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Introduction

En Europe, la pollution atmosphérique est actuellement le principal risque pour la santé, en lien avec
I’environnement. En 2018, I’Agence Européenne pour I'Environnement (EEA) a estimé que la pollution de
I'air intérieur et extérieur réduisait I'espérance moyenne de vie des européens de prés de 1 an et provoquait
400 000 déces prématurés chaque année (EEA, 2018). La pollution atmosphérique a d’ailleurs été classée
comme « cancérogene certain » par le Centre International de Recherche sur le Cancer (Loomis et al., 2013).
Les Composés Organiques Volatils Non Méthaniques (COVNM) sont l'une des principales familles de
composés présents dans I'air et identifiés par I'Union Européenne (UE) comme pouvant provoquer un effet
néfaste sur la santé (Koolen and Rothenberg, 2019). En effet, I'exposition répétée a certains d’entre eux peut
induire des effets cancérogénes, mutagenes et reprotoxiques, causer des réactions allergiques et des
irritations, ou encore des troubles de la vision et de la mémoire. Les COV sont également précurseurs de la
formation de I'ozone troposphérique (Os), composé trés oxydant qui posséde des effets néfastes sur la santé

comme l'irritation des yeux et des voies respiratoires.

Les composés volatils peuvent étre d’origine biogénique (foréts, cultures, et organismes
photosynthétiques, par exemple) ou étre émis par les activités humaines (industrie, agriculture, transport
routier, par exemple). Cependant, dans les zones industrialisées et urbaines, les émissions d’origine
anthropique contribuent majoritairement aux concentrations de COV mesurées dans I'air ambiant. En
Europe, le premier secteur émetteur est celui de I'industrie avec 48 % des émissions totales en COVNM (EEA,
2018). Avec une production et une importation annuelle comprise entre 1 et 10 millions de tonnes, le toluéne
est 'un des COV régulierement utilisé comme solvant dans de nombreux procédés industriels tels que la
fabrication et I'utilisation de peinture, I'impression, la fabrication de chaussures ou encore l'industrie
automobile. Pourtant ses effets néfastes sur I'Homme sont connus. En effet, le toluéne fait I'objet d’un
classement reprotoxique de catégorie 2 par 'UE et de nombreuses études ont mis en évidence sa toxicité
neurosensorielle, en provoquant des troubles de "audition et de la perception visuelle (Chang et al., 2006;
Kobald et al., 2015). Enfin, I'apparition de troubles ventilatoires comme I'asthme peut étre en lien avec une

exposition au toluéne (Hulin et al., 2010).

Les émissions industrielles en COV, tels que le toluéne, n’ont pas uniquement un impact local mais aussi
un impact a plus longue distance. Leur réduction est donc une préoccupation majeure. Grace a une législation
renforcée et une surveillance rigoureuse, une diminution des émissions de ces polluants a déja été observée

depuis les années 1980 (EEA, 2018). Toutefois, leur présence dans I'atmospheéere est encore élevée. Les
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industries doivent donc envisager parmi plusieurs solutions afin de diminuer leurs rejets de COV et pour
respecter les valeurs limites réglementaires. Le premier levier d’action correspond au principe de substitution
évoqué dans le réglement européen REACh (1907/2006). Il consiste a remplacer les molécules toxiques par
des composés moins nocifs pour la santé humaine et pour I'environnement, quand le procédé industriel le
permet. Lorsque la substitution n’est pas réalisable pour des raisons économiques ou techniques, des
méthodes de remédiation peuvent étre utilisées afin de récupérer ou de détruire les composés présents dans
des effluents gazeux avant leur rejet dans I'atmosphére. L'une des méthodes utilisées est I'oxydation
catalytique. Cette derniére consiste en I'oxydation totale des composés organiques volatils en H,0 et CO,.
Par contre, en fonction du matériau catalytique et de la molécule a traiter, des sous-produits potentiellement
toxiques peuvent se former pendant les réactions, ce qui pourrait induire des effets néfastes en cas de rejets

dans I'atmosphere.

Dans ce contexte, I'objectif principal de ce travail est d’évaluer les effets toxiques induits par une
exposition aigué et répétée de cellules épithéliales bronchiques humaines au toluéne, composé organique
volatil régulierement retrouvé dans les atmosphéres de travail. Par ailleurs, afin de diminuer son rejet dans
Iair, nous avons étudié la possibilité de substituer le toluéne par I'un de ses homologues et/ou de réduire
ses émissions a la source grace a I'oxydation catalytique. Pour cela, la toxicité de ses homologues supérieurs
pouvant étre utilisés comme composés de substitution, ainsi que de son homologue inférieur pris comme
molécule de référence a été étudiée. Dans un deuxieéme temps, le potentiel toxique des effluents gazeux

issus de I'oxydation catalytique du toluéne a été évalué.

Cette recherche s’inscrit dans la continuité de projets européens déja réalisés au sein de I'équipe Chimie
et Toxicologie des Emissions Atmosphériques du laboratoire UCEIV. D’un point de vue fondamental, ces
expérimentations permettent de mieux comprendre la toxicité de COV fréquemment utilisés dans I'industrie
et d’identifier les voies métaboliques qu’ils peuvent altérer. D’un point de vue santé environnementale,
I’étude de ces substances est indispensable pour évaluer les dangers encourus par leur exposition afin de
limiter, voire interdire leur utilisation. Enfin sur le plan applicatif, ces travaux contribuent au développement

de méthodes de remédiation plus respectueuses de la santé.

