phases du cycle cellulaire.

Les données ainsi recueillies se présentent sous forme d’histogrammes auxquels s’ajoutent
des statistiques concernant les populations cellulaires et les paramétres étudiés (%, intensité
de fluorescence, etc). Pendant lanalyse des données, différentes populations sont
sélectionnées ou écartées (débris cellulaires, particules, doublets cellulaires) afin d’obtenir
exclusivement les cellules exposées par nos particules dans la population représentée par les

histogrammes. Un exemple d’histogramme d’un profil du cycle cellulaire d’'une population de
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cellules A549 est montré ci-dessous. Nous pouvons donc observer en phase sub-GO0 (quantité
d’ADN inférieure a q), les cellules mortes a hauteur de 10%, les cellules vivantes avec une
quantité 1n ADN en phase G0-G1 a hauteur de 71%, les cellules en interphase, en phase de
prolifération en phase S a hauteur de 14% et les cellules en phase de mitose en phases G2-

M, avec une quantité 2n ADN a hauteur de 3% (Figure 25).
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Figure 25 : Exemple d’un profil du cycle cellulaire de cellules A549.

AN

» Protocole :

Aprés 24h de prolifération dans des plaques 6 puits, les cellules A549 sont exposées aux
molécules d’intérét (particules) pendant 24h et 48h. Aprés l'exposition, le surnageant
contenant les cellules flottantes est récupéré, les cellules adhérentes sont lavées au PBS 1X
puis sont décollées du puits a l'aide de trypsine/EDTA (0,05%). Les cellules sont ensuite
récupérées, poolées au surnageant puis centrifugées a 1500 rpm pendant 10 min. Le culot
cellulaire est lavé avec du PBS 1X a 4°C puis les cellules sont centrifugées a nouveau a 1500
rpm pendant 10 min. Le culot cellulaire est récupéré dans une solution d’éthanol a 70% placé
préalablement a -20°C. Les cellules sont ensuite stockées a -20°C jusqu’au marquage a
liodure de propidium le jour de l'analyse au cytométre en flux. Le jour de lanalyse, la
suspension cellulaire est centrifugée a 400 g pendant 5 min, le surnageant est jeté puis un
lavage du culot cellulaire au PBS 1X a 4°C est effectué. Une seconde centrifugation est
effectuée puis le culot cellulaire est repris a 2 millions de cellules dans 1 mL d’une solution

d’iodure de propidium, un intercalant & 'ADN (20 pug/mL), de RNase A (5 pg/mL) et triton X-
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100 (1 uL/mL) afin de marquer les cellules a l'iodure de propidium. La suspension cellulaire
est analysée en cytométrie en flux (FACSCanto) et les résultats sont ensuite traités sur le
logiciel FlowJo (Tree Star, Ashland, OR).

3- Evaluation des effets mutagénes

» Principe :
Les effets mutagénes des particules de fumigénes ont été évalués par l'intermédiaire du test
d’Ames. Le test d'Ames utilise cinq souches bactériennes de Salmonella typhimurium qui
portent des mutations dans leur séquence d’ADN des génes codant pour la synthése de
I'histidine, nécessaire a leur prolifération. La mutation rend donc les bactéries auxotrophes,
c'est-a-dire qu'elles ne peuvent se développer que dans un milieu possédant cet acide aminé,
contrairement aux bactéries sauvages (prototrophes) qui poussent dans un milieu qui en est
dépourvu. Ce test évalue la capacité d’'une substance a induire la réversion de la mutation
initiale. On cherche donc l'apparition de bactéries dites révertantes. Certains composés
chimiques ayant besoin d’'une activation métabolique pour induire une mutation, de I'extrait de
foie de rat (appelé S9 Mix) est ajouté afin de simuler I'effet du métabolisme. Les mutations
potentiellement observées aprés l'ajout de S9 Mix sont considérées comme des mutations

indirectes.

Afin de d'assurer un niveau de réplication minimum de I'ADN nécessaire a I'établissement de
la mutation réverse, les bactéries et la substance analysée sont mélangées dans de I'agar
mou auquel on ajoute des quantités limitantes d'histidine. Cet agar mou est ensuite étalé a la
surface de boites d'agar réalisées avec un milieu minimum (glucose et sels minéraux, mais
sans histidine). Les boites sontincubées 2 a 3 jours a 37°C. Les bactéries restées auxotrophes
pour I'histidine pousseront jusqu'a épuisement de l'histidine du milieu d'agar mou. Seuls les
révertants, ayant retrouvé la capacité a synthétiser de l'histidine, seront ensuite capables de
se développer sur ce milieu minimum. Les colonies sont ensuite dénombrées et la valeur
obtenue sera comparée a un témoin afin d'estimer le pouvoir mutagéne relatif de la substance

vis-a-vis de chaque souche.

» Protocole :
Les expériences de mutagénicité ont été réalisées par Véronique ANDRE (MCF-HDR,
ToxEMAC-Caen).

Des extraits organiques ont été obtenus a partir des particules de fumigénes, en utilisant un
appareil de soxhlet et 100 mL de dichlorométhane comme solvant sur 16 heures. La phase
organique est soit concentrée sous un courant d'azote pour I'analyse GC-MS, soit évaporée.
Le résidu sec a ensuite été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSOQ) a des concentrations

variant de 2 a 75 pg équivalent particules/boite pour des évaluations de potentiel mutagene.
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La mutagénicité est évaluée au moyen du test dAmes vis-a-vis des souches bactériennes
TA98, YG1041, TA100, TA102 et TA97, sans et avec addition de la fraction S9mix préparée
avec 5 % de S9 de foie de rat, obtenu aprés induction enzymatique a I'’Aroclor (Moltox, Trinova

Biochem, Giessen, Allemagne).

Les souches TA98, TA97 et YG1041 permettent la détection de mutations par décalage du
cadre de lecture, mutation induite par des composés organiques capables de former des
adduits encombrants, tels que des HAP en présence de S9 Mix pour la souche TA98 et des
composeés nitro-aromatiques sans S9 Mix et amino-aromatiques avec S9 Mix pour la souche
YG1041. Quant a la souche TA97, elle permet la détection de mutations induites par des
substances intercalantes a 'ADN. Les souches TA100 et TA102 permet la détection de
mutation par substitution de paires de bases. La souche TA102 permet notamment la détection
de mutations induites par des composés agissant via un stress oxydant (agents pro-oxydants)

et la souche TA100 est sensible aux agents alkylants.

Le protocole utilisé intégre une période de pré-incubation d’'une heure sous agitation a 37 °C
de volumes réduits de réactifs (10 uL de suspension de particules, 100 pyL de bouillon de S.
typhimurium et 100 pL de S9mix ou de tampon phosphate pour les conditions sans S9mix),
avant I'étalement sur les boites de Pétri contenant le milieu minimal sélectif des révertants?.
Aprés 48h dincubation a 37°C, le nombre de colonies révertantes est compté
automatiquement (Logiciel Ames, Noesis, France). Pour chaque échantillon, trois
concentrations sont testées (2 / 12,5 / 75 ug d'équivalent particules/boite) en triplicat pour
chaque condition, et au travers d’au moins deux expériences indépendantes. La toxicité est
évaluée par l'observation au microscope de la densité de la pousse de fond bactérienne,
correspondant aux bactéries restées auxotrophes pour l'histidine. Un effet mutagéne est
considéré significatif lorsque le nombre de révertants induits est au minimum le double du

nombre de révertants spontanés, accompagné d’'un effet dose.

Les Taux de Révertants Spontanés (TRS, exprimés en nombre moyen de révertants par boite)

varient selon les expérimentations et les souches :

Pour la souche TA98 : TRS de 14 + 6 a 18 = 5 sans S9mix, et de 15+ 7 a 16 £ 8 pour les

conditions avec S9mix ;

Pour la souche YG1041 : TRS de 59 + 9 a 69 £ 17 sans S9mix, et de 28 £+ 4 a 66 + 19 pour

les conditions avec S9mix ;

Pour la souche TA100 : TRS de 102 + 10 2 109 + 13 sans S9mix, etde 75+ 6 a4 76 + 7 avec
S9mix ;

Pour la souche TA102 : TRS de 216 + 10 2 229 + 7 sans S9mix, etde 194 £+ 21 a 223 +7
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Pour la souche TA97 : TRS de 79 £ 11 a2 80 £ 10 sans S9mix, et de 65 + 8 a 80 + 10 pour les

conditions avec S9mix.
Les composés utilisés comme témoins positifs sont :

Pour la TA98, le 2-nitrofluoréne a 2,5 ug/boite, et le 2-aminofluoréne a 0,75 ug/boite,

respectivement pour les conditions sans S9mix et avec S9mix ;

Pour la YG1041, le 2-nitrofluoréne a 0,5 ug/boite et le 2-aminofluoréne a 0,15 ug/boite,

respectivement pour les conditions sans S9mix et avec S9mix ;

Pour la TA100, I'azoture de sodium a 1,5 ug/boite pour les conditions sans S9mix ;

Pourla souche TA102, le terbutylhydroperoxyde a 2 pmol/bofte pour les conditions sans S9mix
Pour la souche TA97, la 9-amino-acridine a 50 ug/boite pour les conditions sans S9mix.

4- Evaluation de quelques marqueurs du stress oxydant et de 'inflammation
L’étude des ARNm d’intérét ainsi que de I'expression de leur protéine associée ont été
réalisées dans le cadre du M2 de Claire ROZAY « Etude in vitro des mécanismes cellulaires

impliqués dans les effets toxiques aigus de particules émises par les fumigénes ».

a. Etude du niveau d’expression des ARNm d’intérét par RT-qPCR.

\

» Principe :

La méthode de gPCR (PCR quantitative en temps réel), précédée d’'une étape de Rétro-
Transcription (RT) des ARNm contenus dans les cellules, permet la détermination du niveau
d’expression de génes codants cibles dans les cellules et la comparaison de ces niveaux entre
les cellules exposées ou non. La RT-gPCR permet donc de quantifier TARNm d’intérét
initialement présent dans un échantillon et de connaitre le niveau d'expression d'un géne
codant dans une condition donnée. Cette méthode comprend plusieurs étapes permettant

successivement :

- lextraction des ARN
- la rétro-transcription des ARNm en ADN complémentaire (ADNc) (RT)

- l'amplification et la quantification des ADNc (qPCR).

N

> Protocole :

1) Récupération des cellules :

Une fois les cellules exposées 6h et 24h a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules de fumigéne 1,
trois puits par condition sont utilisés afin de réaliser I'étude du niveau d’expression des ARNm

d’'intérét. Les cellules adhérentes sont grattées et récupérées aprés ringage dans du PBS 1X
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a froid (4°C). Une centrifugation a 4°C, a 1500 rpm pendant 15 minutes est effectuée avant de

congeler I'échantillon dans I'azote liquide et de le conserver a -80°C.

2) Extraction de 'ARN au TRI Reagent® :

Les cellules sont homogénéisées dans du TRI Reagent ® (Sigma-Aldrich) puis incubées

pendant 5 minutes a température ambiante. L’ARN est ensuite séparé de 'ADN et des
protéines par ajout de chloroforme et centrifugation a 12 000g. Le surnageant contenant les
ARN est récupéré et de I'acide isopropylique est ajouté afin de précipiter TARN. Le surnageant
est enlevé et TARN lavé a I'éthanol pour éliminer les traces éventuelles de chloroforme. Pour
finir, 'éthanol est évaporé par séchage du culot a l'air libre et ce dernier est reprit avec de I'eau

dépourvue de RNAse.

3) Dosage des ARNs

Le dosage des ARNSs se fait avec le bioanalyseur 2100 (Agilent Technologies). Il s’agit d’'une

électrophorése miniaturisée permettant la migration des ARN en fonction de leur taille, ARN
préalablement marqués par des molécules fluorescentes. La fluorescence est ensuite
mesurée et comparée a celle d’'un marqueur de taille. Ce dosage renseigne sur la
concentration d’ARN dans I'échantillon mais aussi sur la qualité des ARNs obtenus. Les ARNs
sont considérés comme étant de bonne qualité lorsque le RIN (RNA integrity number),

permettant 'estimation de la dégradation des ARN, est supérieur a 9.

4) Traitement a la DNAse :

Pour éliminer toute trace d’ADN avant la rétro-transcription, les échantillons sont traités a la

Dnase | (Dnase |, Amplification Grade, Thermo Fisher Scientific) selon un protocole défini par

le laboratoire et par le fournisseur.

5) Rétro-transcription des ARNm :

Des oligonucléotides, de la reverse transcriptase, un inhibiteur de Rnase et des bases
nucléiques sont ajoutés a 0,09 ug d’ARN dans les quantités recommandées par le fabricant,
rendant possible sa rétrotranscription en ADNc (AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit,
Agilent Technologies). L’ensemble est incubé a 25°C pendant 5 min pour hybrider les amorces
(oligodT), puis @ 42°C pendant 15 min pour synthétiser TADNc pour enfin étre incubé a 95°C

pendant 5 min finalisant I'hybridation.

6) PCR en temps réel :

Pour réaliser les PCR en temps réel, le SYBR Green, un agent fluorescent et intercalant de
'ADN double brin, est utilisé. Du fait de la fluorescence émise par le SYBR Green intercalé au
sein de 'ADN double brin, 'amplification de la quantité d’ADN au cours de la PCR peut étre

enregistrée. Dans cette phase, 'augmentation de la quantité d’ADN est proportionnelle a la
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quantité initiale de matrice (ADNc). Ainsi, les quantités d’ADN peuvent étre comparées entre

deux échantillons (quantification relative).

Les amorces sens (FOR) et anti-sens (REV), le tampon (Brilliant 1ll Ultra-Fast SYBR QPCR
Master Mix, Agilent Technologies) contenant notamment la TAQ polymérase, les nucléotides,
le SYBR Green et un controle interne sont ajoutés aux ADNc selon les recommandations du

fournisseur.

Geénes étudiés :

Les génes étudiés dans notre étude sont la superoxyde dismutase mitochondriale (SOD Mn)
et cytosolique (SOD CuZn), la catalase et 'héme oxygénase 1 (HO-1) en ce qui concerne la
partie stress oxydant et l'interleukine 6 et 8 (IL-6 et IL-8) pour la partie inflammation. Les
caractéristiques des amorces sens (FOR) et anti-sens (REV) (Eurogentec) spécifiques de ces
geénes ainsi que la taille de 'amplicon et la température d’hybridation sont décrites dans le
tableau 13 (Tableau 13). Afin d’étudier I'expression d’un géne cible a partir d’échantillons
différents, il est nécessaire de réaliser en méme temps I'amplification de génes de référence
dont I'expression est constitutive comme par exemple la (-actine et glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH).

Taille de
I'amplicon (pb)

T

Nom des amorces Sequence (5'— 3’) hybridation

S0D CuZn For GGG-CAA-TGT-GAC-TGC-TGA-C 187 60
S0D CuZn Rev ACA-AGC-CAA-ACG-ACT-TCC-AG
$0OD Mn For CCT-GGA-ACC-TCA-CAT-CAA-CG 110 60
SOD MnRev CCA-ACG-CCT-CCT-GGT-ACT-TC
Catalase For GCC-TTT-GGC-TAC-TTT-GAG-GTC
Catalase Rev GAG-AAC-CGA-ACT-GCG-ATG-G 101 80
HO-1 For TTC-TCC-GAT-GGG-TCC-TTA-CAC
HO-1 Rev GGC-ATA-AAG-CCC-TAC-AGC-AAC-T 149 80
IL-8 For AAG-AAA-CCA-CCG-GAA-GGA-AC 183 60
IL-8 Rev AAA-TTT-GGG-GTG-GAA-AGG-TT
IL-6 For ACC-CCT-GAC-CCA-ACC-ACA-AAT
IL-6 Rev AGC-TGC-GCA-GAA-TGA-GAT-GAG-TT o7 e0
Béta-Actine For GAT-CAT-TGC-TCC-TCC-TGA-GC
Béta-Actine Rev ACT-CCT-GCT-TGC-TGA-TCC-AC 101 80
GAPDH For GAG-TCA-ACG-GAT-TTG-GTC-GT 185 80
GAPDH Rev GAC-AAG-CTT-CCC-GTT-CTC-AG

Tableau 13 : Séquences des amorces utilisées pour I'évaluation du stress oxydant et de l'inflammation, taille de
I'amplicon obtenu et température d’hybridation utilisée pour réaliser la gPCR.

Profil thermique :

Les ADNc sont soumis a des variations de température permettant leur réplication (Figure 26).

Dans un premier temps, la température est augmentée jusque 95°C pendant 3 minutes

106



permettant une bonne dénaturation initiale. Par la suite, les cycles de PCR se divisant en deux

phases selon les recommandations du fournisseur :

- une premiere phase a 95 °C pendant 10 sec ou I'ADN est dénaturé
- une deuxiéme phase a 60°C pendant 20 sec permettant 'hybridation et I'élongation
des amorces.
Ces deux phases sont répétées 40 fois puis un programme de dissociation se met en place,

permettant de contréler la spécificité de la PCR par le biais de trois phases :

- une premiére phase a 95°C pendant 1 min qui va permettre la dénaturation des brins

d’ADNc
- une deuxiéme phase a 55°C pendant 1 min qui va permettre la ré-hybridation des brins
d’ADNc
- une troisitme phase a 95 °C pendant 30 sec.
Profil de température
| |
100 95°C;, 10s 95°C, 1min
| |
—— .l - q - - -
g 0 1N 95°C, 30s
£ 80 i !
5 I
o 70 | |
[&] : :
O
? 60 L ‘II L L
6p°C, 0
T %0 p :2 ®  55°C, 1min
|
g %0 L
2 2025°C b
E | I
2 10 Lo
0 ! ! Tempsen secondes
| I
0 100 } 20(1_ 300 400
Cycles de PCR : X40 Disssociation

Figure 26 : Schéma représentant le profil de température utilisé lors de la PCR.

Pour chaque PCR, une gamme étalon d’ADNc est réalisée ainsi que des contréles afin de
s’assurer de 'absence d’ADN contaminant. La gamme d’ADNc permet d’obtenir I'efficacité de
la PCR pour chaque géne étudié. En effet, a chaque dilution d’ADNc correspondra un nombre
de cycles pour lequel le signal de fluorescence sera supérieur au signal de bruit de fond (Cp)

et sera inversement proportionnel a la quantité d’ADNCc initiale.

Analyse des données :

Apres validation de l'efficacité (E) et de la spécificité de chaque PCR, le nombre de cycles
nécessaires pour atteindre le Cp pour le géne de référence (R) et pour le géne cible (C) est

analysé. Les résultats ont été interprétés uniquement lorsque les efficacités des PCR étaient
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comprises entre 90 et 110%. Une fois ces conditions réunies, il est alors possible de savoir si
'expression du gene cible est modifiée en calculant le rapport entre 'expression du géne dans
le ttmoin (T) et I'échantillon (X) (quantification relative) par la formule :

C -C C —C
R = ECPC,T Pcx *ERPR,X PRT

b. Etude du niveau d’expression de la protéine anti-oxydantes Mn-SOD par western blot

» Principe :
Le western blot est une technique permettant la détection de protéines d’intérét aprés
séparation par électrophorese sur gel de polyacrylamide selon le poids moléculaire et transfert
sur membrane. L'immunomarquage permet donc la mise en évidence d’'une ou plusieurs
protéines par la méthode de chimiluminescence, I'une des méthodes de détection les plus
sensibles. L’anticorps primaire se fixe sur la protéine d’intérét et l'anticorps secondaire,
généralement lié a une enzyme permettant l'identification visuelle de la protéine étudiée sur la
membrane, se fixe spécifiquement sur le premier anticorps afin d’amplifier la détection.
L’enzyme est utilisé en conjonction avec un agent luminescent, et le produit de la réaction

émet une luminescence proportionnelle a la concentration de la protéine d’intérét

N

» Protocole :

1) Récupération des cellules :

Une fois les cellules exposées 24h a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules du fumigéne 1, deux
puits d’'une plaque 6 puits sont utilisés par condition pour réaliser les western blots. Le milieu
de culture est éliminé, les cellules sont récupérées en utilisant de la trypsine/EDTA 0,05% et
les puits sont ensuite rincés avec du PBS 1X. Le tout est centrifugé pendant 10 minutes a
1500 rpm, le surnageant est retiré et les cellules sont congelées dans de l'azote liquide puis

conservées au congélateur a -80°C.

2) Extraction des protéines :

Les protéines sont extraites par du tampon RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay, Sigma-
Aldrich). Des inhibiteurs de protéases (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher
Scientific) sont ajoutés afin d’éviter la destruction des protéines. Les protéines sont ensuite
dosées par la méthode de Bradford??' en utilisant la BSA pour la réalisation de la gamme
étalon (de 0 a 0,5 mg/mL). Le réactif de Bradford développe, en présence des protéines, une
coloration bleue quantifiable a 595 nm et dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de
protéines présentes dans I'échantillon. Apres incubation des échantillons pendant 10 minutes
a température ambiante en présence du réactif de Bradford (BioRad, France) dilué au 1/5, la

lecture est réalisée sur lecteur de microplaque (SAFAS Xenius, Safas, Monaco).
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3) Western blot :
Les extraits protéiques sont dilués dans de 'eau de maniére a avoir 15 ug de protéines dans
15 pL, et un tampon de charge (NUPAGE® LDS Sample Buffer 4X, Thermo Fisher Scientific)

est ajouté. Dans un second temps, les protéines sont dénaturées a 95°C pendant 5 minutes.