Ce manuscrit est divisé en 4 chapitres :
e Le premier chapitre correspond a un état de I’art sur les émissions des Composés Organiques Volatils
en France et en Europe, leurs propriétés, les législations les concernant ainsi que les moyens de
remédiation pouvant étre utilisés. Puis I'impact des COV et plus particulierement, celui du toluene et

de ses homologues sur la santé humaine est développé. Pour finir, une syntheése des différentes
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méthodes toxicologiques pouvant étre utilisées pour I'évaluation des effets des composés gazeux
sera présentée.

Le deuxiéme chapitre détaille les méthodes expérimentales utilisées pour les analyses chimiques, les
tests de catalyseurs et la mesure des parameétres de toxicité. Les conditions de culture et d’exposition
cellulaire y sont également développées.

Le troisieme chapitre présente les résultats et la discussion des tests toxicologiques réalisés sur le
benzene, le toluene, le m-xyléne et le mésityléne. L’objectif est de comparer I'effet de ces 4 COV sur
les cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B.

Le quatriéme chapitre concerne les résultats d’analyse chimique et de I'évaluation d’effets toxiques
des effluents obtenus apres oxydation catalytique du toluéne. Les observations seront suivies d’une
discussion.

Enfin, le manuscrit s’achéve sur une discussion générale suivie par une conclusion et des

perspectives.
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Chapitre 1 : Etat de I'art

Ce premier chapitre composé de trois parties a pour objectif de situer le contexte général du projet de
thése. Dans la premiére partie, la définition et la classification des « Composés Organiques Volatils » (COV)
sera présentée avant d’aborder leurs origines et leurs principales sources d’émission. Compte tenu de leur
impact sur 'Environnement et la santé, la réglementation sur les COV sera rappelée notamment celle liée a
leur utilisation et limites d’émissions, pour enchainer ensuite sur la présentation des moyens de remédiation.
La deuxiéme partie sera consacrée a |'effet des COV sur la santé humaine et plus spécifiquement I'effet des
4 molécules étudiées dans ce travail a savoir, le benzene, le toluéne, le xylene et le mésitylene. Enfin, le
dernier volet de ce chapitre présentera les différentes méthodes utilisées en toxicologie expérimentale en

détaillant les approches in vivo et in vitro.

1. Propriétés, réglementation et remédiation des Composés Organiques Volatils
1.1 Définition et caractéristiques des Composés Organiques Volatils

Les Composés Organiques Volatils regroupent des molécules chimiques ayant comme point commun
d’étre volatiles a température ambiante. Toutefois, en fonction des pays et de leur législation respective,

différents critéres physiques et chimiques sont utilisés pour les définir.

La France est I'un des premiers pays européens a avoir attribué une définition aux COV, avant méme
I’apparition de la réglementation européenne. Cette définition est inscrite dans I'arrété du 2 février 19982,
concernant les Installations Classées pour la Protection de I'Environnement (ICPE) et distingue les composés
organiques volatils en fonction de leur pression de vapeur saturante. Par la suite, I'Europe a repris cette
définition dans la directive n°1999/13/CE? en y précisant le terme « composé organique ». Ainsi, les
composés organiques désignent « tout composé contenant au moins I’élément carbone et un ou plusieurs
des éléments suivants : hydrogéne, halogéne, oxygéne, soufre, phosphore, silicium et azote, a I'exception des
oxydes de carbone et des carbonates et des bicarbonates inorganiques ». Les COV sont définis en tant que
« composés organiques, a I'exclusion du méthane, ayant une pression de vapeur de 0,01 kPa ou plus, a une
température de 293,15 K ou ayant une volatilité correspondante dans les conditions d’utilisation

particuliéres ». Les solvants organiques, COV couramment utilisés et émis par les industries, y sont également

L Arrété du 2 février 1998 relatif aux prélévements et a la consommation d'eau ainsi qu'aux émissions de toute nature
des installations classées pour la protection de |'environnement soumises a autorisation.

2 Directive 1999/13/CE du Conseil européen du 11 mars 1999 relative a la réduction des émissions de composés
organiques volatils dues a I'utilisation de solvants organiques dans certaines activités et installations.



mentionnés comme « Tout COV utilisé seul ou en association avec d’autres agents, sans subir de modification
chimique, pour dissoudre des matieres premiéres, des produits ou des déchets, ou utilisé comme solvant de
nettoyage pour dissoudre les salissures, ou comme dissolvant, dispersant, correcteur de viscosité, correcteur

de tension superficielle, plastifiant ou agent protecteur ».

Il faut préciser que le méthane, malgré ses caractéristiques proches des autres composés organiques
volatils, est exclu de la législation francaise. En effet, ce composé n’est pas associé aux mémes lois en raison
de sa présence naturelle dans I’environnement et de son réle dans I'effet de serre. Ainsi, le terme générique
de COV est souvent utilisé pour désigner plus spécifiquement les Composés Organiques Volatils Non

Méthaniques (COVNM) ou Hydrocarbures Non Méthaniques (HCNM).