La migration se fait sur des gels de polyacrylamide a gradient 4-12% (NuUPAGE™ Novex™ 4-
12% Bis-Tris Protein gels, Thermo Fisher Scientific) dans du tampon de migration MES (acide
2-morpholino-ethane sulfonique monohydrate 45 mM, trisbase 50 mM, EDTA 4 mM, sodium
dodecyl sulfate 3,5 mM) pendant 45 minutes a une tension constante de 200V a l'aide du

systéme « XCell SureLock Mini-Cell » (Thermo Fisher Scientific).

La membrane de nitrocellulose (porosité : 0,45uM) et le gel sont équilibrés dans un tampon de
transfert (transblot ® turboTM (20%), eau (60%) et éthanol (20%)) avant le transfert des
protéines vers la membrane. Le transfert se fait via un appareil Trans-Blot Turbo ® (Bio-Rad)
pendant 10min (1,5 a 2,5A, jusqu’a 25V). Le gel est ensuite coloré avec du bleu de Coomassie
(coomassie blue R-2500 3mM ; méthanol 40%, acide acétique 7%) et la membrane est
immergée dans du tampon de blocage (albumine sérique bovine 5% ou lait 5% en fonction
des anticorps primaires, Tris Base 50mM, NaCl 150mM, tween 0,1%) pendant 3h pour bloquer
les sites non spécifiques de la membrane ou I'anticorps primaire pourrait se lier. La membrane
est exposée a l'anticorps primaire anti-MnSOD (SOD (Mn) Antibody (OASE00357), Aviva
systems biology) dilué au 1/1000 dans le tampon de blocage pendant toute une nuit a 4°C. Le
lendemain, la membrane est rincée avec du tampon de lavage (Tris Base 50mM, NaCl 150mM,
tween 0,1%) puis exposée a I'anticorps secondaire (Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat
Anti-Rabbit IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch laboratorie, INC) dilué au 1/8000 dans du
tampon de blocage. En paralléle, I'expression de protéines constitutives (B-actine ou GAPDH)
est mesurée. Pour cela, les membranes sont incubées avec les anticorps primaires anti- 3-
actine et anti-GAPDH (Monoclonal Anti-B-Actin Clone AC-15 dilué au 1/5000, Sigma-Aldrich
et GAPDH (14C10) Rabbit mAb, Cell Signaling technology ® dilué au 1/1000) puis avec les
anticorps secondaires anti-lapin pour la GAPDH et anti-souris pour la B-actine (Peroxidase-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (H+L), dilué au 1/8000, Jackson

ImmunoResearch laboratorie, INC).

Apreés lavage avec du tampon (Tris base 0,05M, NaCl 0,15M, Tween 10%), la révélation des
protéines d’intérét se fait aprés immersion de la membrane pendant 5 minutes dans une
solution de chimiluminescence (Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) par I'appareil

Fusion FX 5 doté d’'une caméra (Vilber Lourmat).
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Les western blots pour les échantillons exposés aux particules de fumigéne ont été réalisés a
partir d’'au moins 3 expériences indépendantes, pour ces échantillons les résultats seront

exprimés comme suit :

moyenne de lfexpression de la Mn 50D
moyenne de l' expression de la protéine de référence - )
moyenne de llexpression de la MnSOD i ecart I‘yp‘?

moyenne de I expression de la protéine de référence

ech traité

moyenne (

ech témoin

5- Expositions a linterface « pseudo air-liquide » (ALI)

» Principe :
Lors de I'évaluation des différents effets biologiques dus a I'exposition des cellules A549 aux
particules de tir et de fumigénes, la principale difficulté est de reproduire les conditions
expérimentales d'expositions les plus proches de la physiologie humaine lors d’une inhalation
de particules. Afin de répondre a cette problématique, les cellules A549 ont été exposées a
linterface air-liquide (ALI) par I'intermédiaire d’'un prototype de nébulisation d’aérosols liquides
(VITROCELL® Cloud ALI Starter Kit) (Figure 27).
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Figure 27 : Schéma explicatif de I'exposition de cellules a l'interface air-liquide.
Les cellules A549 (B) sont cultivées sur inserts poreux permettant le contact du péle basal des cellules A549 avec
le milieu de culture (C) afin d’assurer le maintien des conditions vitales et I'exposition du pdle apical a différentes
phases gazeuses, semi-volatiles ou encore particulaires.

Le module de base du prototype de nébulisation est réalisé en acier inoxydable, ou se situe
linsert contenant les cellules A549, et thermostatées a une température constante de 37°C.
La chambre d’exposition est réalisée en polycarbonate et au-dessus se positionne le systéme
de nébulisation permettant 'évaporation de la matiére, exposant les cellules sur leur péle
apical (Figure 28).
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Figure 28 : Photo du systeme d’exposition VITROCELL® Cloud ALI Starter Kit.

Les cellules A549 sont exposées a linterface air-liquide pendant le temps de la nébulisation,
c’est-a-dire environ 30 min (répétition de nébulisation de 200 uL de solution particulaire), puis
du milieu de culture est ajouté et les cellules sont remises a 37°C pour une phase d’exposition

en mode immergé pendant 24h, protocole que nous nommerons « méthode pseudo-ALI »

(Figure 29).
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Figure 29 : Schéma du systeme d’exposition VITROCELL® Cloud ALl 6 puits.

200 pL de solution particulaire sont placées dans le nébuliseur afin d’étre nébulisés en un nuage de fumée
particulaire dans la chambre d’exposition. Au bout de 3 a 5 min, les particules issues de la nébulisation
sédimentent sur le module de base ainsi que sur les inserts ou sont situées les cellules A549, exposées a

l'interface air-liquide.
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» Protocole :

Afin d’exposer les cellules A549 a l'interface air-liquide, ces derniéres sont mises a incubés
sur inserts poreux a une densité cellulaire de 25 000 cellules/cm? pendant 24h a 37°C afin
d’obtenir un tapis confluant a hauteur d’environ 80%. Le milieu de culture est ensuite retiré des
inserts et ce dernier est placé dans la chambre d’exposition contenant du milieu de culture au

pble basal des cellules.

Dans le but d’exposer les cellules A549 aux particules a des concentrations estimées de
0,030 mg/cm? et 0,075 mg/cm? (concentrations identiques a celles utilisées lors de la méthode
d’exposition en mode immergé pour les particules de fumigénes, correspondant
respectivement a 0,1 mg/mL et 0,25 mg/mL), 200 uL d’'une solution mére de particules diluées
dans du milieu de culture complémenté avec 1% de SVF, a 1,36 mg/mL et 3,4 mg/mL sont
nébulisés afin d’exposer le tapis cellulaire situé a l'interface air/liquide. Cette opération est
répétée dix fois afin d’atteindre les concentrations d’expositions estimées de 0,030 mg/cm? et
0,075 mg/cm?. Aprées 30 min d’exposition en mode ALI, du milieu de culture 1% SVF est ajouté
sur les cellules, puis elles sont placées 24h a 37°C pour une phase de récupération mimant le
temps de rétention d’une particule au contact de I'épithélium alvéolaire avant son élimination
par le systéme immunitaire (24h a 48h). La viabilité cellulaire a été évaluée par le test au Bleu
Trypan décrit précédemment. La viabilité des cellules traitées a été exprimée en pourcentage
de cellules vivantes par rapport au nombre total de cellules. L’exposition de cellules A549 par
la méthode d’exposition a l'interface ALI a du milieu de culture sans particules a également
été effectuée dans les mémes conditions d’expositions que les cellules exposées aux

particules afin de s’assurer de la non cytotoxicité de cette méthode d’exposition.

6- Analyse statistique
Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type. Dans toutes les
expériences, « n » indique le nombre de cultures indépendantes a partir desquelles les
mesures ont été effectuées, avec un nombre de réplica minimum de 3. Le logiciel GraphPad
a eété utilisé pour lanalyse statistique des résultats. Afin de comparer deux groupes
indépendants, des tests de Student ont été réalisés. Pour les comparaisons multiples, des
analyses univariées (ANOVA) ont été utilisées, suivies d’un test de Tukey. Les valeurs de

p<0,05 sont considérées comme statistiquement significatives.

112



Résultats et Discussion
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Ce chapitre se compose de deux études distinctes. Pour ces deux parties, aprés avoir exposé
les conditions dans lesquelles les prélévements de particules ont été menés, nous nous
intéresserons a la caractérisation physico-chimique. Nous aborderons également les résultats
de I'étude toxicologique de ces particules, portant sur I'impact in vitro des échantillons collectés
sur une lignée cellulaire épithéliale alvéolaire humaine (A549). L’attention a ensuite été portée
sur la capacité des particules a modifier le déroulement du cycle cellulaire, a induire aussi bien
un stress oxydant ; par la mesure de I'expression des ARNm de la catalase, la superoxyde
dismutase et ’'héme oxygénase-1 ; qu’une réponse inflammatoire, par I'étude de 'expression
des ARNm des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8. Une étude de mutagénicité a
également été effectuée a partir des particules de fumigénes. Pour chacune de ces deux
parties, nous nous intéresserons également au mode d’exposition en comparant les résultats
de cytotoxicité obtenus aprés une exposition dite « en immergée » et aprés une exposition dite

« a linterface air — liquide » (ALI) ou plus précisément « pseudo-ALl ».
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Etude 1 : Caractérisation physico-chimique et
analyse toxicologique des particules de tir

d’armes a feu de petit calibre (9 mm).
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- Campagne de prélevement et caractérisation physico-chimique
des particules de tir de petit calibre.

1- Granulométrie par mesure pondérale
Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux effets de particules émises lors de tirs d’'armes

de poing de petit calibre (9 mm) utilisées par la gendarmerie nationale.

Ces particules ont été récupérées lors de deux campagnes de préléevements dans un stand
de tir, situé a la base navale de Toulon en présence du pharmacien en chef J-U MULLOT du
LASEM/LCA en février 2014 et mars 2015. Rappelons que le dispositif de prélevement est
placé sur une table a environ un métre derriére les militaires tirant au calibre 9 mm dans une

enceinte semi-ouverte.

Lors de la premiére campagne de prélévement, 189 mg de particules ont été collectées et 518
mg lors de la deuxiéme campagne (Annexe 1). Le dispositif d’impaction en cascade utilisé
dans cette étude présente un diamétre de coupure de 0,49 um sur 'avant derniére plaque, ce
qui signifie que les particules les plus fines (<0,3 um : diameétre de coupure de la derniére
plaque) ne sont pas retenues. Comme le montre la figure 29, les particules prélevées ont un
diamétre aérodynamique compris entre 7,2 um et 0,49 um de diamétre (limite de prélévement)
avec une proportion de plus de 75% des particules de taille supérieure a 3 um (taille comprise
entre 3 et 7,2 ym) (Figure 30).
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Figure 30 : Masse des patrticules collectées sur pas de tir en Janvier 2014 et Mars 2015 en fonction de leur
diamétre aérodynamique.
Les particules de différentes tailles ont été récoltées sur différentes plaques d’'impactions permettant une
séparation selon un diamétre aérodynamique décroissant.

Le tableau 14 ci-dessous présente de fagon détaillée les données issues de I'échantillonnage
des particules de taille supérieure ou inférieure a 3 um (PMs et PMs3), ainsi que leur

concentration dans l'air aprés plusieurs sessions d’exercices sur pas de tir (Tableau 14).

Durée de Concentration
Type de Masse o Volume .
particules collectée (mg) e pompé (m?) Ll
(h) (ng/m?)
barticules d PM.,, 514,6 206,9
articu'es oe 15,54 2x80m?/h 2486,6
tirde 9 mm
PM,, 191,5 77,0

Tableau 14 : Ensemble des données de prélevements et concentrations des particules de tir.
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2- Analyse élémentaire

L’analyse élémentaire C, H, N, S a été effectuée pour les particules de tir (Figure 31).

0 : : l___l——__
C H N S

Figure 31 : Analyse élémentaire C,H,N,S des particules issues des deux campagnes de prélevements de tir de
petit calibre (9 mm) (2014 et 2015).
Les données sont exprimées en % de I'échantillon + écart-types (n=2).

Ces particules sont trés peu carbonées car seuls environ 4% de C ont été retrouvés. Les
teneurs en hydrogéne, en azote et en soufre restent également assez faibles (H=0,6%,

N=0,2% et S=0,05%). Ces résultats montrent sans surprise qu’il y a peu de matiére organique.

Les analyses par ICP-OES ont été entreprises de fagon a déterminer les teneurs globales en
métaux présents dans les particules issues de la campagne de 2014. Ces analyses montrent
que des éléments métalliques ont été détectés avec comme élément majoritaire le plomb (Pb)
a hauteur de 4,6%, puis le calcium (Ca) 1,8%, le baryum (Ba) 0,8%, I'aluminium (Al) 0,6% et
le fer (Fe) 0,3% ainsi que dans une moindre proportion le potassium (K) avec une teneur de
0,17% et du cuivre a hauteur de 0,11% (Tableau 15).
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Eléments mg/kg %

Al 6270 0,6
Ba 8100 0,8
Ca 183 000 1,8

Cr 16 0
Cu 1082 0,1
3333 0,3
1758 0,2

926 0

38 0

<20 0

509 0

<20 0

174 0
46474 4,6
1119 0,1
1010 0,1

93 0

63 0

=20 0

327 0

Tableau 15 : Composition en métaux (ICP-OES) des particules issues de tir de petit calibre (9 mm) en mg/kg
(campagne 2014).

Les particules issues de la deuxieme campagne de prélévement ont été analysées par le
laboratoire COBRA par la méme technique qu’est 'lCP-OES. Comme pour la campagne de
2014, le composé majoritaire est le plomb a hauteur de 23% suivi du calcium (3%), du cuivre
(1,5%), du zinc (1,2%), du baryum (1,1%) et de I'antimoine (0,8%) (Tableau 16). Pour cette
seconde campagne de prélévement, les concentrations des différents métaux restent
similaires aux résultats obtenus lors de la premiére campagne sauf pour le Pb, qui voit sa
teneur passer de 4,6% a 23%.
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Eléments

Ag
Al

mg/kg %
<6 0
9 065 0,9
16 0
11335 11
<1 0
35 0
30490 3
<1 0
<10 0
34 0
14627 1,5
5923 0,6
<1 0
<10 0
6754 0,7
<10 0
1838 0,1
/8 0
<10 0
1147 0,1
<1 0
<21 0
228780 228
40 0
8 007 0,8
94 0
7 378 0,7
<20 0
12112 1,2

Composition déterminée par le laboratoire COBRA.

Tableau 16 : Composition en métaux (ICP-OES) des particules issues de tir de petit calibre (9 mm) en mg/kg
(campagne 2015).
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ll- Analyse toxicologique des particules de tir de petit calibre aprés

exposition en mode immergé.
Dans la premiére partie de ce travail, nous avons réalisé des mises au point de tests de
cytotoxicité en utilisant le chlorure de cadmium comme molécule toxique de référence en
présence de 10% de SVF (condition standard des cultures de cellules A549). En ce qui
concerne l'exposition aux particules de tir, nous avons effectué une étude comparative en
fonction du pourcentage de SVF utilisé (10 et 1%), suite aux observations réalisées au

laboratoire et aux résultats de la littérature?'®2'9,

1- Etude de la cytotoxicité de chlorure de cadmium (CdCly)

a. Evaluation de I'activité mitochondriale (MTT)

Les cellules A549 sont traitées avec une solution de chlorure de cadmium pendant leur
phase exponentielle de croissance, soit 24h aprés avoir été ensemencées. L’effet du chlorure
de cadmium sur la prolifération cellulaire a été évalué aprés 24h et 48h d'exposition a des
concentrations croissantes (0 - 125 uM) par le test MTT permettant d’évaluer l'activité
mitochondriale cellulaire. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules
non traitées (cellules incubées avec du DMEM contenant 10% de SVF). Une cytotoxicité au
chlorure de cadmium a été observée avec une diminution de la viabilité cellulaire de plus de 3
fois (3,2) & 24h et de 5 fois a 48h pour la concentration de chlorure de cadmium la plus élevée
(125 pyM). On observe des différences significatives a chaque doublement de concentration
apres 24h d’exposition, entre 25 et 50 yM ainsi qu’entre 50 et 100 yM (Figure 32). Les
concentrations inhibitrices médianes (ICso) pour ces temps d’expositions ont été atteintes
respectivement pour des concentrations de 85,7 et 32,6 uM de chlorure de cadmium. Ces

valeurs sont en accord avec les ICso retrouvées dans la littérature?'%216.
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Figure 32 : Cytotoxicité (Test MTT) du chlorure de cadmium (0 - 125 uM) sur cellules A549 (milieu de culture a
10% de SVF).
La cytotoxicité du CdCl. a été évaluée apres 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de culture a 10% de
SVF. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux cellules non
traitées + écart-type (n=3). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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b. Evaluation de la perméabilité membranaire (Rouge Neutre)

La perméabilité membranaire a été évaluée par la suite grace a la technique de capture
du rouge neutre, test de référence pour les études de toxicité?'S. Aprés 24h et 48h d'exposition
a des concentrations croissantes de chlorure de cadmium (0 - 125uM) avec 10% de SVF, la
cytotoxicité des cellules A549 est exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non
traitées. Une cytotoxicité au chlorure de cadmium a été observée a 24h dés 50 uM et a 48h
des 25 pM (Figure 33). Nous avons évalué I'lCsy a 48,6 et 34,4 uM respectivement pour 24 et

48h d’exposition, valeurs en accord avec celles retrouvées dans la littérature?5216,

>
2
W
g

100 35 % %

50_ % % KAK

*kk

504 % FEE kkk kkk RRR gy
e T L I

% de cellules vivantes
*
E 3
¥

% de cellules vivantes

1 1 L 1 1 1 1 ] c 1 1 1 1 L 1 ] 1
0 25 40 50 60 75 100 125 0 25 40 50 60 75 100 125
Solution de CdCl, (pM) Solution de CdCl, (uM)

Figure 33 : Cytotoxicité (Test Rouge Neutre) du chlorure de cadmium (0 - 125 uM) sur cellules A549 (milieu de
culture a 10% de SVF).

La cytotoxicité du CdCl. a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de culture a 10% de

SVF. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux cellules non
traitées + écart-type (n=3). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

c. Evaluation des mécanismes d’exclusion membranaire (Bleu Trypan)
Les mécanismes d’exclusion membranaire ont été évalués grace au test au Bleu Trypan avec
du milieu de culture complémenté avec 10% de SVF. Aprés 24h d'exposition au CdCl, a des
concentrations de 40 et 75 pM, la cytotoxicité cellulaire est exprimée en pourcentage par
rapport aux cellules non traitées. Cette exposition a entrainé une diminution significative de la

viabilité cellulaire a la concentration de 75 yM (Figure 34).
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Figure 34 : Cytotoxicité (Test Bleu Trypan) du chlorure de cadmium (0 - 75 uM) sur cellules A549 (milieu de
culture a 10% de SVF).
La cytotoxicité du chlorure de cadmium a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de
culture a 10% de SVF. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux
cellules non traitées + écart-type (n=2). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01.

2- Etude de la cytotoxicité des particules de tir : influence du SVF

a. Influence du pourcentage de SVF (1% et 10%) sur la prolifération des cellules A549
Afin de pouvoir utiliser seulement 1% de SVF dans notre milieu de culture, nous nous sommes
assurés que les cellules A549 ne subissaient aucune modification de prolifération avec ce

milieu de culture faiblement concentré en SVF.

Nous avons donc évalué les effets du SVF sur la prolifération des cellules A549 a l'aide du
test MTT, permettant I'évaluation de l'activité mitochondriale. Nous n’avons observé aucune
différence significative de la prolifération cellulaire aprés 24h et 48h de culture en milieu
complémenté a 10% ou 1% de SVF (Figure 35).
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Figure 35 : Effet du sérum de veau foetal (1% et 10% SVF) sur la viabilité (MTT) des cellules A549.
Les cellules A549 sont incubées avec un milieu de culture & 10% et 1% de SVF pendant 24h (A) et 48h (B). La
viabilité cellulaire a été évaluée par le test MTT et les données sont exprimées en moyennes * écart-types (n=4).
Témoin 10% SVF vs témoin 1% SVF.
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Nous nous sommes également intéressés aux effets du SVF sur la viabilité cellulaire par

lintermédiaire du test Bleu Trypan et ici aussi, nous n’avons pas observé de différence

significative avec l'utilisation de milieu de culture complémenté a 10% ou 1% de SVF a 24h et
48h (Figure 36).
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Figure 36 : Effet du sérum de veau foetal (1% et 10% SVF) sur la viabilité (Bleu Trypan) des cellules A549.
Les cellules A549 sont incubées avec un milieu de culture a 10% et 1% de SVF pendant 24 (A) et 48h (B). La
viabilité a été évaluée par le test Bleu Trypan et les données sont exprimées en nombre moyen de cellules

vivantes + écart-type (n=3). Témoin 10% SVF vs témoin 1% SVF.