Les composés organiques volatils peuvent étre classés d’aprés leur température d’ébullition (Molhave
et al., 1997). Cette classification est divisée en 3 catégories, décrites dans le tableau 1. D’aprés ce critére
physique, un COV est une molécule dont la température d’ébullition est comprise entre 50 et 260°C a la

pression standard de 101,3 kPa.

Tableau 1 : Classification des COV en fonction de la température d'ébullition (Molhave et al., 1997)

Catégories Température d’ébullition (°C)
Composés Organiques Tres Volatils < [50 —100°C]
Composés Organiques Volatils [50 — 100°C] a [240 - 260°C]
Composés Organiques Semi Volatils [240 a 260°C] a [380 - 400°C]

Toutefois, ces définitions ne prennent pas en compte les caractéristiques chimiques des COV, telles que
leur role de précurseur de I'ozone troposphérique. En effet, les COV rejetés dans I'atmosphére et en présence
d’oxydes d’azote participent a des réactions photochimiques complexes qui se traduisent par une
augmentation de la concentration d’ozone dans la troposphére (Seinfeld and Pandis, 2006). Validé en
décembre 1999 dans le cadre de la Commission Economique pour I'Europe des Nations Unies (CEE-NU), le
protocole de Géteborg?® propose donc la définition suivante : « on entend par composés organiques volatils,
tous les composés organiques provenant de sources anthropiques et biogénes autres que le méthane,
capables de produire des oxydants photochimiques par réaction avec des oxydes d’azote sous l'effet du

rayonnement solaire ». Par la suite, il a été tenu compte de cette définition dans les directives européennes

3 Protocole de Goteborg a la convention de 1979 sur la pollution atmosphérique transfrontiére a longue distance relatif
a la réduction de I'acidification, de I'eutrophisation et de I'ozone troposphérique.



2001/81/CE* et 2002/3/CE® afin de fixer une liste des composés organiques jouant un réle dans la génération

de I'ozone troposphérique. Ces molécules sont classées en 4 catégories (tableau 2), en fonction de leur

Potentiel de Création d’Ozone Photochimique (PCOP). L’indice PCOP permet de classer les COVNM en

fonction de leur contribution relative dans la formation de I'ozone troposphérique. La molécule de référence

utilisée pour calculer les PCOP est I'éthyléne avec un indice PCOP de 100. Ce composé a été défini comme

référence car il est I'un des COV les plus impliqués dans les processus photochimiques et ses concentrations

dans I'air ambient sont bien connues.

Tableau 2 : Exemple de COV précurseurs d’ozone troposphérique (ORS IDF, 2007)

Catégories PCOP Exemples de COV

Pouvoir élevé >80 éthyléne, m-xyléne

Pouvoir moyen 40360 toluéene, formaldéhyde

Pouvoir faible 10a35 benzéne, éthanol

Pouvoir tres faible <10 éthane

1.2 Classification des COV

Le groupe des composés organiques volatils est constitué d’une multitude de substances organiques,

pouvant appartenir a 4 grandes familles chimiques divisées en plusieurs sous-familles (tableau 3) :

Les hydrocarbures saturés, tel que les alcanes, et les hydrocarbures insaturés, comme les alcénes et les
alcynes, composent la famille des hydrocarbures aliphatiques. Ils sont largement employés en tant que
solvants pour la peinture, les vernis et les laques mais également comme intermédiaires de synthése et
agents dégraissants (INRS, 2011a).

Les hydrocarbures alicycliques sont dérivés des hydrocarbures aliphatiques. Les 3 groupes appartenant
a cette famille sont les cycloalcanes, les cycloalcenes et les terpénes. Ces molécules rentrent dans la
composition des colles, des adhésifs, des peintures, des produits d’entretien et des parfums (INRS,
1999). Les terpenes, tels que le camphre ou I'a-pinene, sont des composés présents naturellement dans
de nombreux végétaux.

Les hydrocarbures substitués ne sont pas uniquement composés d’atomes de carbone et d’hydrogene.
En effet, ces derniers peuvent étre remplacés par des atomes halogénés (brome, fluor, chlore et iode)
ou par un groupement fonctionnel hydroxyle (-OH) formant respectivement le groupe des halogénes et
des alcools. Les aldéhydes, les cétones, les éthers et les esters, les acides et les dérivés aminés sont

également des composés appartenant a cette famille de COV. Compte tenu de leur composition

4 Directive n° 2001/81/CE du 23/10/01 sur les plafonds d’émission nationaux pour certains polluants atmosphériques.
5> Directive n° 2002/3/CE du 12/02/02 relative a I'ozone dans I'air ambiant.



chimique hétérogene, leurs domaines d’application sont variés (solvant, intermédiaire de synthese,
agents de solubilisation,...) (INRS, 2009a, 2009b, 2011b, 2011c).

Les hydrocarbures aromatiques sont essentiellement utilisés comme solvants organiques dans
I'industrie. Elle est divisée en 2 sous-familles : les hydrocarbures aromatiques monocycliques et les
hydrocarbures aromatiques polycycliques. Les hydrocarbures aromatiques monocycliques regroupent
toutes les molécules ayant pour base le noyau benzénique et possédant un ou plusieurs substituants,
comme dans le cas du toluéne, des xylénes (diméthylbenzéne) et du mésitylene (1,3,5-
triméthylbenzéne) (figure 1). Ces especes organiques présentent des caractéristiques communes telles
que leur volatilité a température ambiante mais possedent des propriétés toxicologiques propres a
chaque substance. La volatilité des molécules est liée a leur pression de vapeur saturante. A 20°C, la
pression de vapeur du benzene, du toluéne, du m-xyléne et du mésitylene est respectivement de 9,9,

3,0,0,9 et 0,2 kPa.

Tableau 3 : Familles de COV et leurs principaux composés (ADEME, 2013; Cicolella, 2008)

Familles chimiques

Principaux composés

Hydrocarbures aliphatiques :
Alcanes
Alcenes

Alcynes

propane, butane, pentane
propéne, butadiéne, pentene

propyne ou méthylacéthyléene, 1-butyne

Hydrocarbures alicycliques :
Cycloalcanes
Cycloalcénes

Terpénes

cyclopropane, cyclobutane, cyclopentane
cyclopropéne, cyclobutene, cyclopentene

limoneéne, pinéne, camphre

Hydrocarbures aromatiques :
Hydrocarbures aromatiques monocycliques

Hydrocarbures aromatiques polycycliques

benzéne, toluene, xylene, mésitylene

anthracene, benzo(a)byréene, naphtaléne

Hydrocarbures substitués :
Halogénés
Alcools
Aldéhydes
Cétones
Ethers et esters
Acides

Dérivés aminés et nitrés

chloroforme, chlorobenzéne
méthanol, éthanol, propanol
formaldéhyde, acétaldéhyde
acétone, méthyléthylcétone

éther de glycol, acétate de méthyle
acide formique, acide acétique

acrylonitrile, éthylamine
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(toluéne) (m-xyléne) (mésityléne)

Figure 1 : Formules semi-développées du benzéne et de ses homologues

Les COV peuvent également étre classés en fonction de leur application industrielle. En effet, les
industries ont souvent recours a ces substances en tant que solvant, dégraissant, agent de synthése, etc. Les
solvants organiques sont utilisés dans une vingtaine de secteurs industriels, comme par exemple I'imprimerie
ou l'industrie automobile (CITEPA, 2017), qui font partie des émetteurs principaux de COV dans I'atmosphére.

Ces solvants peuvent étre classés en 3 familles, répertoriées dans le tableau suivant (tableau 4).

Tableau 4 : Familles de solvants organiques et leurs principaux composés (ADEME, 2013)

Solvants  Principaux composés

Solvants
alcools, cétones, esters
oxygénés

Solvants
dichlorométhane, trichloroéthylene
halogénés

Solvants
benzéne, toluene, isopropylbenzene (cuméne)
pétroliers

1.3 Les émissions de COV

Les sources d’émission des COV sont nombreuses. Elles peuvent étre anthropiques, c’est-a-dire dues
aux activités humaines, ou d’origine biogénique, provenant d’émissions naturelles. Dans I'atmosphére, les
molécules peuvent avoir un impact sur I’'environnement et la santé en tant que polluant primaire (composé

n’ayant pas subi de transformation dans I’'atmosphere) ou secondaire (composé formé dans I'atmosphere).

1.3.1 Les émissions d’origine anthropique

En 2018, I'EEA (European Environment Agency) a publié un rapport sur la qualité de I’air en Europe (EEA,
2018). Les chiffres communiqués concernent les polluants atmosphériques suivants: particules en
suspension (Particulate Matter < 10 um, PMyo et <2,5 um, PM,;s), SO, (dioxyde de soufre), NOx (oxydes

d’azote), NH; (ammoniac), CO (monoxyde de carbone), CHs (méthane) et COVNM. Entre les années 2000 et



2016, une diminution significative des émissions a été enregistrée (SO, :-76 % ; CO : -45 % ; COVNM : -40 % ;
NOy :-40 % ; PMyp : -25 % ; CH4 : -25 % ; NH3 : -9 %), contrastant avec I'augmentation du produit intérieur brut
de I'Union Européenne (UE). Cette baisse est en partie due a un renforcement des législations et a une
amélioration des technologies. Concernant les composés organiques volatils, prés de 8 000 Gg de COVNM
ont été émis en Europe en 2016 (EEA, 2019). L’Allemagne et la Turquie sont les pays les plus émetteurs avec
plus de 1000 Gg de COVNM émis en 2016. En revanche, avec respectivement 7 et 31 Gg de composés
organiques volatils émis, I'lslande et la Slovénie sont les plus petits contributeurs européens (figure 2). En ce
qui concerne les émissions frangaises, 608 Gg de COVNM ont été émis en 2016, représentant environ 7,6 %
des émissions européennes (EEA, 2019). La part relative des principaux secteurs émetteurs est présentée
dans la figure 3. Le premier secteur est celui de I'industrie avec prés de la moitié des émissions totales en
composés organiques volatils, soit 48 %. Le secteur résidentiel et tertiaire (17 %), 'agriculture (13 %) et
I’énergie (11 %) sont également des secteurs émetteurs prédominants. Enfin, les transports et le secteur des

déchets contribuent respectivement a 10 % et 1 % des émissions de COV a I’échelle européenne.
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Figure 2 : Emissions européennes des COVNM par pays en 2016 (EEA, 2019)
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Figure 3 : Emissions européennes des COVNM par secteur en 2016 (EEA, 2016)