L’étude de la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a

également été réalisée dans ces deux mémes conditions de culture et les résultats ne montrent

aucune différence entre les conditions quel que soit le temps étudié (Figure 37).

A
100~

-20-

Cellules en phases sub G0-G1 (%)
8

C 100+

Cellules en phases S (%)

—_—

10% SVF 1% SVF
—_—
——

10% SVF 1% SVF

B

100+

i

10% SVF 1% SVF

Cellules en phases G0-G1 (%)
8
1

1001

04 I |
10% SVF 1% SVF

Cellules en phases G2-M (%)
8
1

124



9 _
E = 100- F = 100-
(ID -—
S 80- Q  80-
0 o ——
5 O &
3 601 g 60
wn n
& 407 S 407
1] [+ 5
S 204 - = 20
5 0- g 0' T
8 10% SVF 1% SVF Ej 10% SVF 1% SVF
5 .20 T -20-
3 O
G _ 100- H = 100-
‘_..2 S
) =
o 80 < 80
7] [©]
2 60 o 60
© Q
< 8
o 404 2 401
5 Q.
o 204 S 20-
3 | =SS I : I L o0 ,
o 10% SVF 1% SVF E 10% SVF 1% SVF
Q [}
-20- 8 -20-

Figure 37 : Effet du sérum de veau foetal (1% et 10% SVF) sur les différentes phases du cycle cellulaire des
cellules A549.

Les cellules A549 sont incubées avec un milieu de culture a 10% et 1% de SVF pendant 24h (A, B, C, D) et 48h
(E, F, G, H). Les différentes phases du cycle cellulaire, que sont les phases sub-G0 (A et E), GO-G1 (BetF), S (C
et G) et G2-M (D et H), sont identifiées grace a la technique de la cytométrie en flux et les données sont
exprimées en pourcentage moyen de cellules * écart-type (n=3). Témoin 10% SVF vs témoin 1% SVF.

A la vue de ces informations, nous avons montré que la culture en 1% de SVF n’altére pas la

prolifération cellulaire ni la distribution des cellules dans le cycle cellulaire.

b. Evaluation de I'activité mitochondriale (MTT)

L’évaluation de I'activité mitochondriale cellulaire par le test de viabilité MTT a, par la suite,
eté effectuée sur les cellules A549 aprés 24h et 48h d'exposition a des concentrations
croissantes de particules de tir (0 - 0,5 mg/mL) dans du milieu de culture complémenté avec
1% et 10% de SVF. Aprés 24h et 48h d'exposition a des particules de tir avec un milieu de
culture a 10% de SVF, il n’a pas été possible de déterminer une ICsp, puisque seule une
diminution de la viabilité cellulaire de 1,33 fois a 24h et 1,47 fois a 48h a la concentration la

plus élevée de particules de tir (0,50 mg/mL) a été observée (Figure 38).
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Figure 38 : Cytotoxicité (Test MTT) des particules de tir (0 - 0,50 mg/mL) sur cellules A549 (milieu de culture a

10% de SVF).

La cytotoxicité des particules de tir a été évaluée apres 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de culture a
10% de SVF. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux cellules
non traitées + écart-type (n=4). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01.

En milieu contenant 1% de SVF, nous observons une baisse de I'activité mitochondriale dés

0,05 mg/mL avec une diminution de la viabilité cellulaire de 1,69 fois et 1,30 fois

respectivement a 24 et 48h. On observe une diminution de la viabilité cellulaire beaucoup plus

élevée en ce qui concerne la concentration la plus élevée de 0,50 mg/mL, représentant une
diminution de 2,22 fois a 24h et de 2,56 fois a 48h. Les ICso pour 24 et 48h d’exposition ont

été atteintes respectivement pour des concentrations de 0,34 et 1,03 mg/mL de particules de

tir (Figure 39).
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Figure 39 : Cytotoxicité (Test MTT) des particules de tir (O - 0,50 mg/mL) sur cellules A549 (milieu de culture a

1% de SVF).

La cytotoxicité des particules de tir a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de culture a
1% de SVF. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux cellules
non traitées + écart-type (n=4). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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c. Evaluation de la perméabilité membranaire (Rouge Neutre)

Concernant les résultats de ce test pour I'étude de l'effet des particules, nous avons
observé de fortes interférences des particules encore présentes dans les puits malgré les
différents lavages ce qui explique l'augmentation des absorbances en fonction de
laugmentation de la concentration en particules (Figure 40). Nous avons par conséquent

décidé de ne pas retenir ce test lors de I'étude de la cytotoxicité des particules de fumigénes.
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Figure 40 : Cytotoxicité (Test Rouge Neutre) des particules de tir (0 - 0,5 mg/mL) sur cellules A549 (milieu de
culture a 1% de SVF).
La cytotoxicité des particules de tir a été évaluée apres 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de culture a
1% de SVF. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux cellules
non traitées * écart-type (n=3).

d. Evaluation des mécanismes d’exclusion membranaire (Bleu Trypan)

Nous avons évalué les mécanismes d’exclusion membranaire grace au test au Bleu
Trypan avec du milieu de culture complémenté avec 10 et 1% de SVF. Aprés 24h et 48h
d'exposition aux particules de tir a des concentrations croissantes de 0,05 et 0,1 mg/mL, la
cytotoxicité cellulaire est exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non traitées. En
présence de 10% de SVF, cette exposition n’a entrainé qu’une faible diminution de la viabilité
cellulaire a 24h a la concentration de 0,1 mg/mL ainsi qu'une diminution significative aux
concentrations 0,05 mg/mL et 0,1 mg/mL a 48h (Figure 41A et B). A contrario, en présence de
1% de SVF nous avons observé une diminution significative de la viabilité cellulaire a 24 et

48h pour les concentrations de 0,05 et 0,1 mg/mL (Figure 41C et D).
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Figure 41 : Cytotoxicité (Test Bleu Trypan) des particules de tir (0 - 0,17 mg/mL) sur cellules A549 (milieu de
culture @ 10% et 1% de SVF).
La cytotoxicité des particules de tir a été évaluée apres 24h (A) et 48h (B) d’exposition dans du milieu de culture a
10% de SVF et aprés 24h (C) et 48h (D) d’exposition dans du milieu de culture a 1% de SVF. Les données sont
exprimées en pourcentage moyen de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées + écart-type (n=3). * :
exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

e. Evaluation du cycle cellulaire

Afin de compléter et d’appuyer les résultats de cytotoxicité, nous nous sommes
intéressés au cycle cellulaire qui nous permet d’observer précisément les différentes phases
dans lesquelles se trouvent les cellules et de quantifier la mortalité cellulaire par la technique
de cytométrie en flux (Figure 42). Apres 24 et 48h d'exposition aux particules de tir aux
concentrations de 0,05 et 0,1 mg/mL, nous avons observé une augmentation significative de
la proportion des cellules mortes (phase sub G0-G1) aux concentrations de 0,1 mg/mL a 24h
(x6,6) et a 0,05 et 0,1 mg/mL a 48h de (x2,4 et x3,6 respectivement). On observe également
une diminution significative de la proportion des cellules se situant en phase G0-G1 a 24 et
48h pour ces mémes concentrations. En ce qui concerne les phases S et G2-M, aucune

modification n’a été observée (Tableau 17).
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Figure 42 : Profil du cycle cellulaire d’une population de cellules A549 témoin aprés 24h de prolifération.

Phase du cycle cellulaire (cellules en %) — 24h

Temoin— 24h 46+36 72,7+4,0 18,7+4,2 3,8+09

0,05 mg/mL— 24h 19,6+ 10,4 62,4+ 3,9 14,6+54 3,2+09
0,1 mg/mL - 24h 30,4£10,4* 54,7£6,3* 12,0+ 4,2 2704

Phase du cycle cellulaire (cellules en %) — 48h

Témoin—48h 39204

9,0+7,0 71,2+3,8 14,7+4,0
0,05 mg/mL—48h 21,9x05* 629+22* 12,2+1,5 2,806
0,1 mg/mL— 48h 32,3x4,0™ 54429 10,5+0,6 2610

Tableau 17 : Effet des particules de tir sur les différentes phases du cycle cellulaire des cellules A549.
Les difféerentes phases du cycle cellulaire des cellules A549 ont été évaluées apres exposition aux concentrations
de 0,05 et 0,10 mg/mL pendant 24h (A) et 48h (B) dans du milieu de culture a 1% de SVF. Les différentes phases
du cycle cellulaire sont identifiées grace a la technique de la cytométrie en flux et les données sont exprimées en
pourcentage moyen de cellules + écart-type (n=3). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, exposé vs témoin.

Ces particules de tir nous ont donc permis de mettre au point les différents tests

biologiques que nous utiliserons pour évaluer la toxicité des particules de fumigénes.
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3- Etude de la cytotoxicité des particules de tir : influence du mode d’exposition

Afin de comparer deux méthodes d’exposition différentes des cellules A549 aux particules
d’intérét, nous avons cultivé les cellules A549 sur insert afin de les exposer a linterface air-
liquide (ALI). Grace a la collaboration avec la société VITROCELL®, nous disposions d’un
prototype d’exposition par nébulisation d’aérosols liquides permettant de mimer les conditions
réelles d'expositions au niveau de I'épithélium alvéolaire en transformant 200 yL d’une

suspension de particules en un aérosol particulaire.

Les cellules A549 ont été exposées aux particules a l'interface air-liquide pendant le temps de
la nébulisation, c’est-a-dire environ 30 min, puis du milieu de culture a été ajouté et les cellules
remises a 37°C pour une phase d’exposition en mode immergé pendant 24h, protocole que
nous nommerons « méthode pseudo-ALl ». Un contrdle d’exposition ALI a été réalisé (cellules
exposées a du milieu de culture ne contenant pas de particule) et ne montre aucune
modification de la viabilité cellulaire. En effet, des études sur la viabilité des cellules ont montré
qu'une exposition de 60 min a l'interface ALl induirait des dommages cellulaires contrairement

a deux expositions de 30 min avec une période de repos de 14h?%,

Dans cette étude préliminaire, nous avons évalué la cytotoxicité grace au test Bleu Trypan
selon le méme protocole que celui utilisé aprés exposition en mode immergé. Apres 24h
d'exposition aux particules de tir a des concentrations estimées de 0,10 et 0,25 mg/mL, dans
un milieu & 1% de SVF, la cytotoxicité cellulaire est exprimée en pourcentage de cellules
vivantes par rapport aux cellules non traitées. L’exposition des cellules en mode pseudo-ALl
aux particules de tir a entrainé une diminution significative de la viabilité cellulaire dés la

concentration de 0,10 mg/mL (64% de viabilité cellulaire obtenue) (Figure 43).
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Figure 43 : Cytotoxicité (Test Bleu Trypan) des particules de tir (0 — 0,25 mg/mL) sur des cellules A549 (milieu de
culture 1% SVF) en mode « pseudo-ALl ».

La cytotoxicité des particules de tir a été évaluée aprés 30 min d’exposition a l'interface air-liquide suivie de 24h
post-exposition en mode immergé aux concentrations estimées de 0,10 et 0,25 mg/mL. Les résultats sont
exprimés en pourcentage moyen de cellules viables par rapport aux cellules non traitées + écart-type (n=3). *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, exposé vs témoin.

Nous avons comparé nos résultats d’exposition en mode pseudo-ALl aux résultats
précédemment obtenus en mode immergé a la seule concentration commune (0,10 mg/mL).
Nous avons obtenu un profil de cytotoxicité identique pour les deux protocoles, c’est-a-dire
une diminution significative de la viabilité cellulaire & 0,10 mg/mL (60% de viabilité cellulaire

obtenue en méthode immergée contre 64% en méthode « pseudo-ALl ») (Figure 41C et 43).
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lll- Discussion de I’étude |
Une personne faisant partie du personnel militaire, que ce soit sur le terrain, gendarme ou
méme réserviste, est soumise a des séances de tirs d’entrainement répétées. Lors de ces
séances d’entrainement, le personnel militaire ainsi que les armuriers, dont le métier consiste
a former au tir le personnel militaire, contréler les munitions, les armes et le bon déroulement
de la séance de tir durant toute la journée, sont exposés aux nuages particulaires émis lors de
I'éjection de la douille aprés chaque tir. Il en est de méme pour le personnel qui entretient et
nettoie le stand de tir (sol, support, pare-balle). Certaines organisations et autorités comme le
National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) ont donc émis des
recommandations pour protéger la sécurité et la santé de ces différentes catégories de
personnes?®. NIOSH recommande aux employeurs ainsi qu’aux encadrants des séances de
tir, de fournir aux personnes exposées des informations sur les dangers des particules de tir
ainsi qu’'une formation de prévention des risques, d’établir des contréles réguliers du taux de
particules dans l'air du stand de tir, de fournir aux tireurs et aux employés un équipement de

protection individuelle adapté ainsi qu’un suivi médical régulier.

C’est pourquoi, dans le but de déterminer la toxicité de ce nuage particulaire, nous avons
prélevé les particules émises lors de séances de tir d’entrainement au 9 mm (HK USP) du
personnel de la gendarmerie de Toulon ainsi que du personnel réserviste. Ces prélévements,
effectués par impaction en cascade a haut débit, ont permis de récupérer autour de 700 mg
de particules en un peu plus d’'une quinzaine d’heures. Les concentrations moyennes
retrouvées dans l'air ambiant au niveau du stand de tir étaient donc de 284 pg/m?® sur
15h30min. Cette valeur est donc prés de dix fois supérieure aux valeurs guides de 'TOMS
émises pour les PM1o atmosphériques (50 pug/m?sur 24h)'3. Les particules récupérées lors de
ces séances d’entrainements présentent une granulométrie assez grossiére, ayant
majoritairement un diamétre aérodynamique compris entre 3 et 7,5 um. Cette taille de
particules a également été retrouvée lors d’'une étude américaine réalisée entre 2005 et
200722, 1l en a été conclu que ces tailles de particules seraient dues a des nanoparticules
agglomérées les unes aux autres. En effet, il a été démontré dans la littérature que les
particules en suspension issues de petit calibre appartenaient majoritairement a la classe
granulométrique des nanoparticules'®*. Dans I'étude de Wingfors, il a été observé par le biais
d’analyseurs en temps réel, que lors de tir de munitions, le nuage particulaire émis directement
aprés le tir serait composé essentiellement de nanoparticules ayant un diameétre
aérodynamique inférieur a 30 nm (<4 min). Par la suite, entre 4 et 12 min aprés le tir, la densité
totale de ces particules diminuerait de maniére exponentielle, diminution probablement liée a
une agglomération des particules induisant leur sédimentation sur les surfaces du stand et

diminuant leur potentielle inhalation’*. Toutefois, une fois sédimentées, les particules

132



représentent toujours un risque biologique, notamment pour le personnel d’entretien chargé

de la bonne tenue des infrastructures.

Pour I'étude des effets induits par ces particules, nous avons utilisé le modeéle cellulaire A549,
cellules épithéliales alvéolaires largement décrites dans la littérature??. Afin d’effectuer la mise
au point des différents tests de cytotoxicité qui ont ensuite été utilisées pour les particules
d’intérét, nous avons utilisé du chlorure de cadmium comme référence toxique soluble. Le
cadmium est un des métaux lourds retrouvé fréquemment dans la composition des particules
issues de munitions ainsi que dans la composition de nombreuses particules atmosphériques
et dont la cytotoxicité a été décrite dans la littérature?'>226. Nous avons déterminé I'lCso du
chlorure de cadmium en utilisant les tests MTT et rouge neutre aprés 24h et 48h d’exposition
a différentes concentrations. Ces deux tests, utilisés pour évaluer respectivement l'activité
métabolique mitochondriale et la perméabilité membranaire, permettent de définir de fagon
complémentaire la cytotoxicité d’'une molécule. Nous avons obtenu des valeurs d’ICsp proches
de 75 uM pour le test MTT et 50 uM pour le test rouge neutre aprés 24h d’exposition, valeurs
également en accord avec les ICs retrouvées dans la littérature?'>2'6. Ces résultats ont été
confirmés par I'évaluation des mécanismes d’exclusion membranaire par le test Bleu Trypan.
Le CdCl; a donc permis la mise au point de différents tests de viabilité cellulaire robustes et

répétables, évaluant la cytotoxicité de polluant soluble.

En ce qui concerne I'évaluation de la toxicité des particules, le SVF pourrait induire des
artéfacts. En effet, comme le suggérent quelques études, la présence de SVF dans le milieu
de culture favoriserait la formation d’agrégats®'®, diminuant alors le potentiel toxique des
particules??’. Malgré la rareté des études de cytotoxicité directe de particules de tir, il existe
néanmoins des données sur d’autres types de particules, comme par exemple les particules
d’oxyde de cuivre (CuO). Une cytotoxicité de ces particules de CuO a été observé dés les
concentrations de 0,01 mg/mL via le méme test MTT?28 que nous avons utilisé et dés 80 ug/cm?
(0,27 mg/mL) via le test alamar blue??°. Cette toxicité des particules de CuO est plus prononcée
avec une proportion de SVF moindre, ce qui pourrait étre di a la diminution du nombre
d’agrégats particulaires conduisant a une augmentation de la réponse cytotoxique des
cellules. Par conséquent, l'utilisation d’'un milieu de culture déprivé en SVF permettrait de

diminuer I'agrégation particulaire?®?.

Partant de ce postulat, nous avons étudié la cytotoxicité de particules de tir de petit calibre
collectées sur la base navale de Toulon et plus particulierement l'influence que pourrait avoir

la concentration de SVF sur cette éventuelle cytotoxicité.

Nous avons donc effectué les tests de viabilité cellulaire dans du milieu de culture contenant

10% et 1% de SVF. Lors de l'utilisation des conditions normales de culture (10% de SVF),
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nous avons observé que les particules de tir formaient des amas. Afin d’obtenir une meilleure
dispersion des particules dans le milieu, une sonication a été effectuée en se basant sur la

littérature?'”2'® et en utilisant du milieu de culture complémenté avec 1% de SVF.

Nous nous sommes préalablement assurés que la prolifération cellulaire, les mécanismes
d’exclusion membranaire ainsi que les différentes phases du cycle cellulaire n’étaient pas

modifiés avec l'utilisation d’un milieu de culture faiblement pourvu en SVF.

En ce qui concerne les particules de tir, malgré I'étape de sonication et les différents lavages
du tapis cellulaire aprés exposition, nous avons observé la persistance de quelques agrégats
particulaires au fond des puits. La présence de ces agrégats particulaires peut expliquer les
faibles variations de viabilité cellulaire obtenues avec le test MTT et le test au Bleu Trypan
(10% de SVF). En effet, nous avons observé des effets cytotoxiques des particules de tir
seulement pour les concentrations les plus fortes. Il est donc indispensable d’effectuer des
témoins particulaires sans cellules lors des différents tests utilisant la spectrophotométrie afin
de s’affranchir des artéfacts potentiellement induits par les particules résiduelles lors des
mesures de viabilité. En ce qui concerne le test rouge neutre, nous avons observé la présence
d’'un grand nombre d’interférences dans la lecture d’absorbance essentiellement causées par
les agrégats particulaires expliquant la taille disproportionnée des écart-types. Nous avons
conclu que ces résultats ne pouvaient étre interprétés et que cette technique était inappropriée

pour I'évaluation de la cytotoxicité de particules.

Ayant observé au microscope optique que les particules de tir formaient toujours des agrégats
mais en moindre mesure lors de I'utilisation de milieu de culture avec 1% de SVF, nous en
avons déduit que ces derniers étaient dus a la composition des particules elles-mémes.
Cependant nous avons tout de méme observé une cytotoxicité plus importante pour les
particules de tir avec 1% de SVF par rapport a celle observée avec 10% de SVF, ce qui nous
a permis de déterminer une cytotoxicité dose-dépendante a 24h et 48h via le test MTT et Bleu

Trypan.

Ces résultats suggérent donc l'induction de différents processus cellulaires aprés I'exposition
des cellules A549 aux particules de tir. En effet, le dosage MTT permet I'évaluation de l'activité
métabolique mitochondriale des cellules nécessaires entre autres a la prolifération cellulaire
alors que le test au Bleu Trypan permet d'évaluer l'intégrité de la membrane cytoplasmique

par I'intermédiaire de I'évaluation des mécanismes d’exclusion membranaire.

Nous avons par la suite évalué la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle
cellulaire aprés 24h et 48h d’exposition aux particules de tir et nous avons observé une
augmentation significative de la mort cellulaire par I'intermédiaire de 'augmentation de la

proportion des cellules mortes (phase sub G0-G1) et une diminution significative de la
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proportion des cellules se situant en phases G0-G1. Nous n’avons toutefois pas observé
d’arrét du cycle cellulaire. En effet, aucune modification de la proportion de cellules en phase
G2-M n’a été observée, contrairement a I'étude de Liu et son équipe qui a observé une
diminution de la proportion de cellules en phase G2-M aprés I'exposition de nanoparticules

d’or au méme modéle cellulaire que nous avons utilisé (A549)%%.

Lors de l'évaluation des effets et des mécanismes d'action de I'exposition a un polluant
environnemental sur les voies respiratoires in vitro, une des principales difficultés est de
reproduire des conditions d'exposition qui imitent de prés linhalation. C’est pourquoi, aprés
avoir défini la cytotoxicité des particules de tir par exposition immergée, nous nous sommes
intéressés a une autre méthode d’exposition mimant les conditions expérimentales au plus
proche possible d’'une exposition réelle a des particules. Dans cet objectif, grdce a une
collaboration avec la société VITROCELL®, nous avons utilisé un systéme d'exposition adapté
permettant une exposition directe a l'interface air-liquide de la lignée cellulaire alvéolaire
humaine A549 utilisée dans notre étude, méthode d’exposition déja utilisée dans la littérature
81232 |es systemes VITROCELL®s ont été spécialement congus et fabriqués pour permettre
une exposition directe de cellules ou de tissus a l'interface air-liquide. Cette approche permet
donc l'obtention de résultats plus physiologiques que par I'exposition immergée. Depuis une
dizaine d’années, ces systémes ont été utilisés avec succés dans I'analyse de nombreuses
substances comme par exemple des émanations d’échappements de moteurs, des produits
chimiques industriels, des pesticides, des médicaments ou bien encore des fumées de

cigarettes?33.2%4,

Aprés exposition en mode « pseudo-ALl » des cellules A549 aux particules de tir, nous avons
observé une diminution significative de la viabilité cellulaire. Le profil cytotoxique résultant de
lexposition en mode « pseudo-ALl » de ces particules est extrémement proche des profils
obtenus lors des expositions en mode immergé. Cette similitude de profil a également été
observée dans d’autres études, avec notamment 'observation de cytotoxicités plus fortes a
faibles concentrations avec [Iutilisation de la méthode d’expositon en immergé?®. La
concentration de particules appliquée aux cellules A549 par dépbt dans chaque puits a été
estimée a partir de la concentration en particules de l'aérosol initial. Cette étude est
préliminaire et il serait intéressant de poursuivre cette comparaison avec 'évaluation d’autres

marqueurs biologiques.

Nous pouvons conclure que ces particules induiraient une mort cellulaire dés 24h d’exposition.
Il serait donc intéressant d’approfondir les différents mécanismes de la mort cellulaire afin de

déterminer s'il s’agit d’apoptose ou bien de nécrose. Lors des expositions, le milieu de culture
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utilisé devra étre complémenté systématiquement avec seulement 1% de SVF afin de réduire

le risque d’agrégation particulaire.

Etant donné que les émissions produites par les armes a feu sont éjectées au niveau de la
zone de respiration du tireur, ces derniers peuvent étre fortement exposés aux gaz et matiéres
particulaires produites par des tirs. Dans les munitions traditionnelles, le plomb est un élément
important a la fois de la balle et du mélange primaire d’'amorgage et peut pénétrer facilement
dans le flux sanguin par le biais de I'exposition par inhalation et conduire a des effets trés
préoccupants sur la santé?*%2%"_ e plomb a été remplacé au sein de 'amorce par une variété
d'éléments tels que le strontium, le potassium, le silicium ou encore le titane'?. De nouvelles
munitions avec une teneur en plomb amoindrie ont également vu le jour avec par exemple un
noyau de plomb partiellement ou complétement chemisé d'un métal plus résistant tel que le
cuivre, afin d’éviter la déformation et le décapage préjudiciable de la balle par les rainures du
canon, ce qui conduirait a la libération de plomb'2. Un revétement total est censé réduire
'exposition des tireurs et des instructeurs en empéchant la base en plomb d’étre exposée aux
gaz propulseurs chauds provoquant I'érosion du plomb et libérant des particules. Ces
munitions chemisées avec du cuivre ont abouti a une réduction de 89 % des niveaux de plomb
dans des échantillons d'air avec observation d’'une diminution du taux de plomb dans le sang
des tireurs®’. La plupart des munitions sont donc composées de nos jours de laiton (30% de
zinc et 70% de cuivre) mais aussi d'acier, de cuivre, de dorure métallique, d’aluminium ou
méme de plastique afin de limiter 'émanation de plomb. La réduction de I'exposition au plomb
par inhalation a donc été une préoccupation majeure au sein des domaines civil (compétition

et association de tir) et militaire.

Nous retrouvons comme composé majoritaire de nos échantillons le plomb a hauteur de 4,64 %
suivi du calcium 1,80%, du baryum 0,81% et de I'aluminium 0,63%. Les balles standards
utilisées par la gendarmerie étant censées étre entierement chemisées, le plomb ainsi que les
éléments retrouvés dans nos échantillons peuvent provenir du canon, de lalliage de la
cartouche, encore de 'amorce utilisée pour la propulsion de la balle et également du pare-
balle situé a une vingtaine de métres du tireur. Les mélanges d'amorces sont constitués de
quatre composants chimiques de base : I'explosif d'amorgage, 'agent oxydant, le combustible
et le sensibilisateur. A lorigine, la catégorie des explosifs d'amorcage comprenait
principalement le fulminate qui est remplacé depuis quelques décennies par d'autres produits
plus stables et non corrosifs comme le styphnate de plomb et de trinitrotoluéne ou azoture de
plomb (Pb(Ns)2) (1 @ 7 mg par tir) ce qui pourrait justifier le plomb retrouvé dans nos
échantillons?323°_ e nitrate de baryum est 'oxydant le plus couramment utilisé dans des
munitions d'armes légéres avec le chlorate de potassium et le nitrate de plomb, justifiant la

présence de baryum et de potassium au sein de nos particules. Les combustibles les plus
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utilisés dans la littérature sont le sulfure d'antimoine, la nitrocellulose et la poudre
d’aluminium® justifiant la proportion non négligeable d’antimoine (0,8%) retrouvée ainsi que
Faluminium. La limite Iégale d'exposition permise en suspension dans l'air d’antimoine est de
0,5 mg/m3en moyenne sur 8 heures?®. L'exposition chronique a l'antimoine dans l'air a des
concentrations de 9 mg/m? peut exacerber l'irritation des yeux, de la peau et des poumons et
entrainer une pneumoconiose, des électrocardiogrammes altérés, des douleurs a I'estomac,
des diarrhées, des vomissements et des ulcéres d'estomac, résultats confirmés chez 'animal
en laboratoire?*'. A la vue des quantités relativement faibles retrouvées dans nos particules (2
ug/m?®) par rapport aux limites d’expositions, I'antimoine ne présente probablement pas de
risque sérieux pour les tireurs et le personnel de tir'®. Le trinitrotoluéne est le sensibilisateur
standard utilisé, qui aide a transférer une compression mécanique au sein de I'amorce
permettant I'explosion puis la propulsion de la balle?®. Les éléments Cu, Zn et Fe retrouvés
en faible proportions ont sGrement été apportés par les couches de revétement de la cartouche
de la balle et par l'alliage composant le canon. Les dépéts a l'intérieur du canon pourraient
apporter des éléments supplémentaires aux éléments analysés, il serait donc intéressant

d’essayer de récupérer ces particules lors de la maintenance et de I'entretien des armes de

poing.

Les tireurs sont donc exposeés au plomb par les aérosols libérés lors du tir, que ce soit par leur
propre arme ou par celles de tireurs voisins. Lors d’une étude réalisée sur I'exposition au plomb
dans les salles de tir?*?, la concentration atmosphérique moyenne en plomb s’élevait a4 0,473
mg/m? sur une durée de prélévement de 15 a 140 minutes (50 mesures réalisées). Par
comparaison, la Valeur Moyenne d’Exposition (VME) ou la Valeur Limite d’Exposition
Professionnel (VLEP) est de 0,1 mg/m? en moyenne sur 8h?*3, La quantité de plomb retrouvée
dans nos échantillons, correspondant a 4,6% soit 23,4 ug/m? lors de la campagne de 2014 et
23% correspondant a 56,3 ug/m? lors de la campagne de 2015, concentration qui serait en
dessous de la VLEP du plomb, tout en sachant que le temps de prélévement des particules a
dépassé les 13h alors que la VLEP se base sur un temps d’exposition de 8h. Il faut également
prendre en compte que notre prélévement ne représente pas la totalité des particules émises

puisque les impacteurs ne peuvent prélever les particules d’'un diamétre inférieur a 0,49 um.

Les particules d’intéréts étant issues de munitions chemisées, il est donc normal de retrouver
du cuivre dans nos échantillons, a hauteur de 1,4%, soit 3,6 ug/m?, valeur bien en dessous de
la VLEP du cuivre sous forme de poussiére qui est de 1 mg/m?3. Lors d’'une étude de Voie et
son équipe, les émissions et les effets sur la santé de tirs de munitions avec plomb, sans
plomb et sans plomb modifiées (base du projectile effilée donc moins de frottement) ont été
comparées les unes par rapport aux autres aprés 1h de tir en milieu confiné sans ventilation?#*,

Dans ces conditions, les concentrations de particules et de cuivre ont dépassé leurs valeurs
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limites respectives d'exposition professionnelle avec des valeurs significativement supérieures
pour les munitions sans plomb par rapport aux munitions avec plomb. Le nombre total de
symptomes rapportés (maux de téte, fiévre, frissons, toux, essoufflement, malaise) était
également significativement plus élevé chez les tireurs utilisant des munitions sans plomb par
rapport aux utilisateurs de munitions avec plomb et sans plomb modifiées. Lors de l'utilisation
de munition sans plomb, plus 70% du métal présent dans les émissions était en cuivre avec
une concentration de 5,4 mg/m?3, valeur bien au-dessus de la VLEP du cuivre?®. En effet, les
munitions sans plomb induisent une usure plus grande du canon du fusil, due au noyau de la
munition en acier et non en plomb perdant la haute capacité a se déformer lors de son trajet
dans le canon et provoquant ainsi plus de frottements, 'usure du canon et la production de
particules de cuivre. Cela pourrait expliquer alors pourquoi les munitions sans plomb émettent
plus de cuivre et de zinc que les munitions au plomb?*. La toxicité des nanoparticules de
cuivre a été largement étudiée, que ce soit sur des modéles in vitro ou in vivo. |l a été démontré
que les nanoparticules d'oxyde de cuivre étaient génotoxiques??®, irritantes et pro-
inflammatoires aux niveaux des poumons?#. Elles induisent également un stress oxydant et
une cytotoxicité au sein de cellules épithéliales des voies respiratoires??, ce qui expliquerait
les différents symptémes respiratoires observés. Il a également été constaté que 'exposition
par inhalation a des nanoparticules de cuivre peut induire leur pénétration au niveau du noyau
et de la mitochondrie par endocytose, induisant la formation d’EROs et une inflammation
pulmonaire subséquente résultant de dommages mitochondriaux et a ’ADN, conduisant par
la suite a I'apoptose??*®. Ces études pourraient donc expliquer en partie la cytotoxicité

observée des particules de tir sur les cellules A549.

Les conclusions de ces études devraient étre utilisées pour élaborer des mesures de
préventions qui permettront de réduire I'exposition associée a l'utilisation d'armes a feu et des
différentes munitions mises sur le marché. Ces informations peuvent étre utilisées afin
d’améliorer la conception des munitions et de réduire les émissions des métaux lourds
dangereux pour la santé et 'environnement. Les émissions issues de tirs peuvent avoir une
composition et des effets toxiques différents en fonction de 'arme et des munitions utilisées ;
c’est pourquoi les stands de tir devraient étre équipés d’une ventilation forcée avec une
circulation de l'air dans la direction des tirs et une extraction au niveau du pare-balles. Avec
les normes de ventilation respectées, le probleme de I'exposition aux substances nocives des
tireurs et des instructeurs pourrait étre résolu dans la plupart des salles de tir, quelles que
soient les munitions employées. Le nettoyage et I'entretien des stands de tir devraient
également étre effectués par du personnel compétent et qualifié appliquant les mesures de
protection individuelle adéquates (masque, gants, Ilunettes...). Malgré de faibles

concentrations de métaux dans les aérosols prélevés, nous avons observé des effets
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cytotoxiques des particules de tir de 9 mm. Il est donc important d’actualiser les différentes
valeurs limites d’expositions et d’évaluer régulierement I'air inhalé par le personnel militaire et

civil en stand de tir afin d’assurer au mieux la protection de leur santé.
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Etude 2 : Caractérisation physico-chimique et
analyse toxicologique des particules de

fumigenes.
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- Campagne de prélevement et caractérisation physico-chimique

des particules de fumigénes.
Les particules de fumigénes ont été prélevées a l'aide d’'impacteurs en cascade lors de deux
campagnes de prélévements réalisées sur le site de d’expérimentation de la DGA (octobre
2014 et juin 2015). Les fumigénes prélevés étaient un fumigéne coloré (n°1), deux fumigénes

anti-intrusions (n°2 et 3) et un fumigéne a base d’hexachloroéthane (n°4).

1- Granulométrie par analyseur de particules
Lors de la 2™ campagne de prélévement (juin 2015), des mesures en temps réel de la
granulométrie des particules ont été effectuées. Deux analyseurs ont été utilisés conjointement
pour déterminer la concentration (particules/cm?®) et la distribution en taille des aérosols en
temps réel : 'OPS 3330 pour les aérosols entre 0,3 et 10 ym (selon 16 classes de taille) et le
SMPS 3910 pour les aérosols compris entre 10 et 400 nm (répartis en 13 classes de taille).
Les résultats obtenus par ces analyseurs en temps réel sont montrés en annexes et décrits ci-

dessous.

En ce qui concerne le fumigéne 1, on note que de fines particules sont formées majoritairement
dans les premiers instants (majorité de particules comprises entre 100 et 200 nm durant les 5
premiéres minutes) et qu’elles sont rapidement remplacées par des particules de taille plus
importante (> 200 nm). Dix minutes environ aprés le déclenchement des tirs, des aérosols de
plus grosse taille apparaissent (entre 1 a 2 um) puis on note en fin de tir une augmentation
des aérosols fins (< 1 ym) et ce avec les deux appareils de mesure. Pour les fractions les plus
fines (<300 nm), il semble y avoir plusieurs vagues d’émissions de particules avec la majorité
des aérosols émis ayant une taille comprise entre 150 et 300 nm pour les fractions les plus
fines (SMPS) (Annexe 3). Pour les aérosols de taille comprise entre 300 nm et 10 um (OPS),
la quasi-totalité des particules a une taille inférieure a 1 um. Toutefois, les particules les plus
fines mesurées par SMPS sont environ 10 fois plus nombreuses (1 400 000 particules
mesurées sur le SMPS et 120 000 mesurées avec 'OPS) (Annexe 4). Ces résultats sont en
bonne cohérence avec les données issues de la pesée des plaques d’impaction et des back-

up (Figure 44).

Pour le fumigéne 2, en tout début de tir on observe la présence d’aérosols fins (compris entre
100 et 200 nm) qui restent majoritaires jusqu’a la fin du tir (Annexe 5). Les données de 'OPS
montrent également que I'aérosol est formé de particules de faible taille (classe majoritaire 0,3
pUm) qui sont nettement moins abondantes que celles mesurées par le SMPS. Le fumigéne 2
présente un aérosol plus fin et nettement plus dense que les trois autres (500 000 particules
de 125 nm/cm? contre 150 a 200 000 particules de 200 nm/cm? pour les mesures réalisées a

laide du SMPS) (Annexe 6). Ces résultats sont également en bonne cohérence avec les
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données issues de la pesée des plaques d'impaction et des back-up qui montraient que cet

aérosol était plus fin que celui formé par les autres fumigénes (Figure 44).

Pour le fumigéne 3, la majorité des aérosols émis a une taille comprise entre 100 et 200 nm
pour les données recueillies avec le SMPS. Il semble y avoir plusieurs vagues d’émission de
particules (Annexe 7). Les données de 'OPS permettent d’observer que I'aérosol est formé
de particules de petite taille (classe majoritaire 0,3 um) en quantité nettement moins abondante
que celles mesurées par le SMPS (250 000 particules /cm®avec OPS et 1 200 000 particules
/cm®avec SMPS). En fin du second tir, on note une augmentation des aérosols fins (< 1 pm)
(Annexe 8). Ces résultats sont également en bonne cohérence avec les données issues de la

pesée des plaques d’impaction et des back-up (Figure 44).

Pour finir, en ce qui concerne le fumigéne 4, pour les mesures avec le SMPS, les tirs 1 et 2
présentent majoritairement des aérosols de taille comprise entre 100 et 300 nm, tandis que le
tir 3 est majoritairement composé d’aérosols compris entre 80 et 150 nm. Pour les mesures
réalisées avec 'OPS, on remarque nettement que les aérosols sont émis en deux vagues
successives et ce pour les trois tirs (ce qui apparait pour certaines classes de particules dans
les mesures réalisées avec le SMPS) (Annexe 9). Tous les aérosols ont une taille inférieure a
2 um (sauf dans le tir 3 ou on note la présence d’aérosols de 2,5 ym). Leur concentration est
inférieure d’un facteur 10 a celle des aérosols compris entre 10 et 400 nm (exemple tir 1 : OPS
=14 000 particules/cm®et SMPS = 200 000 particules/cm?®) (Annexe 10). Par rapport aux trois
autres fumigénes testés, 'hexachloroéthane présente donc deux modes granulométriques :
F'un entre 15 et 35 nm et 'autre entre 150 et 200 nm. Ces résultats sont vérifiés pour les trois

tirs.

La classe majoritaire de particules par fumigéne ainsi que son pic d’émission associé est

résumé dans le tableau 18 ci-dessous (Tableau 18).
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Mesures SMPS Mesures OPS
Fumigéne Tir _ {10—400 nm) ‘ _ (‘0.‘_1‘—10,um)
Pic d’énussion Classe Pic d’énussion Classe
(particules / em®) majoriraire (particules / cnr®) majoritaire
¥ 200 000 10 000
Fumigéne 1 250 nm 0,3 etlum
2 100 000 10 000
] 500 000 - -
Fumigéne 2 125 nm
2 450 000 25000 0,3 um
1 200 000 15000
Fumigéne 3 200 nm 0,3 um
2 150 000 25000
i 180 000 12 000
. 200 nm 0,4 um
Fumigéne 4 2 140 000 16 000
3 60 000 100 nm 10 000 0,3 etl um

Tableau 18 : Classe majoritaire de particules et pic d’émission associé lors de tir de fumigenes.

2- Granulométrie par mesure pondérale
La majorité des particules prélevées lors des différents tirs de fumigénes ont un diamétre
aérodynamique inférieur a 0,95 pym (particules prélevées sur les étages 5 et 6 des impacteurs
en cascade). En effet, plus de 90% des particules prélevées de fumigénes 1, 2, 3 et plus de
75% des particules prélevées du fumigéne 4 sont compris entre 0,95 et 0,49 um. Les particules
de fumigénes récupérées sont de l'ordre de la taille des particules fines (<3 pm), taille qui
favoriserait leur dép6t dans les voies respiratoires distales, au niveau des bronchioles et
alvéoles (Figure 44). Pour le fumigéne 2, la trés grande majorité des particules ont été
récupérées par le filtre terminal (back-up) et correspondent donc a des particules de plus

petites tailles (nanoparticules).
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Figure 44 : Mesure pondérale moyenne des particules de fumigénes.

Les particules de fumigénes sont collectées par un impacteur lors d’un tir de fumigéne sur le site
d’expérimentation de la DGA en octobre 2014 et juin 2015 en fonction de leur diamétre aérodynamique. Les
particules de différentes tailles ont été récoltées sur les différentes plagques d’'impactions de maniere
décroissante. Les fumigénes 1, 2, 3 et 4 sont notés respectivement F1, F2, F3 et F4.

Nous nous sommes premierement intéressés a la granulométrie des particules récoltées ainsi
gu’a leur concentration dans 'air ambiant. Les fumigénes 1, 3 et 4 produisent en moyenne de
40 a 50 fois plus de particules comprises entre 3 et 0,49 um que les tirs de petit calibre (11,5
et 14,5 mg/m3 contre 0,3 mg/m?3). Pour le fumigéne 2, la concentration en particules de cette
classe de taille n'est que de 1,6 mg/m?3. Le tableau 19 ci-dessous résume I'ensemble des
données issues de I'échantillonnage des particules PM3 et PMs3 apres plusieurs sessions de

tirs de fumigénes (Tableau 19).

; Duréede Concentration
p:vrl:iil:il:s collen::és:mgl prélévement DEbit po‘::g?;ﬁ) el
| (h) (ug/m’)

PM.,, 0 0
Fumigéne 1 0,86 2x80 m*h 95,5

PM, 1099,3 11510,9

PM., 0 0
Fumigéne 2 0,95 2x80m3/h 152

PM, 246,9 1624,3

PM.,, 0 0
Fumigéne 3 1,15 2 x80 m¥/h 184

PM, 2394,2 13 011,9

PM., 42,5 379,4
Fumigéne 4 0,70 2x80 m*/h 112

PM, 1620 14 464,2

Tableau 19 : Ensemble des données de prélevements sur les différents étages des impacteurs et concentrations
des particules issues de tirs de fumigénes.