En France, le CITEPA (Centre Interprofessionnel Technique d'Etudes de la Pollution Atmosphérique) est

une association dont I'un des objectifs est de recenser les émissions de polluants atmosphériques et de gaz

a effet de serre (CITEPA, 2017). Les données recueillies depuis 1988 sont compilées dans I'inventaire SECTEN

(SECTeurs Economiques et éNergies). L’année 1988 a été choisie pour le premier recensement des COVNM

en France car elle correspond a I'année de référence du premier protocole de réduction des émissions des

COV. En effet, le protocole de Genéve a fixé en 1991 un objectif de réduction de 30 % des COV entre 1988 et

1999. Les valeurs d’émission de polluants sont présentées en fonction des différents secteurs économiques.

Ainsi, 6 principaux secteurs d’activités sont répertoriés, divisés eux-mémes en plusieurs sous-secteurs :

le transport routier ;

les modes de transport autres que routiers ;

I'industrie manufacturiere, le traitement des déchets et la construction ;
le résidentiel, le tertiaire, le commercial et I'institutionnel ;

I"agriculture, la sylviculture et 'aquaculture ;

I’énergie.

Les émissions d’origine naturelle, biotique et celles issues du transport international sont dans un 7¢™®

secteur dit « hors total ». Leurs valeurs sont recensées mais sont exclues du total national, en accord avec les

spécifications internationales.



La figure 4 présente I’évolution des émissions francaises annuelles de COVNM entre 1988 et 2016, pour
les 6 secteurs retenus dans le total national (CITEPA, 2017). Cette figure montre une diminution continue des
émissions de COV durant cette période, mais qui semble se stabiliser ces derniéres années. Au global, une
diminution de 74 % des émissions nationales de COVNM a été enregistrée sur la période 1988-2016, en
considérent les émissions qui atteignaient pres de 2444 kT en 1998, contre 628 kT en 2016. Cette tendance
a été suivie pour tous les secteurs d’activité grace a la mise en place de réglementations fortes et aux progres
scientifiques et technologiques (ADEME, 2013). Pour autant, un changement a été observé dans la répartition
des émissions de COV par secteur d’activité entre 1988 et 2016. Ainsi, le secteur transport routier est passé
de 1°" 3 3%m¢ secteur le plus émetteur grace a une réduction de sa part relative d’émissions de 39 % a 8 %. En
revanche, une augmentation significative de la part relative des émissions du secteur résidentiel et tertiaire

(+ 20 %) et du secteur industrie manufacturiére (+ 12 %) a été recensée sur la méme période.
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Figure 4 : Emissions frangaises de COVNM par secteur entre 1988 et 2016 (CITEPA, 2017)



Dans I'inventaire des émissions pour I'année 2016 établi par le CITEPA, il apparait que le secteur
résidentiel et tertiaire est le premier secteur émetteur de COV avec une part relative d’émissions de 46 %.
Les émissions proviennent principalement des équipements de chauffage domestique et urbain ainsi que de
I'utilisation de solvants domestiques, tels que les désodorisants, les nettoyants ménagers et les dissolvants.
L'industrie manufacturiére serait responsable en France, de 35 % des émissions de COV dont 47 % provenant
de I'utilisation de solvants (CITEPA, 2017). Ses principaux sous-secteurs émetteurs sont la construction, les
autres industries manufacturieres (travail du bois, peintures et imprimerie), la chimie et I'agro-alimentaire.
Une forte diminution des émissions a également été enregistrée pour ce secteur avec 351 kT de rejet en
moins depuis 1988. Cette baisse est due en partie, a de nouvelles législations plus strictes, a la mise en place
de dispositifs de réduction des émissions ou encore a la substitution des produits toxiques par des produits
a faible teneur en solvant (ADEME, 2013). En troisiéme position, le secteur transport routier représente en
2016, 8% des émissions francaises de COV. Ces derniéres peuvent provenir de sources mobiles (gaz
d’échappement) ou de sources fixes (station-service). En 1993, I'obligation d’installer des pots catalytiques
sur les voitures essence, puis en 1997 pour les moteurs diesel a permis une réduction de prés de 30 % des
émissions de COVNM pour ce secteur. Enfin, le secteur de la transformation et de I’énergie, I’agriculture et
les autres transports contribuent respectivement a hauteur de 5%, 3 % et 2 % aux émissions de COV a

I’échelle nationale.