144



Les fumigénes testés ont entrainé I'émission de deux types d’aérosols avec deux

comportements trés différents. Deux fumigénes (n°1 et n°4) ont émis des particules solides

que l'on peut piéger avec les moyens habituels tels que les plaques d’impaction (particules

libres) et leurs « back-up » associés (particules sur support). Ce prélévement de particules

libres a permis de mettre en évidence une quantité importante de particules de taille inférieure

a 0,95 uym (Figure 44). Les deux autres fumigénes (n°2 et n°3) émettent un aérosol

majoritairement liquide une fois récolté par impaction (micro-gouttelettes) qui va s’agglomérer

sous forme d’un gel sur les supports, ne permettant donc pas de définir la taille de ces aérosols

aprés impaction. La concentration totale de matiére piégée par les plaques d’'impaction et par

le back-up varie de 16,4 (fumigéne 2) a 20,9 mg/m?® (fumigéne 4) (Tableau 20).

Fumigeéne 1

Fumigéne de

Fumigeéne 2

Fumigéne anti-

Fumigeéne 3

Fumigéne anti-

Fumigéne 4

Fumigéne a base

Type signalisation intrusion, intrusion,
) . d’hexachloroéthane
rouge fumee blanche | fumee blanche
Dates de 14/10/2014et | 14/10/2014 et 14/10/2014 et
03/06/2015
préléevements 03/06/2015 02/06/2015 03/06/2015
Aspect des Pate marron Pate marron Aspect goudronneux
Poudre rouge
échantillons . fonce trés fonce trés nair,
fonce
récoltés collante collante paillettes
Concentration de
particules
prélevées sur 18222 16374 19410 20862

impacteur et back-
up (ug/m’)

Tableau 20 : Tableau récapitulatif des différents fumigenes collectés sur le site d’expérimentation de la DGA lors
des deux campagnes de prélevements en octobre 2014 et juin 2015.
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3- Analyse élémentaire
L’analyse élémentaire C, H, N, S indique que ces particules contiennent une grande quantité

de matiére organique pour F1, F2 et F3 (Figure 45).

80-
il C

60 O H
Q N
- O S
G 40-
£
0
W 20-

0' HI I-Il -nl

F1 F2 F3 F4

Figure 45 : Analyse élémentaire C, H, N, S des particules de fumigenes exprimée en % de I’échantillon.
Les fumigénes 1, 2, 3 et 4 sont notés respectivement F1, F2, F3 et F4.

En effet, les particules issues du fumigéne 1 sont chargées en carbone a hauteur de 70% ainsi
que celles issues du fumigéne 3 a hauteur de 68%. Les fumigénes 2 et 4 ont une teneur en
carbone plus faible, respectivement de 21% et 2%. Les teneurs en hydrogéne restent assez
faibles, avec des valeurs inférieures a 10% pour tous les fumigénes. Seul le fumigéne 1
comporte de I'azote a hauteur de 8% et aucun de ces quatre fumigénes ne renferme du soufre
dans sa composition. Nous pouvons donc déduire de ces résultats que les particules de F1,
F2 et F3 sont composées majoritairement de composés organiques contrairement aux

particules de F4, qui elles sont probablement riche en molécules inorganiques.
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4- Analyse des composés métalliques
Les analyses par ICP-optique ont été effectuées de fagon a déterminer les teneurs globales
en métaux présents (Tableaux 21 a 24). Le fumigéne 1 est riche en potassium a hauteur de
0,76% des métaux analysés. On détecte également la présence en faible proportion (<0,1%
chacun) de soufre, de baryum. Parmi les éléments métalliques, on reléve également la
présence en faible proportion (<0,1% chacun) de chrome (Cr), cuivre (Cu), fer (Fe), plomb (Pb)
et zinc (Zn) (Tableau 21).

Campagne 1- Fumigéne 1

Eléments
Al <20 0
Ba 242 0,0
Ca <100 0
Cr 23,8 0
Cu <10 0
4,5 0
7 590 C0,78>
<20 0
<10 0
<10 0
27,2 0
<10 0
23,9 0
10,2 0
541 C 0,05)
Interf Interf
<10 0
<10 0
<10 0
34,8 0

Tableau 21 : Composition en métaux (ICP-optique) des particules issues du fumigene 1 en mg/kg.
Interf : interférence lors de I'analyse.
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Le fumigéne 2 est trés riche en potassium, avec un pourcentage estimé de 20% dans les

particules libres. On y détecte également des teneurs importantes en soufre, magnésium,

aluminium (faiblement soluble) et dans une moindre mesure en calcium, sodium, baryum et

phosphore. Pour les éléments métalliques, on releve également la faible présence de plomb,

fer, cuivre et zinc (Tableau 22).

Eléments
Al
Ba
Ca
Cr

Cu

Tableau 22 : Composition en métaux (ICP-optique) des particules issues du fumigene 2 en mg/kg.
Interf : interférence lors de I'analyse.

1415

Campagne 1— Fumigéne 2

549 0,05
737 0,07
<50 0
311 0,03
601 0,06
202 982 0,30
2 500 0,25
<50 0
<50 0
626 0,06
<50 0
422 0,04
1017 0,10
3171
Interf Interf
<50 0
<50 0
<50 0
131 0,01
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En ce qui concerne la composition en métaux du fumigéne 3, I'élément majoritaire reste le
potassium (0,3%), comme pour les autres fumigénes mais en plus petite quantité. On retrouve

également de faibles teneurs en aluminium, sodium, soufre, cuivre, fer et plomb (Tableau 23).

Campagne 1— Fumigéne 3

Eléments
560 0
3,4
<100
<25
Cu 27,3
16,1
2991
<20
<10
<10
199 0
<10
16,6
12,2
159
Interf Interf
<10
<10
<10
9,3

©
i

Al
Ba
Ca
Cr

DDD@DDQDD
-

I=)
Pad

ololo

o

o

oljlo|o

Tableau 23 : Composition en métaux (ICP-optique) des particules issues du fumigene 3 en mg/kg.
Interf : interférence lors de I'analyse.
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Aprés analyse des particules issues des tirs du fumigéne 4, 'aluminium a été retrouvé comme
composé majoritaire a hauteur de 10,6% des particules libres. De plus faibles teneurs en fer
(1,2%), calcium (0,9%), potassium (0,18%), magnésium et soufre sont également détectées.
Il a été également détecté la présence d’étain (0,09% dans les particules libres) et de

tungsténe en faible teneur, éléments non détectés dans les autres fumigénes (Tableau 24).

Campagne 2— Fumigéne 4

Eléments
Al 105853 10,59
Ba 19 0
s 9554 (0,96
cr 87 0
Cu ' 108 0,01
- Fe 12 093 LA
&L ' 1843 0,18
Mg 795 0,8
Mn _ 33 0
Mo <2 0
Na <200 <0,02
Ni 23 0
[ <100 0
Pb 41 0
' 782 0,08
37 0
476 0,05
894 0,09
4 0
21 0
<20 0
43 0
940 0,09

Tableau 24 : Composition en métaux (ICP-optique) des particules issues du fumigene 4 en mg/kg.
Interf : interférence lors de I'analyse.

Pour les quatre fumigénes, nous retrouvons des éléments majoritaires communs que sont le

potassium, 'aluminium et le soufre. (Tableau 25)

Fumigénes Fumigéne1 Fumigéne2 Fumigéne3 Fumigéne4

Eléments
meétalliques | K, Sb, S, Ba | K, S, Mg, Al | K, Al, Na, S
maijoritaires

Al, Fe, Ca,
K, Mg, S

Tableau 25 : Tableau récapitulatif des éléments métalliques majoritaires composants les particules issues des
quatre fumigenes.
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5- Analyse des composés organiques
Afin d’analyser les composés organiques, les échantillons sont soumis a une extraction par
soxhlet avec du dichlorométhane puis I'extrait obtenu est analysé par GC-MS. Les résultats
obtenus pour la fraction organique des particules du fumigéne 1 (>70%) sont regroupés dans

la figure 46 et le détail des composés figure dans 'annexe 11.

L'analyse GC-MS indique la présence de nombreux composés aromatiques et

polyaromatiques, avec ou sans hétéroatomes (N ou O) tels que :

- des diazénes, 1,2-Naphthalenedione, 1-[(3-methoxyphenyl)hydrazone], 2-naphthalénol et
encore méthoxyphényl azo qui sont liés a la coloration rouge du fumigéne 1.

- des amines aromatiques (toluidine, méthoxybenzamine, méthylbenzamine,
méthoxyformanilide, amino-naphtaléne) et dérivés, divers hydrocarbures aromatiques
polycycliques avec un hétéro-atome azoté (carbazoles, quinolinones, acridines,
phénantrolines, benzonaphtocinnoline ou dibenzophenazine).

- des dérivés nitriles aromatiques (hydroxybenzonitrile) et des isocyanates (méthoxy
isocyanato benzéne, naphtaléne isocyanate, ...).

- des HAPs et oxy-HAPs.

- des hydroxy-HAPs (hydrohypyrene, naphtenol).

- des quinones (trimethylanthraquinone).

- des dérivés du naphtaléne et du phénanthréne.

Dérivés du
Benzenamine
11%

Autres
8%

Dérivés
d'Antraquinone

3%
Dérivés du Naphtaléne
78%

Figure 46 : Familles de composés organiques majoritaires du fumigene 1 analysés par GC/MS.
Les composés majoritaires sont le 1,2-Naphthalenedione, 1-[(3-methoxyphenyl)hydrazone] (73%) appartenant
aux dérivés du naphtaléne et le 2-aminoanisole, 2-methoxyaniline (o-anisidine) (10,5%) appartenant aux dérivés
des benzénamines.
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En ce qui concerne la composition de la fraction organique du fumigéne 2 (>20%), les
chromatogrammes (non présentés) rappellent une allure de coupe pétroliere et contiennent
majoritairement des pics correspondant au phénanthréne, anthracéne et leurs dérivés alkylés
(38%) tels que le méthylphénanthréne, le diméthylanthracéne, le méthyléthylanthracéne, le
méthyl-éthyléthylphénanthréne, le  triméthylphénanthréene ou encore [Iisopropyl-
méthylphénanthréne. On observe également le 10,18-bisnorabieta-5,7,9(10),11,13-pentaéne
en assez grande proportion (11%), qui est un dérivé hydrogéné du méthyl-méthyléthyl-
phénanthrene, ainsi que d'autres dérivés polyaromatiques divers (3%) (fluoréne et dérivés
alkylés) et des biphényles (3%) (diethyl biphényl, diisopropylbiphenyl). Certaines des
structures identifiées présentent des similarités étroites avec des dérivés d’acides résiniques.
Les composés retrouvés dans la fraction organique des particules du fumigéne 2 sont

présentés dans 'annexe 12 et regroupés en familles de composés dans la figure 47.

Autres
42%

Biphényles
3%
Dérivés du naphtaléne
3%

Dérivés
polyaromatiques
3%

10,18-Bisnorabieta-
5,7,9(10),11,13-
pentaéne
11%

Phénanthréne /
Anthracéne
38%

Figure 47 : Composés organiques majoritaires du fumigéne 2 analysés par GC/MS.

Aprés analyse des composés de la fraction organique du fumigéne 3 (>70%), les composés
sont essentiellement des composés polycycliques appartenant a la famille des triterpénoides

et sont regroupés dans 'annexe 13.

Les composés retrouvés dans la petite fraction organique des particules du fumigéne 4 (<10%)
sont présentés dans 'annexe 14 et regroupés dans la figure 48. Ce sont principalement des
molécules chlorées méme si paradoxalement I'hexachloroéthane n'est pas du tout détecté.
Ceci a d'ailleurs été confirmé par linjection d'un standard. Aprés vérification dans la
bibliographie, lors de tirs de fumigéne a base d’hexachloroéthane, il y a dégradation de ce
dernier et formation de chlorures de fer, de zinc et d’aluminium (métaux retrouvés en
proportion majoritaire lors de l'analyse des éléments métalliques) ainsi que de composés

organiques chlorés tels que '’hexachlorobenzene, I'octachlorostyréne, voire de dioxines et de
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dibenzofuranes?#®2%°, On retrouve donc des composés aromatiques ou polyaromatiques
chlorés provenant probablement de la décomposition plus ou moins compléte de
'hexachloroéthane. On retrouve également ['octachloronaphtalene (11%) et

F'octachloroacénaphtyléne (10%) en quantité non négligeable.

Autres
Octachlorona- 6%
phtaléne
10%

Phtalate
3%

Octachloro-
acénaphtyléne
11%

Hexachloro-benzene
70%

Figure 48 : Composés organiques majoritaires du fumigéne 4 analysés par GC/MS.

Contrairement a nos attentes, nous n’avons pas retrouvé la présence de lactose, composé

annoncé comme étant potentiellement présent dans la plupart des fumigénes.

La fraction organique des quatre fumigénes est donc composée de molécules complétement

différentes comme indiqué dans le tableau 26.

Fumigénes Fumigéne 1 Fumigéne 2 Fumigéne 3 Fumigéne 4

Composés
organiques Naphtalene
maijoritaires

Phénanthréne Composés Hexachloro-
/Anthracéne | polycycliques benzene

Tableau 26 : Tableau récapitulatif des composés organiques majoritaires des particules issues des quatre
fumigénes.
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ll- Etude de la toxicité des particules de fumigénes

La mutagénicité des extraits organiques (EO) préparés a partir des quatre différents fumigénes
a été évaluée par l'intermédiaire du test dAmes. Compte tenu de 'aspect des prélevements
issus des fumigénes 2 et 3 (gel solidifi€), la cytotoxicité n’a été évaluée que pour les fumigénes
1 et 4. Suite aux observations issues des tests biologiques effectués sur les particules de tir,
l'étude de la cytotoxicité a été réalisée aprés exposition des cellules A549 aux particules de
fumigéne dans du milieu de culture contenant 1% de SVF afin de limiter le phénomeéne
d’agrégation particulaire. De plus, '’évaluation de la perméabilité membranaire au rouge neutre
n’a pas été retenue pour évaluer I'effet des particules de fumigénes. Les tests de cytotoxicité
MTT, Bleu Trypan et I'évaluation de la répartition des cellules dans les différentes phases du
cycle cellulaire ont donc été réalisés dans ces conditions. Les résultats de cytotoxicité seront
mis en regard des données physico-chimiques afin de faire ressortir les paramétres importants

impliqués dans les effets biologiques.

1- Evaluation de la mutagénicité
La mutagénicité a été déterminée sur des EO préparés a partir de particules en utilisant le test
d'Ames sur diverses souches de Salmonella Typhimurium. Chaque souche est spécifique d'un

mécanisme de mutation et/ou d'une famille chimique.

a. Mutagénicité des EO de fumigene 1
Les EO de fumigéne 1 affichent un comportement mutagéne envers les souches TA98 et
YG1041.

Une mutagénicité directe dose-dépendante (Figure 49A) a été observée uniquement pour la
souche YG1041. Cette souche surexprime les enzymes nitroréductases et O-
acétyltransférases nécessaires a la biotransformation des composés nitrés en intermédiaires
mutagénes. La mutagénicité directe significative observée uniquement a la plus forte
concentration pourrait donc étre liée a la présence de composés nitrés dans les extraits
organiques des particules du fumigéne 1. Une faible toxicité (évaluée par l'observation
microscopique du tapis bactérien) a également été observée avec la souche TA102 a la plus

forte dose testée.

Aprés addition des enzymes microsomales (S9mix), les réponses mutagénes ont été
fortement augmentées, principalement pour la souche YG1041 mais aussi pour TA98 (Figure
49B). Le S9mix apporte un bagage enzymatique nécessaire a l'activation métabolique des
composés aminés en intermédiaires eux-mémes biotransformés ensuite par les O-
acetyltransférases. Cette augmentation de réponse en présence de S9mix permet donc

d’appuyer I'hypothése que des composés aminés seraient fortement impliqués. Ces produits
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tinctoriales. Il est a noter que la mutagénicité était associée a un effet bactéricide a 75 ug
équivalent particules/boite, et donc, a été sous-estimée a cette dose. Les niveaux de réponses
plus faibles observés avec la souche TA98 seraient alors attribuables a des activités
enzymatiques moindres pour cette souche (pas de surexpression contrairement a la souche
YG1041).

Il faut souligner qu’en 'absence de S9mix, la couleur rouge intense est restée sur les parois
des tubes en plastique utilisés pour mélanger les réactifs avant étalement sur les boites de
Pétri. Seuls quelques amas colorés de trés petites tailles ont été observés a la surface des
géloses. Au contraire, la coloration semblait homogéne dans le mélange dans les conditions
avec S9mix, laissant supposer une adsorption des molécules colorées sur les protéines du
S9mix, et conduisant a une coloration nette et réguliere a la surface des boites de Pétri. Ainsi,
la mutagénicité directe observée pourrait avoir été sous-estimée du fait d’'une biodisponibilité

limitée en absence de fraction protéique.
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Figure 49 : Evaluation de la mutagénicité directe (A) et indirecte (B) des extraits organiques issus des particules
de fumigene 1 vis-a-vis de cinq 5 souches de Salmonella Typhimurium (test d’Ames).
Les quantités sont exprimées en équivalent massique de particules/boite. * : Réponse mutagéne significative
(nombre de révertants induits > 2 fois le nombre de révertants spontanés).
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b. Mutagénicité des EO de particules de fumigéne 2
Une augmentation significative du nombre de révertants (facteur 2,6) n’est observée que vis-
a-vis de la souche YG1041 pour la concentration la plus élevée (75 ug équivalent particules
par bofite) en présence de S9mix (Figure 50B). Une légére toxicité est observée avec la souche

TA102, a la plus forte concentration et en présence de S9mix.
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Figure 50 : Evaluation de la mutagénicité directe (A) et indirecte (B) des extraits organiques issus des particules
de fumigene 2 vis-a-vis de cinq souches de Salmonella Typhimurium (test d’Ames).
Les quantités sont exprimées en équivalent massique de particules/boite. * : Réponse mutagene significative
(nombre de révertants induits > 2 fois le nombre de révertants spontanés).
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c. Mutagénicité des EO des particules de fumigene 3 et 4
Aucune mutagénicité directe ou indirecte n’a été observée pour les fumigénes 3 et 4 (Figure
51 et 52).
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Figure 51 : Evaluation de la mutagénicité directe (A) et indirecte (B) des extraits organiques issus des particules
de fumigene 3 vis-a-vis de cinq souches de Salmonella Typhimurium (test d’Ames).
Les quantités sont exprimées en équivalent massique de particules/boite.
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Figure 52 : Evaluation de la mutagénicité directe (A) et indirecte (B) des extraits organiques issus des particules
de fumigene 4 vis-a-vis de cinq souches de Salmonella Typhimurium (test d’Ames).
Les quantités sont exprimées en équivalent massique de particules/boite.
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2- Evaluation de l'activité mitochondriale et des mécanismes d’exclusion membranaire
L’activité mitochondriale (test MTT) est évaluée aprés 24h et 48h d'exposition a des
concentrations croissantes (0 - 0,35 mg/mL) de particules des fumigénes 1 et 4. Elle est
exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non traitées.
Concernant le fumigéne 1, nous observons une cytotoxicité significative uniquement a
la plus forte concentration testée (0,35 mg/mL), aussi bien aprés 24h d’exposition (diminution

d’un facteur 2,17) qu’apres 48h (diminution d'un facteur 3,86) (Figure 53).

A 150- B 150+
(7] w0
2 2
c =
g T T T S T
2 i 2 - T
> 10011 [T == T+ . > 100 T 5 £
8 T T & T
= =
T 50 1 J_ T 50 J_
@ @ REK
o o] _
=S xR
c 1 ) 1 ) ) 1 c 1 1 ) 1 1 r_l
000 001 005 010 025 0,35 0,00 001 005 010 025 0,35
Particules de fumigéne 1 (mg/mL) Particules de fumigéne 1 (mg/mL)

Figure 53 : Cytotoxicité (Test MTT) des particules de fumigene 1 (0 - 0,35 mg/mL) sur cellules A549.
La cytotoxicité des particules de fumigene 1 a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition. Les données
sont exprimées en pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées en moyennes + écart-
type (n=3). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

L’évaluation de l'intégrité membranaire a ensuite été effectuée grace au test au Bleu
Trypan réalisé aprés 24h et 48h d'exposition, a des concentrations de 0,10 et 0,25 mg/mL
(figure 54). Le fumigéne 1 a entrainé une diminution dose-dépendante significative de la
viabilité cellulaire (35% et 15% de viabilité résiduelle aprés respectivement 24h et 48h
d’exposition a 0,25 mg/mL de particules) (Figure 54) ainsi qu’une diminution du nombre de

cellules adhérentes (données non montrées).
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Figure 54 : Cytotoxicité (Test au Bleu Trypan) des particules de fumigene 1 (0 - 0,25 mg/mL) sur cellules A549.
La cytotoxicité des particules de fumigéne 1 a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition. Les données
sont exprimées en pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées en moyennes + écart-
type (n=3). * : exposé vs témoin p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. # : différence significative entre concentrations
p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001.
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En contraste, aucune cytotoxicité n’a été observée avec le fumigéne 4 quelle que soit
la concentration en particules, la durée d’exposition ou le test utilisé (MTT et Bleu Trypan)
(Figure 55 et 56).
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Figure 55 : Cytotoxicité (Test au MTT) des particules de fumigéne 4 (0 - 0,5 mg/mL) sur cellules A549.
La cytotoxicité des particules de fumigene 4 a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition. Les données
sont exprimées en pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées en moyennes + écart-

type (n=3).
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Figure 56 : Cytotoxicité (Test au Bleu Trypan) des particules de fumigene 4 (0 - 0,25 mg/mL) sur cellules A549.
La cytotoxicité des particules de fumigéne 4 a été évaluée aprés 24h (A) et 48h (B) d’exposition. Les données
sont exprimées en pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées en moyennes + écart-

type (n=3).

Nous observons donc de ces résultats une cytotoxicité différente en fonction du type de

fumigéne dont sont issues les particules.

3- Evaluation du cycle cellulaire
Nous avons également évalué les modifications de répartition des cellules exposées aux
particules de fumigéne 1 ou 4 dans les différentes phases du cycle par cytométrie en flux.
Aprés 24h et 48h d'exposition aux particules de fumigéne 1 (0,05 et 0,25 mg/mL), nous avons
observé une augmentation significative de la proportion des cellules en phase sub G0-G1,
correspondant a des cellules mortes (facteur 7,1 aprés 24h et 3 aprés 48h a 0,25 mg/mL). Une

diminution significative de la proportion des cellules en phase G0-G1 est également observée,
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aussi bien aprés 24h (facteur 2,2 a 0,25 mg/mL) que 48h d’exposition (facteur 1,3 et 2,6 a 0,1
mg/mL et 0,25 mg/mL respectivement). En ce qui concerne les phases S et G2-M, aucune
modification n’a été observée (Tableau 27).

Phase du cycle cellulaire (cellules en %)

Témoin— 24h 7,50+2,7 76,20+ 0,9 13,30£1,9 2,86+£0,5

0,1 mg/mL - 24h 16,33+ 3,8 70,30+2,0 11,00+ 1,2 2,23+06
0,25 mg/mL— 24h 52,90£7,5* 35,00+ 7,8 968+1,4 2,20%£0,7

Phase du cycle cellulaire (cellules en %)

Témoin—48h 20,13%3,2 72,50+1,9 574+1,4 1,47+0,1

0,1 mg/mL - 48h 35,10+9,2 55,37+7,8* 7,70+1.3 1,74+04
0,25 mg/mL—48h 60,27 £ 11,8 ** 27,63+6,0 8,14+4.2 3,54+1,7

Tableau 27 : Effet des particules du fumigéne 1 (0,10 et 0,25 mg/mL) sur les différentes phases du cycle cellulaire
des cellules A549.
Les différentes phases du cycle cellulaire des cellules A549 ont été évaluées aprées exposition aux concentrations
de 0,1 et 0,25 mg/mL pendant 24h (A) et 48h (B). Les différentes phases du cycle cellulaire sont identifiées grace
a la technique de la cytométrie en flux et les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules + écart-
type (n=3). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, exposé vs témoin.

Le fumigéne 4 n’induit pour sa part aucune modification de la distribution des cellules dans le

cycle cellulaire dans nos conditions d’études (Tableau 28).

Phase du cycle cellulaire (cellules en %)

Témoin— 24h 72,3772 15,13+0,6 2,52+0,3

9,93+7,8
0,1 mg/mL—- 24h 29,63 + 18,9 55,97 + 15,7 12,02+2,6 2,27+0,9
0,25 mg/mL - 24h 28,03+ 5,6 56,73+ 5,3 12,70+ 0,4 241+£0,2

B Phase du cycle cellulaire (cellules en %)

Témoin— 48h 17,6329 758733 4,76+ 0,9 1,66+0,3

0,1 mg/mL—48h 39,33+ 13,2 55,80+ 14,5 37713 1,09+ 0,1
0,25 mg/mL-48h 47,03+ 15,3 48,23+ 16,1 359+0,7 1,03+0,2

Tableau 28 : Effet des particules du fumigene 4 (0,10 et 0,25 mg/mL) sur les différentes phases du cycle cellulaire
des cellules A549.
Les différentes phases du cycle cellulaire des cellules A549 ont été évaluées apres exposition aux concentrations
de 0,1 et 0,25 mg/mL pendant 24h (A) et 48h (B). Les différentes phases du cycle cellulaire sont identifiées grace
a la technique de la cytométrie en flux et les données sont exprimées en pourcentage moyen de cellules * écart-
type (n=3).
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lll-  Etude de la cytotoxicité des particules de fumigéne : influence du

mode d’exposition

Dans le but de comparer deux méthodes d’exposition des cellules aux particules des

fumigénes 1 et 4, nous avons cultivé les cellules A549 sur insert afin de réaliser des

expositions en « pseudo-ALl ». Les cellules A549 ont ainsi été exposées a des concentrations

estimées de 0,10 et 0,25 mg/mL dans un milieu de culture contenant 1% de SVF.

Aprés I'exposition, la cytotoxicité a été évaluée grace au test de viabilité cellulaire au Bleu

Trypan selon le méme protocole que celui utilisé aprés exposition en mode immergé.

L’exposition en mode « pseudo-ALl » aux particules de fumigéne 1 a entrainé une diminution

significative de la viabilité cellulaire avec les deux concentrations utilisées (65% et 58% de

viabilité cellulaire obtenue avec les concentrations 0,10 et 0,25 mg/mL de particules) (Figure

57).
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Figure 57 : Cytotoxicité (Test Bleu Trypan) des particules de fumigéne 1 (0 — 0,25 mg/mL) sur des cellules A549

en mode « pseudo-ALl ».

La cytotoxicité des particules de fumigéne 1 a été évaluée aprés 30 min d’exposition a l'interface air-liquide suivie
de 24h post-exposition en mode immergé aux concentrations estimées de 0,10 et 0,25 mg/mL. Les résultats sont
exprimés en pourcentage moyen de cellules viables par rapport aux cellules non traitées + écart-type (n=3). *

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, exposé vs témoin.
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Le méme protocole a été appliqué pour les particules issues du fumigéne 4 et aucune

cytotoxicité n’a été observée quelles que soient les concentrations testées (Figure 58).
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Figure 58 : Cytotoxicité (Test Bleu Trypan) des particules de fumigene 4 (0 — 0,25 mg/mL) sur des cellules A549
en mode « pseudo-ALl ».

La cytotoxicité des particules de fumigéne 4 a été évaluée aprés 30 min d’exposition a I'interface air-liquide suivie
de 24h post-exposition en mode immergé aux concentrations estimées de 0,10 et 0,25 mg/mL. Les résultats sont
exprimés en pourcentage moyen de cellules viables par rapport aux cellules non traitées + écart-type (n=3). *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, exposé vs témoin.

Ces résultats ont été comparés aux résultats précédemment obtenus avec la méthode
d’exposition dite « en immergé » (Figures 54 et 56) et il a été observé un profil de cytotoxicité
identique, c’est-a-dire une diminution significative de la viabilité cellulaire dés la concentration
de 0,10 mg/mL pour les particules du fumigéne 1 et une absence de cytotoxicité pour les

particules de fumigéne 4.
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IV- Etude des mécanismes potentiellement impliqués dans la toxicité
particulaire.

1- Evaluation du stress oxydant

Différents marqueurs du stress oxydant ont été étudiés lors du master 2 de Claire ROZAY pour
les particules de fumigeéne 1 : les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT) et 'lhéme
oxygénase 1 (HO-1). Ces enzymes participent toutes au systéme de défense antioxydant. Ces
marqueurs ont été étudiés aprés exposition des cellules en mode immergé aux concentrations
de particules ayant conduit a une cytotoxicité (0,1 et 0,25 mg/mL). L’expression des ARNm a
été étudiée par RT-qPCR aprés 24h d’exposition et aprés un temps d’exposition plus court
(6h).

a. Expression de TARNm des superoxydes dismutases

Superoxyde dismutase mitochondriale (Mn SOD)

L’expression de 'ARN messager de la Mn SOD tend a augmenter (facteur 1,91 + 0,66)
seulement pour la concentration la plus forte (0,25 mg/mL) aprés 24h d’exposition (Figure 59).

Aucune modification n’a été observée au temps le plus court quelle que soit la concentration.
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Figure 59 : Expression de I'ARN messager de la Mn SOD apres exposition a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules de
fumigene 1 pendant 6 et 24h.
Les résultats sont exprimés en moyenne du rapport traité/témoin + écart type (n=5).
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Superoxyde dismutase cytosoliqgue (Cu/Zn SOD)

Aucune modification de I'expression de TARNm de la Cu/Zn SOD n’a été observée (Figure

60).
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Figure 60 : Expression de I'ARN messager de la Cu/Zn SOD aprés exposition a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules

de fumigene 1 pendant 6 et 24h.

Les résultats sont exprimés en moyenne du rapport traité/témoin + écart type (n=4).
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b. Expression de la protéine superoxyde dismutase mitochondriale
Ayant observé une tendance a 'augmentation de I'expression de TARNm de la Mn SOD, son
expression protéique a été étudiée par western blot aprés 24h d’exposition aux particules du
fumigene 1 (0,1 et 0,25 mg/mL) (Figure 61). L’étude de 'expression de la béta-actine et de la
glycéraldéhyde-phosphate déshydrogénase (GAPDH) a été utilisée afin de normaliser
l'expression de la protéine Mn SOD (Figure 61B et C).

0,1 0,25

oo
SO mg/mt | mg/mL

c U™~ aw

Figure 61 : Expression de la Mn SOD.
Quantification de la Mn SOD (A : 25 kDa) associée a son premier contréle, la protéine de référence GAPDH (B :
37 kDa) et a son deuxiéme contréle la béta-actine (C : 42 kDa) aprés exposition aux particules de fumigéne 1
pendant 24h a 0,1 et 0,25 mg/mL (n=1 représentatif de trois expérimentations).

Il n’a pas été mis en évidence de différence significative entre I'expression de la protéine
superoxyde dismutase mitochondriale des cellules A549 témoins et des cellules A549

exposées a 0,1 ou 0,25 mg/mL de particules de fumigénes 1 pendant 24h (Figure 62 et 63).
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Figure 62 : Expression de la protéine Mn SOD apres exposition de 24h a 0,1et 0,25 mg/mL de particules de
fumigene 1.
La GAPDH a été utilisée comme protéine de référence (n=4). Les résultats sont exprimés en moyenne du rapport
traité/témoin + écart type.
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Figure 63 : Expression de la protéine Mn SOD apres exposition de 24h a 0,1et 0,25 mg/mL de particules de
fumigene 1.
La béta-actine a été utilisée comme protéine de référence (n=2). Les résultats sont exprimés en moyenne du
rapport traité/témoin * écart type.

Ces résultats confirment 'absence de modification de l'expression de la MnSOD aprés

exposition aux particules de fumigéene 1.

c. Expression de 'ARN messager de la catalase
L’expression de TARNm de la catalase n’a pas été modifiée aprés exposition aux particules
de fumigéne a des concentrations de 0,1 et 0,25 mg/mL, que ce soit aprés 6 ou 24h

d’exposition (Figure 64).
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Figure 64 : Expression de 'ARN messager de la catalase apres exposition a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules de
fumigene 1 pendant 6h et 24h.
Résultats exprimés en moyenne du rapport traité/témoin + écart type (n=2 avec 2 protéines de référence).

d. Expression de 'ARN messager de 'heme oxygénase 1 (HO-1)
Aprés une exposition a 0,25 mg/mL de particules de fumigéne 1 pendant 6 et 24h, de fortes
augmentations de TARNm de HO-1 ont été observées, correspondant respectivement a des
facteurs 8,5 £ 4 et 10,6 £ 4 par rapport au témoin. On observe également une augmentation,
plus faible mais toujours significative, aprés 6h d’exposition a 0,1 mg/mL (facteur 3 £ 0,3) alors

que ce n’est pas clairement le cas aprés 24h d’exposition (1,5 + 0,69) (Figure 65).
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Figure 65 : Expression de '’ARNm de I'heme oxygénase 1 (HO-1) apres exposition a 0,1 et 0,25 mg/mL de
particules de fumigenes 1 pendant 6h et 24h.
Résultats exprimés en moyenne du rapport traité/témoin + écart type (n=4 avec la GAPDH et n=2 avec la béta-
actine comme protéines de référence) (* : traité/témoin > 2).
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2- Evaluation de 'inflammation

Pour évaluer l'inflammation, I'étude de I'expression des ARNm des interleukines-6 et -8 (IL-6

et IL-8) a été réalisée.

a. Interleukine-6 (IL-6)

Aprés 6h d’exposition a 0,25 mg/mL de particules de fumigénes 1, il a été observé une

augmentation des ARNm codant pour I'lL-6 a la limite de la significativité (facteur 2,1 £ 0,5).

Cette augmentation est largement amplifiee aprés 24h d’exposition (facteur 4,1 + 0,15).

Aucune différence d’expression n’a été observée apres expositions a 0,1 mg/mL de particules,

que ce soit pendant 6h ou 24h (Figure 66).
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Figure 66 : Expression de '’ARN messager de l'interleukine-6 apres exposition a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules

Résultats exprimés en moyenne du rapport traité/témoin + écart type (n=2, 1 protéine de référence), (*:

de fumigenes 1 pendant 6h et 24h.

traité/témoin >2).
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b. Interleukine-8 (IL-8)
Une augmentation significative de la quantité d’ARNm a été observée aprés 24h d’exposition
pour les deux concentrations de particules utilisées (facteurs 2,05 + 0,22 et 3,43 + 0,82

respectivement) (Figure 67).
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Figure 67 : Expression de 'ARN messager de l'interleukine-8 apres exposition a 0,1 et 0,25 mg/mL de particules
de fumigenes 1 pendant 6h et 24h.
Résultats exprimés en moyenne du rapport traité/témoin * écart type (n=4, 1 protéine de référence), (* :
traité/témoin > 2).
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V-  Discussion de I’étude Il
Cette étude représente une partie d'un programme de recherche qui vise a développer une
méthodologie pour identifier les propriétés physico-chimiques et toxicologiques des particules
de fumées pyrotechniques qui pourraient étre responsables d’effets néfastes sur la santé. Les
fumigénes ont pour but de produire un nuage particulaire en suspension dans 'atmosphére
par le fait d’'un temps de sédimentation des particules long. Les particules étudiées proviennent
de la combustion d’'un fumigéne de signalisation de couleur rouge (F1), de deux fumigénes a
but anti-intrusion (F2 et F3) et d’'un fumigéne a base d’hexachloroéthane (F4). Elles ont été
prélevées par deux impacteurs en cascade lors de deux campagnes de prélévement, en
octobre 2014 et juin 2015, au sein du centre d’expérimentation de la DGA. Lors de la deuxiéme
campagne de prélévement, afin d’améliorer I'évaluation de la granulométrie des particules de
fumigénes, deux analyseurs/compteurs de particules en temps réel ont été utilisés. Cette
approche a permis de montrer que les fumigénes émettent des particules d'un diameétre
aérodynamique inférieur a 1 ym, conformément a la taille de particules retrouvée dans d’autres
études?’. La concentration moyenne des particules émises au cours de la période de collecte
a été de 18,7 mg/m®avec un minimum de 12,7 mg/m? et un maximum de 26,1 mg/m? pour

Fensemble des quatre fumigénes.

Afin de déterminer la concentration et la distribution en taille des particules émises par les
fumigénes, deux analyseurs en temps réel ont été utilisés et placés a 2 métres de la source
d’émission dans le but d’éviter la saturation des analyses lors de la deuxiéme campagne de
prélévement. Les données en temps réel des particules de F1 ont montré que leur majorité se
situe dans la plage nanométrique (taille comprise entre 150 et 300 nm) avec une concentration
moyenne de 7,5.10° particules/cm?® (1,4.10° particules/cm® cumul de deux tirs) et que ces
nanoparticules sont principalement émises dans les 10 min aprés le déclenchement du
fumigéne. On note également en fin de tir (a partir de 10 min) une modification de la
granulométrie de I'aérosol avec 'apparition de particules de plus grosse taille (entre 1 a 2 ym),
ce qui concorde avec le début de la sédimentation de I'aérosol observée lors des tirs. Cette
sédimentation pourrait donc étre provoquée par 'agrégation de petites particules afin de
produire des particules de plus grosse taille. En ce qui concerne F4, les particules émises
possédent également une granulométrie majoritaire nanométrique, comprise entre 150 et 300
nm avec une concentration aux alentours de 5.10° particules/cm?, donc similaire a celle
observée pour le F1. La majeure partie des particules nanométriques (150 - 300 nm) est
produite dés le début du tir (0 — 5 min) avec également une émission de particules plus grosses
(1 ym) en deux vagues successives (de 0 a 5 min et de 5 min a 10 min). Quant aux fumigénes
anti-intrusifs (F2 et F3), ils produisent quasiment exclusivement des particules nanométriques

(comprises entre 100 et 200 nm) avec une densité particulaire 2 fois plus élevée pour F2 que
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pour les autres fumigénes (500 000 particules de 125 nm/cm?® pour F2 contre 150 000 a 200
000 particules de 200 nm/cm? pour F1, F3, F4). Pour F3, il semble y avoir plusieurs vagues
d’émissions de particules tout au long du tir. Cette densité, cette granulométrie ainsi que cette
production constante et longue (environ 20 min contre 10 min pour F1 et F4) de particules
explique l'utilisation de ces fumigénes comme anti-intrusifs. lls vont permettre d’obscurcir le
champ de vision le plus longtemps possible dans un endroit clos grace a un temps de

suspension prolongé des nanoparticules produites dans I'atmosphére.

L’analyse élémentaire indique que les particules de F1, F2 et F3 sont majoritairement
organiques (F1 et F3 : 70% de carbone ; F2: 21% de carbone) contrairement a F4 qui ne
contient que 2% de carbone, ce qui laisse penser que les particules de F4 seraient composées
majoritairement de molécules inorganiques, voire d’éléments métalliques. L’analyse des
éléments métalliques a révélé la présence de plusieurs éléments communs aux quatre
fumigénes comme par exemple le potassium, le soufre ou bien encore I'aluminium. L’analyse
des composés organiques indique que les particules des quatre fumigénes sont trés
différentes. En effet, pour le F1, nous avons pu observer majoritairement des composés
appartenant a la famille des naphtalénes, pour le F2 appartenant principalement a la famille
du phénanthrene et de I'anthracéne, pour le F3 majoritairement des molécules polycycliques
avec fonctions oxygénées périphériques appartenant a la famille des triterpénoides et pour le

F4 des dérivés de I'hexachlorobenzéne.

Les particules F2 et F3 ayant un aspect de gel, de pate durcie aprés leur récupération sur les
impacteurs en cascade, il nous a donc été impossible de les exposer aux cellules A549. Dans
ces conditions, nous nous sommes donc focalisés sur les particules F1 et F4 pour les différents

tests toxicologiques nécessitant de la matiere particulaire.

Dans la littérature, aucun rapport n'a été trouvé concernant des études de toxicité de fumées
colorées ayant exactement la méme composition que celle utilisée dans notre étude. Il existe
un rapport écrit par Owens et Ward?'" sur la toxicité de grenades de fumigéne rouge M18
utilisées par I'armée américaine qui avaient comme colorant le 1-méthylamino-anthraquinone.
Plusieurs espéces animales ont été exposées a de fortes concentrations de particules (de 1,5
a 18 g/m?®) émises par ces grenades fumigénes. Des signes d'irritation des voies respiratoires
supérieures et une salivation immédiate ont été observées, avec une concentration létale 50
variant entre 0,4 et 0,6 g/m?®par min. Cette étude est 'une des seules études référencées dans
la littérature a s’étre attachée a caractériser les produits émis aprés combustion d’'un fumigéne.
Hemmila et son équipe?®’ ont exposé des cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B a
différents fumigénes colorés dont un de couleur rouge. Aprés 5 min d’exposition en ALl a la

fumée issue de la combustion d’une pastille de 0,25 g a 1 g du fumigéne rouge, il a également
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été observé une forte cytotoxicité (61% de mortalité cellulaire avec la pastille de 0,25 g). Les
fumigenes de différentes couleurs testés n’ont pas tous induits le méme effet cytotoxique (par
ordre de réponse toxique croissante : jaune, violet, rouge et orange), ce qui pourrait indiquer
qu’une partie de la toxicité observée serait attribuable aux composés responsables de la
coloration. Dans notre étude, c’est un dérivé de I'antraquinone (1,2,4-trimethyl anthraquinone),
retrouvé a hauteur d’environ 3%, qui donne majoritairement la couleur rouge au fumigéne de
signalisation F1 et qui pourrait donc jouer un réle important dans la cytotoxicité observée. Au
vu des résultats de I'étude d’Hemmila et Hihkic?%', il est également possible que le CO présent
dans les produits de combustion (non mesuré dans cette étude) joue un réle important dans

l'induction de cette toxicité.