Pour chacun des secteurs d’activité, un inventaire des émissions par famille chimique a également été
réalisé par l'organisation CITEPA. 21 familles de composés organiques ont ainsi été recensées. Pour
I’ensemble des secteurs, les familles de COVNM les plus représentées sont les alcanes, les alcools, les
aromatiques et les alcénes (ADEME, 2013). La figure 5 présente les émissions francaises d’hydrocarbures
aromatiques en fonction du secteur d’activité pour I'année 2016. Ainsi, le secteur de [lindustrie
manufacturiére est le premier secteur émetteur en France avec 43 % des émissions totales, suivi par le
secteur résidentiel et tertiaire et le transport routier avec respectivement 31 % et 16 % des émissions.
Comparativement, I'agriculture (5 %), la transformation d’énergie (4 %) et le traitement des déchets (1 %)

sont moins émetteurs d’hydrocarbures aromatiques que les autres secteurs.
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Figure 5 : Emissions frangaises d'hydrocarbures aromatiques par secteur en 2016 (CITEPA, 2017)

1.3.2 Les émissions d’origine biogénique

Les composés organiques volatils biogéniques ou COVB proviennent des activités biologiques terrestres
(foréts et cultures) et marines (organismes photosynthétiques). Les principales molécules émises par les
sources terrestres sont les terpénes, tels que I'a- et le B-pinéne, le camphéne, le 3-caréne ou le limonéne
de la famille des monoterpénes et l'isopropéne appartenant au groupe des hémiterpenes (Baghi, 2013;
Baudic, 2017). En revanche, les océans produisent principalement des composés oxygénés, comme le
propanal, I'acétaldéhyde et I'acétone (Singh et al., 2003). Les concentrations en COVB dans |’air ambiant ne
sont pas homogénes au cours des saisons puisque leurs émissions dépendent de facteurs biotiques
(métabolisme des organismes et physiologie végétale) et abiotiques (radiations solaire et température
ambiante). Ainsi, ces COV sont davantage émis en journée et au cours du printemps et de I'été (Baudic et al.,

2016).

1.3.3 Les émissions de COV en région Hauts-de-France

Les émissions industrielles de composés organiques volatils non méthaniques dans les Hauts-de-France
sont recensés chaque année par la Direction Régionale de I'Environnement, de I’Aménagement et du
Logement (DREAL). Les valeurs disponibles les plus récentes datent de 2016 et sont présentées sur la figure

6. Les principaux secteurs émetteurs dans la région des Hauts-de-France en 2016 sont :
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e |'industrie de la chimie, parachimie et pétrole avec une part relative d’émissions de 43 % ;

e e secteur de la mécanique et du traitement de surface représentant 23 % des émissions totales ;

e e secteur de la sidérurgie et de la métallurgie avec 17 % des émissions de la région ;

e |es secteurs agro-alimentaires et boissons, d’une part et bois, papiers et cartons, d’autre part sont les
4&me ot 58Me plys gros émetteurs avec respectivement 5 et 4 % des émissions totales ;

e Avec une part relative d’émissions inférieures a 2 %, les secteurs de I'impression, de la fabrication de

verre et produits minéraux sont en 6™ et 7™ position.

W Agro-alimentaire & boissons

M Bois, papier & carton

® Chimie, parachimie & pétrole
Fabrication de verre & produits minéraux, extraction de matériaux
Impression

B Mécanique et traitement de surfaces

M Sidérurgie, métallurgie

Figure 6 : Emissions des COVNM par secteur dans les Hauts de France en 2016 (DREAL Hauts-de-France, 2016)

Comme pour I'ensemble de la France, les émissions de COV totaux ont diminué en région Hauts-de -
France au fur et a mesure du temps, passant de 12 000 a 10 000 tonnes entre 2011 et 2016. Cette diminution
correspond a une diminution de 16 % (DREAL Hauts-de-France, 2016). A I'échelle géographique de la région,
la communauté urbaine de Dunkerque (CUD) fait partie des territoires les plus émetteurs de COV, avec plus
de 600 tonnes émises en 2016 (figure 7). La CUD, située le long de la mer du Nord, forme un territoire
d’environ 300 km? réparti sur 17 communes. Sa population compte prés de 200 000 habitants. Le grand port
maritime de Dunkerque est le 3®™ port francais et le 88°™ port mondial pour le trafic général. De plus, il
appartient a la Northern Range correspondant au regroupement des principaux ports européens alignés le
long de la mer du Nord et permettant un vaste échange commercial entre la France, la Belgique, les Pays-
Bas, I’Allemagne et I’Angleterre. Ainsi, tirant profit de la situation géographique de la CUD, une vaste zone
industrielle s’est développée sur le territoire. Les industries implantées sur cette zone industrielle d’environ
7 000 hectares, sont spécialisées dans le domaine énergétique, métallurgique et sidérurgique. Parmi ces

entreprises, 15 sites sont classés SEVESO de haut seuil, présentant donc des risques d’accidents majeurs.

11



Flux en tonnes :

< 10

100

>

632

Montreuil
[

+ ';Wa!enciennes
v -(;x
Cambrat 'Y
L -

Abbeville .Avcsnes sur-Helpe
.

(
JAmiens

-Salnt Quentin Vervins
! [

Montdidier
L]

Laon
-

) &P
Beauvais .
‘\' f ‘C]err‘lont‘ \':Compreqne .§qssons
- 40

Chéateau-Thierry
-

foesc e pr Fond cartographique : IGN Geofla® Communes
Données : DREAL d'apres registre national des émissions polluantes et des déchets
PriFE Réalisation : DREAL Hauts-de-France, service Information, Développement Durable et Evaluation Environnementale

MAUTS-DEFRANCE

Figure 7 : Cartographie des émissions en tonnes des COVNM dans la région Hauts-de-France (DREAL Hauts-de-France, 2016)

1.4 Le contexte réglementaire des COVNM
Les années 1980 ont marqué le début d’une prise de conscience, de la part des autorités et de la

population, de I'impact des COV sur I’environnement et sur 'Homme. Le premier constat concernait le réle
des COV dans la formation de I'ozone troposphérique. Ainsi des 1985, plusieurs actions internationales sur
le stockage des hydrocarbures et I’ utilisation des solvants ont été mises en place (ADEME, 2013). Par la suite,
des démarches collectives des Etats membres de I'Union Européenne ont abouti a différents protocoles
internationaux et directives. Ces actions et démarches sont présentés ci-aprés.

Deux protocoles internationaux ont ainsi été élaborés afin de lutter contre les émissions de COV :

e Le protocole de Genéve du 18 novembre 1991 concerne la lutte contre les émissions de plusieurs
polluants et leurs flux transfrontaliers. Parmi les différentes actions mises en place, ce traité propose
une recherche axée sur les produits et sur la modification des procédés (substitution des molécules
toxiques, récupération et destruction). Il impose également aux pays une baisse de 30 % de leurs

émissions en COV entre 1988 et 1999.
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Le protocole de Goteborg du 1°" décembre 1999, également appelé « multi-polluants/multi-effets », est
relatif a la réduction de I'acidification, de I’eutrophisation et de la production d’ozone. Il concerne
essentiellement les polluants SO,, NOy, COV et NHs et s’intéresse a leurs effets sur I’environnement et
la santé. Ainsi, des objectifs de qualité de I'air et des valeurs limites ont été fixés par 'UE aux pays
européens pour I’horizon 2020. Pour la France, le plafond d’émissions de COV est fixé a 702 kt par an,
soit une diminution de 43 % par rapport a 2005. Toutefois, d’aprées les valeurs recensées par I'association
CITEPA, cet objectif a déja été atteint. En effet, la concentration en COV émis en 2016 était de 628 kt

(CITEPA, 2017).

Au niveau européen, la réglementation actuelle sur les COV se compose de 4 directives et un reglement.

L'objectif de cette réglementation, adoptée par la commission européenne, est d’harmoniser les législations

entre les états de I’'Union Européenne :

La directive 1996/62/CE dite « Integrated Pollution Prevention and Control » est relative a la prévention
et a la réduction intégrées de la pollution. Cette réglementation concerne les regles d’autorisation et de
controle des installations industrielles fortement polluantes, telles que les industries minérales et
chimiques, les activités énergétiques ou les installations de gestion des déchets. Afin d’aider les 52 000
industries européennes concernées, la commission européenne a élaboré des documents consignant
les « meilleures techniques disponibles » (MTD) pour chacun des secteurs concernés.

La directive 2001/81/CE dite « National Emission Ceilings » est la transposition européenne du
protocole de Goéteborg, avec la mise en place de plafonds d’émissions nationaux pour les polluants
atmosphériques tels que les COV. Ainsi, chaque état membre a pour obligation de mettre en place des
programmes de réduction de leurs émissions pour 2020.

La directive 2004/42/CE est relative aux émissions de COV liées a I'utilisation de solvants organiques.
Elle concerne les activités industrielles contribuant a la formation de polluants photochimiques due a
I'utilisation de peintures, de vernis et de produits de retouche des véhicules.

La directive 2010/75/UE dite « Industrial Emissions Directive » correspond a la reprise de 7 anciennes
directives, dont la directive 1999/13/CE relative a I'utilisation de solvants organiques dans certaines
activités et installations. Ses principaux objectifs sont 'amélioration des documents consignant les MTD,
ainsi qu’un meilleur suivi du respect des plafonds d’émission.

Le reglement REACh (Registration, Evaluation, Autorisation of Chemical products) n°1907/2006 du 18

décembre 2006 est relatif a I'enregistrement, I’évaluation et I'autorisation des produits chimiques. Elle
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a pour objectif de mieux connaitre la nocivité pour la santé humaine et I'environnement des produits

chimiques produits ou importés dans I'UE.

La réglementation francaise correspond a une transposition en droit frangais des directives européennes :

La Loi sur I’Air et I’Utilisation Rationnelle de I'Energie (LAURE) est une loi-cadre ratifiée en 1996. Elle a

pour objectif d’élaborer plusieurs outils de modélisation et de prévision de la pollution atmosphérique,

pour une meilleure qualité de I'air. Elle a également permis une meilleure information du public et une

meilleure gestion des Associations Agréées de Surveillance de la Qualité de I’Air (AASQA).

L'arrété ministériel du 2 février 1998 concerne les installations classées pour la protection de

I’environnement et soumises a autorisation. Ce texte contient 3 notions indispensables aux entreprises

pour la diminution de leurs rejets de COV : les références de valeurs limites d’émissions (VLE) a respecter

pour la mise en ceuvre du plan de gestion des solvants et la possibilité d’élaborer un schéma de maitrise

des émissions en cas de dépassement des VLE.