Les particules F1 sont majoritairement composées de dérivés du naphtaléne (78 % de la
composition organique), comme le 2-naphtalenol-1-[(4-methoxyphenyl)azo-), composé ayant
une structure moléculaire semblable aux colorants rouge soudan et rouge citrus, ou encore
comme le 1-isocyanato-naphtaléne. Ayant trés peu d’informations sur ces composés, nous
nous intéresserons a la famille des naphtalénes. Le naphtaléne est considéré comme
cancérogéne possible pour ’homme, classé par le CIRC dans le groupe 2B, au vu des preuves
suffisantes d’études menées chez I'animal. Il induit des adénomes dans la cavité nasale de
rats males et des neuroblastomes olfactifs aprés des expositions chroniques a des
concentrations d'inhalation de 10 a 60 ppm?*'. Chez le rat, aucune lésion n'a été observée
dans I'épithélium pulmonaire pour une exposition aigue par inhalation de vapeur de naphtaléne
a des concentrations allant jusqu'a 100 ppm pendant 4h. En revanche, I'administration de
naphtaléne chez la souris par voie intrapéritonéale (200 mg/kg) a provoqué une cytotoxicité
des cellules de Clara, limitée aux voies aériennes distales et s’étendant aux bronches lobaires
pour des doses plus élevées?®?. Dans notre étude aprés exposition aux cellules A549 des
particules de F1 composés majoritairement de dérivés de naphtaléne, une cytotoxicité a été
établie suite aux différents tests biologiques effectués (MTT et Bleu Trypan), démontrant une
altération de l'activité métabolique mitochondriale des cellules nécessaire a la prolifération
cellulaire ainsi que des mécanismes d’exclusion membranaire, reflet de [lintégrité
membranaire de la cellule. Cette cytotoxicité a été confirmée grace a l'évaluation de la
répartition des cellules dans différentes phases du cycle cellulaire, par une augmentation de
la proportion des cellules mortes (phase sub G0-G1) au détriment des cellules se situant en
phase G0-G1. L’'administration intrapéritonéale de naphtaléne induit également un fort stress
oxydant au niveau des voies aériennes distales (essentiellement bronchioles) par la diminution
du glutathion réduit GSH?%3. Sachant cela, nous nous sommes intéressés aux enzymes anti-
oxydantes, SOD, catalase et HO-1 ainsi qu’aux cytokines pro-inflammatoires que sont I'lL-6 et

I'IL-8 aprés I'exposition aux particules F1 ayant induit une cytotoxicité. Aprés analyse, aucune
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différence significative de la quantité d’ARNm des superoxydes dismutases cytosoliques
(CuZn SOD) et mitochondriales (Mn SOD) et de la catalase n’a été observée. Ces résultats
sont confirmés par 'absence de modification d’expression de la protéine Mn SOD. Néanmoins,
l'étude de la réponse anti-oxydante est complexe et nécessite la plupart du temps une étude
cinétique, ce qui est difficilement réalisable avec les particules de fumigéne puisque nous ne
disposons que de quantités limitées. De plus, les effets sur la transcription et la traduction des
enzymes ne sont pas toujours homogeénes et facilement interprétables. En effet, de
nombreuses études, dont celle de Chirino et son équipe?®*, montrent une trés faible diminution
de la quantité de protéines enzymatiques (CuZn SOD, Mn SOD et catalase) comparée a la
forte diminution de leurs activités enzymatiques aprés 24h d’exposition de cellules A549 a des
particules (PM10) a des concentrations n’induisant aucune cytotoxicité. Cette différence entre
activité spécifique et expression protéique pourrait s’expliquer par le fait que le peroxyde
d’hydrogéne, une fois formé, inhiberait certaines enzymes anti-oxydantes comme les
superoxydes dismutases?®® mais aussi par le fait que certains métaux ou HAPs, souvent
adsorbés sur les particules atmosphériques, peuvent interagir directement avec les enzymes
anti-oxydantes?%¢25’. N'ayant pu mesurer I'activité spécifique de ces enzymes anti-oxydantes
par manque de matiére particulaire, il serait donc intéressant d’effectuer ces mesures dans la
poursuite de cette étude afin de confirmer ou affirmer cette hypothése et de lever le voile sur
le potentiel réle que pourraient jouer les différents métaux et HAPs retrouvés dans la

composition des particules F1.

L’héme oxygénase, notamment 'isoforme 1 (HO-1), est un puissant anti-oxydant connu pour
étre inductible lors d’un stress oxydant?®®. Aprés une exposition aux particules F1, il a été
observé une augmentation importante de [I'expression de I'ARNm HO-1, expression
concordant avec la littérature ou il a été montré que 'expression de HO-1, aprés exposition de
cellules BEAS-2B a des particules ultrafines, était corrélée avec la formation d’espéces
réactives de 'oxygéne'®. D’autres équipes ont étudié I'expression de HO-1 aprés exposition
a des PM2s. Aprés 30 min, 1h et 2h d’exposition a 16 ug/cm? (0,053 mg/mL) de PMas, une
forte augmentation de I'expression de HO-1 par les cellules A549 est observée, due a une
activation du facteur de transcription Nrf-22%°. Il a également été montré que I'exposition de
macrophages murins RAW 264.7 a 50 yg/mL de particules issues de moteur Diesel pendant
6h induisait une augmentation de I'expression de TARNm de HO-1 sans modification de
I'expression de TARNm de la Mn-SOD et de la catalase?®. Cette étude a également mis en
évidence que 'augmentation de I'expression de Nrf-2 était due a des composés aromatiques
comme le phénanthréne et le naphtaléne présents dans nos particules de fumigenes ainsiqu’a
la fraction polaire contenant des quinones. Il serait donc également intéressant d’évaluer

lexpression de Nrf-2 aprés exposition aux particules de fumigéne afin d’en déduire si la
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modification de l'expression de Nrf-2 peut étre corrélée a la présence de composés

aromatiques.

Aprés les dérivés du naphtaléne, ce sont les dérivés du benzenamine que l'on retrouve a
hauteur d’environ 11% tels que le 2-methoxy-benzenamine (O-anisidine) ou encore le 2-
methyl-4-[(2-methylphenyl)azo]-benzenamine (0-aminoazotoluéne). Les benzenamines sont
souvent utilisées comme combustibles, produisent des fumées toxiques et irritantes lors
d’incendie. L’exposition se fait essentiellement par la peau, les yeux et les muqueuses et par
inhalation entrainant des irritations de la peau, des yeux et des voies respiratoires ainsi que
des céphalées. Leur inhalation induit la formation de méthémoglobine et de sulfhémoglobine
%1 Dans les différentes études, il n’a toutefois pas été observé d’augmentation de la mortalité
des animaux exposés a ces benzenamines qui sont tout de méme considérées comme

canceérigénes possibles (classés 2B par le CIRC).

Nos résultats montrent que les extraits organiques issus des particules F1 sont mutagénes
vis-a-vis de la souche TA98 seulement aprés activation métabolique exogéne et vis-a-vis de
la souche YG1041 avec et sans activation métabolique. Compte tenu des caractéristiques de
ces deux souches de Salmonella typhimurium, cette activité mutagéne peut étre attribuée
essentiellement a des composés aminés (mutagénicité indirecte) et dans une moindre mesure,
a des composeés nitrés (mutagénicité directe). Les analyses chimiques ont montré la présence
de diverses molécules organiques aminées, certaines d'entre elles étant connues comme
génotoxiques et/ou cancérogénes classées par le CIRC, comme par exemple des dérivés de
la famille des benzenamines, que sont I'O-toluidine (groupe 1), I'O-anisidine (2-
methoxybenzenamine) (groupe 2B) ; ou bien encore des dérivés de la famille des naphtalénes
(groupe 2B)?2. Le composé organique principal identifié est le 1[(4-methoxyphenyl)azo-]-2-
naphtalénol ou un composé dérivé avec une structure moléculaire semblable au rouge soudan
ou rouge citrus, le 2(1-(2,5-diméthoxy-phénylazo) naphtaléne-2-ol. Ces composés azoiques
peuvent étre métabolisés et clivés par les bactéries en composés nitrés ou aminés. Les
particules seraient également capables d’inhiber les processus de réparation de I'ADN
favorisant la mutagenése?®. Nous avons également trouvé d'autres constituants comme des
métaux ainsi que des quinones qui sont capables d’induire la production d’EROs par le cycle
d'oxydo-réduction cellulaire, pouvant provoquer l'apparition d’'un stress oxydant dans les
poumons des animaux?®®* ainsi que le déclenchement d’'une réponse inflammatoire a travers
la sécrétion de plusieurs cytokines/chimiokines dans les cellules épithéliales bronchiques
humaines BEAS-2B?%. En effet, selon les travaux de Shang et son équipe, les dérivés de
quinones (présents sur les PM) notamment le 1,4-naphthroquinone et le 9,10-anthraquinone,
induiraient sur des cellules épithéliales bronchiques A549, des dommages de 'ADN et

participeraient donc a la sécrétion des chemokines/cytokines pro-inflammatoires?®. Cette
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supposition s’est vérifiee dans notre étude puisqu’aprés 24h d’exposition aux particules F1, il
a eté observé une augmentation de I'expression de TARNm de I'lL-6 et de 'IL-8. L’équipe de
Vattanasit®®®, a également observé une augmentation dose dépendante de I'expression de
IL-6 et I'lL-8 par des cellules A549 exposées pendant 24h a des particules d’origine urbaine,
pour des doses plus faibles que celles utilisées dans notre étude (0,025 mg/mL a 0,1 mg/mL).
Une augmentation de I'expression de I'lL-8 a également été observée aprés 24h d’exposition
a une gamme de PMys allant de 0,2 mg/mL a 1mg/mL?", ainsi qu'une augmentation de
l'expression de I'lL-6, I'lL-8 et du TNF-a par des cellules A549 aprés exposition a 0,25
mg/mL2%7. Suite a une atteinte tissulaire, une réponse inflammatoire peut se mettre en place
impliquant notamment la production et le recrutement de cytokines pro-inflammatoires. La
production de ces cytokines est induite par des facteurs de transcription comme NF-kB et AP-
1 qui sont eux méme stimulés en présence d’EROs'?*2%8, | ’induction du TNF-q, de I'lL-8 et de
MCP-1 participe a linfiltration du tissu pulmonaire par des cellules mononuclées pouvant
entrainer a terme une fibrose, comme observé lors de I'exposition in vivo aux fumigénes a
base d’HC/Zn'®. Les cellules A549 cultivées dans nos conditions expérimentales expriment
peu de TNF-a. Par conséquent, nous n'avons pu détecter I'expression de TARNm de ce
dernier. Nous avons observé que les particules F1 peuvent induire ou tout du moins initialiser

une réponse inflammatoire au niveau de I'épithélium alvéolaire.

En ce qui concerne la composition organique du F4 a base d’hexachloroéthane, aucune
molécule d’hexachloroéthane n’a été retrouvée au sein des particules prélevées apres le tir du
fumigene. En effet, les particules F4 ne comportent qu’'une faible portion organique (2%),
composée a hauteur de 70% d’hexachlorobenzéne issu directement de la combustion de
'hexachloroéthane. Malgré le manque de données chez 'homme, I'hexachlorobenzéne est
considéré comme un composé cancérogene possible, classé dans la catégorie 2B par le
CIRC, du fait des différents tests effectués sur I'animal, principalement sur le rat, la souris et
le cochon d’'Inde?°. Ces données sont également confirmées par les résultats de Marrs et son
équipe qui ont observé une augmentation significative de la fréquence et de la prévalence des
carcinomes alvéolo-bronchiques accompagnée d’une variété de signaux infammatoires au
niveau pulmonaire chez les souris aprés exposition aux fumées issues de la combustion de
fumigéne a base d’hexachloroéthane, d'oxyde de titane et de zinc?4?°. Ce composé a
longtemps été utilisé comme fongicide dans le domaine agricole avant d’étre interdit du fait de
ses effets cancérigénes. Il a également la capacité de s’accumuler dans les tissus riches en
lipides, tels que le tissu adipeux, le cortex surrénalien, la moelle osseuse et de cibler la
biosynthése de I'héme induisant de nombreux cas de porphyrie?®. Malgré ses effets
cancérigénes chez I'animal, aucun effet cytotoxique et mutagéne de I'hexachlorobenzéne n’a

été clairement démontré dans la littérature chez 'homme?'272, Cette absence d’effet
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mutagéne est en accord avec les résultats obtenus dans notre étude. En effet, nous n’avons
observé aucun effet mutagene. En se référant a I'ensemble des connaissances sur
'hexachloroéthane ainsi que son produit de combustion majoritaire I'hexachlorobenzéne,
aucun effet mutagéne n’a été relevé dans la littérature en utilisant le test d’Ames.
L’hexachlorobenzéne est connu comme ayant une faible capacité a induire directement une
mutation génique, des lésions chromosomiques ainsi que la réparation de 'ADN?°. Dans la
littérature, il a été supposé que les particules de fumée de dioxyde de titane/hexachloroéthane
puissent contenir un agent mutageéne en trés petite quantité, insuffisante pour induire des effets
significatifs avec le test d’Ames. L’hexachloroéthane est tout de méme considéré comme
cancérogéne possible, classé 2B, induisant une augmentation de la fréquence d’apparition de
carcinomes alvéolaires chez la souris, qui seraient essentiellement d’origine épigénétique et

non mutagéne?’°,

Au niveau de la composition des particules F4, nous retrouvons en seconde position des
composés organiques et en proportion quasi-identique, I'octachloroacénaphtylene (11%) et
l'octachloronaphtaléne (10%). Ces composés naphtaléno-chlorés sont essentiellement utilisés
comme matériaux étanches isolant les cables électriques en les protégeant de 'humidité ou
encore comme séparateur dans les batteries. Dans les grenades fumigénes, ces chloro-
naphtalenes vont permettre la séparation des différents composés présents avant leur
combustion. Seuls quelques cas d’expositions a ces composés ont été référencés dans les
années 1930 chez les travailleurs en charge de la manutention de cables électriques. Des
réactions cutanées sévéres appelées chloracnés ont été rapportées aprés des expositions
professionnelles chroniques par inhalation. Lors d’expositions aiglies a ces vapeurs, une

insuffisance hépatique aiglie peut venir s’ajouter dans les plus graves cas?”.

En plus petite quantité, on retrouve également des résidus de différents phtalates,
couramment utilisés comme plastifiants (en particulier du PVC) pour les rendre souples. Les
phtalates retrouvés dans les particules proviendraient donc de 'emballage du fumigéne, de la
grenade elle-méme et seraient libérés lors de la combustion. L’inhalation ou I'ingestion des
phtalates en concentration relativement élevée est considéré comme toxique, pouvant
provoquer chez le rat et la souris une baisse de la fertilité, des malformations chez le feetus,
des effets perturbateurs endocriniens et cancérogénes, principalement au niveau du foie?’4.
Contrairement aux particules de F1, aucune cytotoxicité n’a été observée aprés exposition aux

particules de F4 a base d’hexachloroéthane.

Aprés avoir évalué les mécanismes potentiellement impliqués dans la toxicité particulaire par
la méthode d’exposition en immergée, nous nous sommes intéressés a la méthode

d’exposition a linterface ALI afin de mimer les conditions expérimentales les plus proches
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possible d’'une exposition par inhalation. Les cellules A549 ont donc été exposées par la
méthode d’exposition « pseudo-ALlI» dans les mémes conditions de temps et de

concentrations que les particules de tir précédemment décrites.

Aprés exposition, nous avons donc observé une diminution significative de la viabilité cellulaire
pour les particules F1, contrairement aux particules F4. Le profil cytotoxique résultant de
lexposition en mode « pseudo-ALl » a ces particules est extrémement proche des profils
obtenus en mode immergé, c’est-a-dire une diminution significative de la viabilité cellulaire aux
mémes concentrations (0,1 et 0,25 mg/mL) pour les particules F1 et une absence de

modification de cette viabilité cellulaire pour les particules F4.

Dans la littérature, il n’existe aucune étude référencée de ce genre, ou des particules issues
de fumigene ont été remises en suspension dans I'air grace a un dispositif de nébulisation afin
d’exposer des cellules pulmonaires a l'interface ALI. Cependant, il existe quelques études
utilisant des particules métalliques a base de cuivre par exemple, qui induisent une cytotoxicité
sur cellules A549 et SAEC (culture primaire de cellules épithéliales alvéolaires humaines) a
des concentrations nébulisées de I'ordre de 0,010 a 0,050 mg/cm? comparables a celles que
nous avons utilisé (pour rappel : 0,10 mg/mL correspond a 0,030 mg/cm? et 0,25 mg/mL a
0,075 mg/cm?)?’5. Panas et son équipe ont également testé les effets des deux méthodes
d’expositions, sur les cellules A549 avec deux types nanoparticules de silice amorphe a des
concentrations situées entre 0,015 et 0,100 mg/cm? 2%, Ces deux types de nanoparticules ont
induit une cytotoxicité significative dans les conditions immergées et ALI. Toutefois,
I'exposition immergée occasionnerait des effets plus marqués a des doses plus faibles. Ces
résultats démontrent la faisabilité et la sensibilité du systéme d'exposition pour tester les effets
cytotoxiques des composeés particulaires issus de I'environnement directement sur des cellules

respiratoires humaines.
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Conclusion et perspectives
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Cette étude exploratoire avait pour objectif d’apporter des connaissances sur la
composition ainsi que sur la toxicité pulmonaire in vitro de particules émises lors d’activités
pyrotechniques, et plus précisément des particules issues d’armes de petit calibre et de

fumigénes.

Afin d’atteindre ces objectifs, des moyens de prélévements in situ (impacteurs en cascade)
ont été mis en ceuvre, grace a la collaboration avec le CCM de Dunkerque, lors de séances
d’entrainement de tirs et lors de tirs d’essai de quatre fumigénes différents. Par la suite, les
caractéristiques physico-chimiques des différents types de particules prélevées ont été
déterminées, notamment la granulométrie et la composition en éléments organiques et
inorganiques. Nous avons ainsi pu observer que les particules de tir présentaient une
granulométrie assez grossiére, ayant majoritairement un diamétre aérodynamique compris
entre 3 et 7,5 uym, contrairement aux particules de fumigénes, qui elles présentaient
majoritairement une granulométrie inférieure a 1 um. Grace a la pesée des échantillions
prélevés par les impacteurs en cascade ainsi qu’a la mesure des temps de prélévement, les
concentrations atmosphériques particulaires moyennes ont également pu étre déterminées,
permettant de mettre en évidence que les fumigénes généraient de tres grandes quantités de
particules, quantités grandement supérieures a celles générées par une séance de tirs de petit
calibre, avec une teneur atmosphérique moyenne de 18,7 mg/m? pour les quatre fumigénes

contre 0,284 mg/m? pour les séance de tirs d’armes de poing.

La composition chimique des différentes particules présente de trés grandes disparités, que
ce soit entre les particules de tir et de fumigénes qu’entre les différents fumigenes. En effet,
les particules de tir présentent une composition principalement métallique, avec le plomb
comme élément majoritaire tandis que les particules de fumigénes sont, de maniére générale,
majoritairement composées de molécules organiques. Il existe également de grandes
disparités en termes de composés organiques entre les quatre fumigénes analysés, avec des
familles de composés majoritaires totalement différents, comme par exemple les naphtalénes
pour le F1, les phénanthrénes et anthracénes pour le F2, des composés polycycliques pour le

F3 et enfin 'hexachlorobenzéne pour le F4.

Dans un second temps, I'analyse toxicologique des particules a été initiée sur un modéle de
cellules épithéliales alvéolaires humaines (A549). L’évaluation de la cytotoxicité globale grace
a la méthode MTT (activité mitochondriale) et Bleu Trypan (mécanismes d’exclusion
membranaire) ainsi que I'évaluation des modifications du cycle cellulaire par cytométrie en flux
ont été effectuées sur les deux familles de particules. Il a ainsi été observé que les particules
de tir et du F1 provoquent une altération de la division cellulaire ainsi que des perturbations

de la perméabilit¢ membranaire et de I'activité mitochondriale. La mutagénicité des extraits
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organiques préparés a partir des particules des quatre fumigénes a également été évaluée

par le test d’Ames et il a été observé des effets mutagénes marqués avec le F1.

Par la suite, une évaluation des mécanismes d'action sous-jacents de cette toxicité,
notamment la formation des Iésions oxydatives et la production des cytokines inflammatoires
a été réalisée pour les particules du F1. Nous avons ainsi pu montrer l'induction d’un stress
oxydant (augmentation importante de I'expression de TARNm de HO-1) et l'initiation d’'une
réponse inflammatoire caractérisée par la sécrétion de cytokines (augmentation de
lexpression de TARNm d’IL-6 et IL-8). Ces mécanismes pourraient étre causés par une
production excessive d'EROs en réponse aux réactions d’oxydo-réduction catalysées par des
métaux de transition et/ou par des composés organiques adsorbés aux particules. Afin d'établir
la relation entre le stress oxydant et la réponse inflammatoire, une étude approfondie de
l'activation du facteur de transcription NF-k3, connu pour son implication dans la régulation de

ces deux mécanismes, pourrait étre réalisée.

Afin de compléter cette investigation in vitro, nous nous sommes intéressés a la méthode
d’exposition a linterface ALI, permettant de se rapprocher des conditions réelle d’'une
exposition par inhalation. Les cellules A549 ont donc été exposées par la méthode d’exposition
« pseudo-ALl » aux particules de tir et aux fumigénes 1 et 4 et la cytotoxicité a ensuite été
évaluée par la méthode du Bleu Trypan. Les résultats obtenus sontidentiques a ceux observés

aprés exposition en immergé.

La culture biphasique des cellules des voies respiratoires en ALl en combinaison avec
l'exposition en immergée permet donc l'analyse des effets cellulaires de particules dans des
conditions proches de la physiologie respiratoire. Malgré tout, ce modéle d’exposition in vitro
n’utilisant qu’un seul type cellulaire peut étre limité par le fait qu’il ne prend pas toujours en
compte les parameétres biologiques et physiologiques telle que par exemple la coopération
entre les cellules épithéliales et des cellules immunitaires (cellules dendritiques, les
macrophages), interaction essentielle dans le développement de la pathogenése cytotoxique
et inflammatoire. Ces paramétres pourraient étre pris en compte avec I'utilisation d’'un modéle
cellulaire de co-culture, de cellules épithéliales alvéolaires et de cellules macrophagiques,
permettant d’approcher au plus prés la physiologie respiratoire humaine. Le prototype que
nous avons utilisé n'ayant qu’un seul emplacement pour un insert au centre de la chambre
d’exposition, les pertes particulaires sur les parois ainsi qu’autour de l'insert sur le socle sont
importantes. Il serait donc intéressant d’utiliser un appareil VITROCELL® possédant 6 ou 12
puits, permettant une meilleure efficacité et productivité d’exposition. La présence d’'une micro-
balance intégrée a cet appareil permettrait €galement une mesure beaucoup plus précise de

la quantité de particules se trouvant en contact avec les cellules dans chaque insert. Ce
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systéme permettrait donc l'analyse de mélanges complexes générés synthétiquement ou

encore de polluants atmosphériques prélevés dans des conditions intérieures et extérieures.

Cette évaluation des effets toxiques des particules issues de fumigénes, a permis
d’'appréhender d’une part, les différents moyens a mettre en place afin d’effectuer des
prélévements particulaires lors de tirs de fumigénes en milieu semi-ouvert permettant par la
suite une caractérisation physico-chimique détaillée. D’autre part, nous avons mis au point et
déterminé les différents tests permettant de statuer sur la toxicité des particules émises par
des fumigénes, celles-ci pouvant étre potentiellement inhalées lors de leur utilisation par le

personnel militaire et civil.

Les résultats obtenus confirment les données de la littérature qui suggéerent que les effets
sanitaires néfastes causés par les particules atmosphériques ainsi que celles issues de monde
de la pyrotechnie sont partiellement déterminés par leur granulométrie, par leur composition

chimique organique ainsi que par leurs propriétés oxydantes et inflammatoires intrinséques.

Ce ftravail s’inscrit par ailleurs dans un contexte plus large de pollution particulaire
atmosphérique croissante au niveau mondial. Il en ressort la nécessité de pouvoir évaluer au
moyen de systémes expérimentaux adaptés et pertinents, limpact sanitaire sur les populations
et les écosystémes. Ces données doivent contribuer a terme a 'élaboration ou a la révision

de la réeglementation.
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ANNEXES

MAlasse collectée (mg)

Volume total
prelevé par

Concentration

t(f::ll:sle les deux de l’aél_'osol
Ensemble Total prélévement ensembles 1:'»1'élere sur
de Etage 2 | Etage 3 | Etage 4 | Etage 5 | Etage 6 | collecté sur (heure) ) \ﬂl’ UDPﬂIC‘e“l'
prélevement plaques prélévement (ng/m3)
(m3)
n°l (2014) 37.7 30,8 5.0 23 0.0 75.8
232 371.2 5074
ne2(2014) 105.0 6.8 0.6 0.5 0,0 1129
n°1 (2015) 165.8 61.5 11.4 4.0 1.0 243.6
13.22 21154 2446
ne2(2015) 206.1 62.6 3.0 1.0 1.0 2739

Annexe 1 : Ensemble des données granulométrique par mesure pondérale des prélevements de particules de tir.
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Annexe 2 : Ensemble des données granulométrique par mesure pondeérale des prélévements de particules des

quatre fumigenes.
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Annexe 3 : Evolution dans le temps du nombre de particules du fumigéne 1 par classe granulométrique par
l'analyseur (A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(Deux tirs successifs).
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Annexe 4 : Quantité cumulée d'aérosol issu du fumigene 1 par classe granulométrique mesurée par l'analyseur
(A) SMPS (de 10 & 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(Cumul des deux essais).
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Annexe 5 : Evolution dans le temps du nombre de particules du fumigéne 2 par classe granulométrique par
I'analyseur (A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).

(1 seul tir).
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Annexe 6 : Quantité cumulée d'aérosol issu du fumigéene 2 par classe granulométrique mesurée par I'analyseur
(A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(1 seul tir).
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Annexe 7 : Evolution dans le temps du nombre de particules du fumigéne 3 par classe granulométrique par
l'analyseur (A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(Deux tirs successifs).
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Annexe 8 : Quantité cumulée d'aérosol issu du fumigene 3 par classe granulométrique mesurée par I'analyseur
(A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(Cumul des deux essais).
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Annexe 9 : Evolution dans le temps du nombre de particules du fumigéne 4 par classe granulométrique par

l'analyseur (A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(1 seul tir).
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Annexe 10 : Quantité cumulée d'aérosol issu du fumigéne 4 par classe granulométrique mesurée par I'analyseur
(A) SMPS (de 10 a 400 nm) et (B) OPS (de 300 nm a 10 um).
(1 seul tir).
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Amt (%

RT (min) Peak Name d’aire) ! Area CAS
4.723 Benzenamine. 3-methyl- 0.905 1.07E+07 108-44-1
4.832 o-Toluidine 0,145 1, 71E+06 95-53-4
5.443 Benzenamine, 2-methoxy- ou ~4-methoxy 10,53 1.25E+08 90-04-0
8412 2-Methoxyformanilide 0.329 3.89E+06 5470-34-8
9.002 2-Naphthalenol 0.477 5.64E+06 135-19-3

Naphthalene. 1-isocyanato- OU Benz[cd]indol-
9.450 2(1H)-one 3.771 4 46E+07 86-84-0
10.973 2-Hydroxycarbazole 0,489 5,79E+006 86-79-3
13.793 Diazene, bis(2-methylphenyl)- 0,424 5.,01E+06 584-90-7
15.970 Dibutyl phthalate 0,225 2,66E+06 84-74-2
Benzo[b]naphtho[2,3-d]furan ou
19.607 benzoxanthene 0.826 9,77E+06 200-23-7
19.842 Anthraquinone, 1,2.4-trimethyl- 3.412 4,03E+07 20153-30-4
21.048 1 1H-Benzo[a]fluoren-11-one. 10-methyl- 0.138 1,64E+06 54811-45-9
Benzenamine, 2-methyl-4-[(2-
21.948 methylphenyl)azo]- 1,599 1.89E+07 97-56-3
1,4-Naphthalenedione, 3-acetyl-2,5,7-
24.941 trihydroxy 0,184 2.17E+06 54725-01-8
30.909 Naphthalene-1,2(1H.2H)-dione, 1-(3-metho 73.01 8.63E+08 100903-60-4

Annexe 11 : Composition en matiere organique (GC/MS) des particules issues du fumigene 1.
(Campagne de prélévement 1). (1) Amount (% d’aire) : abondance (en pourcentage d’aire de pic) du composé
présent sur le chromatogramme par rapport aux autres composés détectés durant I'analyse.
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%d’aire aire CAS
33.616 | 1,1-Biphenyl, 3-(1-methylethyl}- 0,243 5,02E+06 20282-30-8
34.102 | 4a-Methyl-1-methylene-1,2 3,4 4a,8.10,10 0,127 2 B3E+0B 53084-88-7
34 341 | Phenanthrene ou anthracene 0,399 8 25E+06 246-02-6
34 564 | 1,1-Biphenyl, 3 4-diethyl- 0,17 3 51E+06 61141-66-0
34.667 | Naphthalene, 6-methoxy-2-(1-buten-3-yl)- 0,437 9,02E+06 101327-54-2
34.834 | Phenanthrene, 9, 10-dihydro-1-methyl- 0,217 4 49E+06 95676-48-5
35.046 | 1,1-Biphenyl, 4-(1-methylethyl}- 0,736 1,52E+07 7116-95-2
35.248 | 9H-Fluorene, 2 3-dimethyl- 0,295 6 09E+06 4612-63-9
36.337 | 4-Phenanthrenol, 1,2 3 4-tetrahydro-4-me 0,896 1,85E+07 77536-58-4
36482 | 4b B-Dimethyl-2-1sopropylphenanthrene, 4 0,793 1,64E+07 None
36.794 | Phenanthrene, 4-methyl- 0,7 1,45E+07 832-64-4
37.261 | Phenanthrene, 2-methyl- 2,165 4 ATE+OT7 2531-84-2
37.373 | 1,1-Biphenyl, 3 4-diethyl- 0,513 1,06 E+07 61141-66-0
37.976 | Ethanone, 1-[4-(2-phenylethenyllphenyl]- 0,839 1,713E+07 06/03/3112
38.142 | Benzene, 1,3 5-triethenyl-2 4 6-triethy! 0,771 1 59E+07 84679-58-3
38.285 | 4b B-Dimethyl-2-1sopropylphenanthrene, 4 1,144 2 36E+07 None
38.355 | Octahydromethylethylphenanthrene 0,888 1,83E+07 None
38.760 | Benzene, 1,3,5-triethenyl-2 4 6-triethyl 0,669 1,38E+07 84679-58-3
39.004 | Octahydrodiméthylphenanthrene 7,498 1,55E+08
38.558 | 9,10-Dimethylanthracene 1,299 2 GBE+OT7 781-43-1
39.965 | Anthracene, 9-(1-methylethyl)- 1,872 3.87TE+O7 1498-80-2
40.319 | 9H-Fluorene, 9-butyl-9-methyl- 1,156 2 39E+07 42348-92-5
40.466 | 10,18-Bisnorabieta-5,7,9(10).11,13-pentaene 10,12 2,09E+08 6566-19-4
40.707 | No Match 1,253 2 59E+07 None
41.031 | 10,18-Bisnorabieta-5,7,9(10),11,13-pentaene 0,961 1,90E+07 6566-19-4
41.097 | 10,18-Bisnorabieta-5,7,9(10),11,13-pentaene 0,079 1,64E+06 6566-19-4
41.114 | 10,18-Bisnorabieta-5,7,9(10),11,13-pentaene 0,185 3. 81E+06 B8566-19-4
41.468 | Phenanthrene, 2 3 5-trimethyl- 1,049 2 17E+O7 3674-73-5
41.632 | 1-[4-(2-p-Tolylvinyl)phenyllethanone ? 2 669 551E+07 None
41.682 | 1-[4-(2-p-Tolylvinyl)phenyllethanone ? 2,607 5,39E+07 None
41.805 | Anthracene, 9-butyl-1,2 3 4-tetrahydro- 0,727 1 50E+07 None
41.867 | 1-[4-(2-p-Tolylvinyl)phenyllethanone 7 1,319 2, 712E+07 None
42.068 | Phenanthrene, 1-methyl-7-{1-methylethyl) 0711 1 ATE+OT 483-65-8
42186 | Benzylnaphtaléne ou naphtalene-2-phénylméthyl 0,538 1, 11E+07 138089-70-0
42.561 | Phenanthrene, 1-methyl-7-(1-methylethyl) 9,572 1,98E+08 483-65-8
43.006 | Phenanthrene, 1-methyl-7-(1-methylethyl) 1,008 2,08E+07 483-65-8
43.247 | No Match 1,362 2 81E+07 None
43 498 | Octahydrodiméthylmethyléthylphenanthrene 4176 8,63E+07 13601-88-2
43.793 | dimethyl-phenyl-naphtalene 2,283 4 72E+07 42758-88-3
44 192 | B-lsopropyl-1, 3-dimethylphenanthrene 0,608 1,26E+07 135886-06-5
47 984 | Derivé Octahydro-alkyls-phenanthrene 2408 4 97E+07 None
54.640 | No Match 0,115 2 38E+06 None

Annexe 12 : Composition en matiere organique (GC/MS) des particules issues du fumigene 2.
(Campagne de prélévement 1). (1) Amount (% d’aire) : abondance (en pourcentage d’aire de pic) du composé
présent sur le chromatogramme par rapport aux autres composés détectés durant I'analyse.
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RT

CAS

(min) Peak Name Amt Area Number Formule
6.403 | Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 0,163 |4,13E+407 | 499-75-2
6.888 | Limonene-1,2-epoxide(fr.1) 0,159 | 4,02E+07 None
7.373 |1,2,3,4,5-Cyclopentanepentol 0,102 | 2,59E+07 | 56772-25-9
7.770 | 3-Cyclopentene-1-acetaldehyde, 2,2,3-tri 0,142 | 3,60E+07 | 4501-58-0
8.782 | 1,6-Anhydro-.beta.-D-glucopyranose (levo 0,219 | 553E+07 | 498-07-7
8.923 | Cubenoi 0,184 4 66E+07 | 21284-22-0
9.945 | Acetate, (2,4a,5,8a-tetramethyl-1,2,3,4, 0,33 8,35E+07 | 20558-21-8
10.119 | 1R.48,78,11R-2,2,4,8-Tetramethyitricyclo 0,146 | 3,69E+07 None
10.332 | Cubenoi 0,231 5,83E+407 | 21284-22-0
10.677 | .alpha.-Cedrene oxide 0,101 2,55E+07 None
10.763 | .tau.-Cadino! 0,441 1,12E+08 | 01/11/5837
11.030 igggf“ha'e"eme‘ha""" decahydro- 0,205 |519E+07| 473-15-4
11.230 | 2,5-Octadecadiynoic acid, methyl ester 0,197 | 4,98E+07 | 57156-91-9
13.439 | 10,18-Bisnorabista-8,11,13-triene 0,209 | 5,29E+07 | 32624-67-2
14.276 | 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-meth 0304 |7,70E+07| B4-69-5
15.007 | 1-Naphthalenol, 5,6,7,8-tetrahydro-2,5-d 0,471 | 4,33E+07 | 55012-72-1
15.969 | Dibutyl phthalate 0,184 4 65E+07 84-74-2
16,130 | I-(+)-Ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate 0,296 | 7,48E+07 | 28474-90-0
17.853 | 9,10-Dimethylanthracene 0,11 2776407 | 781-43-1
19.546 | 1-Heplatriacotanol 0,18 4,55E+07 | 105794-58-9
19.809 | 2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl 1,914 |4,84E+08| None
35.321 | 12-Oleanen-3-yl acetate, {3.alpha.)- 0,194 4 91E+07 | 33055-28-6
L4
35.515 | 12-Oleanen-3-yl acetate, (3.alpha.)- 5,768 | 1,46E+09 | 33055-28-6
36,317 | Ur>-12-en-24-oic acid, 3-oxo-, methyl 10,76 | 2,72E+09 | 20475-86-9
e e 4,058 | 1.03E409 | 20475-86-9 ;fgr{_
36.389 gs'f‘;: 2-en-24-oic acid, 3-oxo-, methyl 2,623 |7,14E408 | 20475-86-9 ‘T;ITJ,"\", S
) e—————— 0,667 |1,69E+08 | 20475-86-9
36.973 | 12-Oleanen-3-yl acetate, (3.alpha.)- 0,172 4,35E407 | 33055-28-6
38.855 | Ursa-9(11),12-dien-3-ol 0,545 1,3BE+08 | 41753-44-0
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39.311 0,542 1,37E+08 None
4 4.6a,6b,8a,11,11,14b-Octamethyl-1,4,
4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a I
39.336 0,141 3,57E+07 None P
o A
39.448 | Ursa-9(11),12-dien-3-one 1,3 3,29E+08 | 72093-24-4
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-Octamethyl-1,4,4a
39.538 | 5'6.6a.60.7.8,84,9,10,11,12,12a,14,14a 0152 |3,86E+07| None
39.685 | Ursa-9(11),12-dien-3-ol 1,336 3,38E+08 | 41753-44-0
4.4,6a,6b,8a,11,11,14b-Octamethyl-1,4,4a
40.044 | 5'6'6a.60.7,8,82,9,10,11,12,12a,14,14a 45 | LISER |  MNone
40.241 | .beta.-Amyrin 2,638 6,67E+08 | 559-70-6
40.473 | .beta.-Amyrin 0,658 1,67E+08 | 559-70-6
40.739 | 12-Oleanen-3-yl acetate, (3.alpha.)- 3,443 | 8,71E+08 | 33055-28-6 P
A 0*»
40.897 | .alpha.-Amyrin 2,236 5,65E+08 | 638-95-9
41,007 |Lupeo! 5,839 1,48E409 | 545-47-1
o
41.162 | .alpha.-Amyrin 1,487 | 3,76E+08 | 638-95-9 Jj:('v
41.277 | .beta.-Amyrin 2,113 5,35E+08 | 559-70-6 ':)L‘_\[:S\:L
41.586 | 12-Oleanen-3-yl acetate, (3.alpha.)- 0,203 5,15E+07 | 33055-28-6
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-Octamethyl-1,4,4a
42.148 | 5 6’62 6b,7,8,84,9,10,11,12,12a,14,142 Q16  [4065407| None
42.426 | 12-Oleanen-3-yl acetate, (3.alpha.)- 0,24 6,07E+07 | 33055-28-6
44.186 0,551 |1,39E+08| None PR ,
Acetic acid, 4,4,6a,6b,8a,11,11,14b- A
octamethyl-14-oxo0-1,2,3,4,4%,5,6%,6b,7.8 [ ONAINAH
44.794 0,118 |298E+07| None oty
/ 'H

Annexe 13 : Composition en matiére organique (GC/MS) des particules issues du fumigéene 3.

(Campagne de prélévement 1). (1) Amount (% d’aire) : abondance (en pourcentage d’aire de pic) du composé
présent sur le chromatogramme par rapport aux autres composés détectés durant I'analyse.
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Aires de pic
RT (min) | Nom NTCAS backup Pm:rrcnfe's Filtre quartz Fillre qrmr{r 3
libres concenireé
§.715 Pentachlorobenzene * 5.28E+06
11.417 Benzene, hexachloro- * 118-74-1 1.78E+07 | 2. 87E+OT 3.58E+07 1.83E+09
12 883 alcane 630-04-6 2.07E+07
13931 phtalate 17851-53-5 4.03E-07
15.628 phtalate 17851-53-5 241E+07
Octachlorostyréne (Benzene, i e
i 7 74 2 2587 3 7 TQE-+
17.088 pertahdirottichbaoethendy) ¥ 29082-74-4 | 679129 525827 346903 2.39E+07
-bi abieta-5.7.9(10).11,13- o
18.350 10.18 b151:or'1b1&ta 5.7.9(10).11.1 6566-19-4 1585407
pentaene
20578 méthyl-méthyléthyl-phénanthréne * | 483-65-8 3 7TE+07
22877 1-phenanthrenecarboxylic acid 1235-74-1 8.62E+06
23.046 ions 77.120. 148 2, 79EH)6
2416 alcane 7.00E+06
25,597 Dérivé aromatique chloré 2 62E+06
26,036 alcane 3 42E+06
26,299 Tons 51. 115 141187 207 277 2. 7T1E+06
is-ethy! Aphtalate (ions 57,
26.534 bis-ethylhexvylphtalate (ions 57 9.16E-06
149)
n 1ons 141, 239 (dérivé aromatique I
0819 acide - cf pic a 22 877) SAEHIG
3117 Octachloronaphtaléne = 2234-13-1 2 46E+08
31317 ions 57 185 1.01E+07
31563 | phtalate (ions 69.91. 149) 2 62E+06
32.240 Decachlorobiphenyl * 2051-24-3 1.07E+07
37.068 Octachloroacénaphtyléne = 7267-16-5 2.90E+08
Dérivé aromatique chloré (1ons B
40,538 207.455) 2.56E+06

Annexe 14 : Composition en matiere organique (GC/MS) des particules issues du fumigene 4.
(Campagne de prélévement 2). (1) Amount (% d’aire) : abondance (en pourcentage d’aire de pic) du composé
présent sur le chromatogramme par rapport aux autres composés détectés durant I'analyse.
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