1.5 Les moyens de remédiation

Afin d’éviter le rejet des COV les plus toxiques dans I’environnement et pour respecter les valeurs limites

réglementaires, la premiére mesure a considérer est d’envisager leur substitution par des composés moins

nocifs. Toutefois pour des raisons techniques (molécules non substituables) ou économiques (co(t élevé de

la modification du procédé industriel ou des installations), cette substitution n’est pas toujours réalisable.

Plusieurs techniques de remédiation, schématisées sur la figure 8, peuvent donc étre appliquées par les

industries pour réduire ou éviter I'émission de COV dans I'atmosphére.

Traitement
des COV

‘ Techniques destructives |
Biologique
a| Biofiltre |

4 Physico—c‘himique ‘

A| Oxydation thermique ‘

. 4

‘ Techniques récupératrices ‘

ﬂ| Oxydation catalytique ‘ ﬂ{ Filtre percolateur ‘

Adsorption |

Biolaveur

Oxydation
[ |
photocatalytique

ﬂ‘ Perméation

Figure 8 : Les différents procédés de remédiation des COV (Khan and Ghoshal, 2000; Le Cloirec, 2004)
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Le traitement des molécules organiques peut s’effectuer grace a des techniques destructives

aboutissant a I’élimination des polluants ou a I'aide de techniques dites récupératrices permettant une

revalorisation des composés (figure 8). Les méthodes destructives sont basées sur des phénomeénes

d’oxydation physico-chimique ou biologique, donnant lieu a la transformation des composés organiques

volatils en dioxyde de carbone (CO;) et eau (H;0). Ce sont les méthodes les plus employées au niveau

industriel (Khan and Ghoshal, 2000). Alors que certaines techniques sont toujours en cours de

développement, trois solutions sont actuellement utilisées dans I'industrie :

Deux procédés mobiles et un procédé statique composent I'oxydation biologique : le filtre percolateur,
le biolaveur et le biofiltre. lls permettent le traitement de I'effluent pollué par des bactéries ou des
champignons microscopiques. Ces micro-organismes, en développement dans un liquide ou sur un
solide, vont utiliser les xénobiotiques comme substrat puis les dégrader en eau, CO; et minéraux. Cette
technique est utilisée dans seulement 5 % des cas de traitements de COV, principalement par les
industries agro-alimentaires ou dans les stations d’épuration ou elle permet notemment la dégradation
des alcools, des acides et des cétones. Par ailleurs, le rendement d’oxydation des hydrocarbures
aromatiques est compris entre 58 % et 95 % (Khan and Ghoshal, 2000). De plus, la dégradation
métabolique est lente et les installations de traitement sont volumineuses.

Egalement appelée « incinération », I'oxydation thermique est le traitement le plus souvent utilisé en
industrie, avec environ 80 % des installations de remédiation (CITEPA, 2017). Cette oxydation par
combustion permet la destruction de la plupart des COV utilisés en industries (peinture, vernis,
industries agroalimentaires et pharmaceutiques), exceptés ceux contenant du chlore, du fluor ou du
soufre. La combustion s’opere a une température comprise entre 850°C et 1 300°C et présente un
rendement compris entre 95 et 99 % (Khan and Ghoshal, 2000). Toutefois, les hautes températures de
combustion sont une limite a I'utilisation de cette méthode puisqu’elles engendrent un colt énergétique
élevé et les fumées peuvent contenir des produits de réaction toxiques comme le monoxyde de carbone
(CO) et les oxydes d’azote (NOx), voire des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).
L'oxydation catalytique est une alternative a I'oxydation thermique. En effet, la réaction des composés
organiques s’effectue a des températures plus basses (comprises entre 200°C et 450°C) que dans le cas
de la combustion, permettant ainsi de réduire les besoins énergétiques et d’éviter la formation de sous-
produits potentiellement toxiques. Cette performance est possible grace I’ajout d’un catalyseur situé
dans la chambre réactionnelle. Un catalyseur est une substance qui augmente la vitesse d’une réaction
chimique et diminue I'énergie nécessaire pour qu’elle se déroule. Le catalyseur est généralement formé
de deux phases. La premiére phase correspond au support, souvent composé d’alumine ou de silice, sur
lequel est déposée une deuxieme phase. Cette derniere renferme les espéces actives responsables du
procédé de catalyse. Elle peut-étre formée de métaux précieux (platine, palladium ou rhodium) ou

d’oxydes métalliques (Co,0s, CuO, Fe;0s,...). Ce traitement destructif a plusieurs avantages, comme sa
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facilité de mise en ceuvre, la possibilité de récupérer I'énergie produite, sa capacité a traiter des
mélanges complexes ainsi que des performances élevées. En effet, avec un rendement compris entre 90
% et 98 %, ce procédé permet d’oxyder certains COV industriels (Khan and Ghoshal, 2000). Toutefois
des sous-produits, certains plus toxiques que les molécules initiales, peuvent étre formés selon la
température de réaction. Il y a donc des ajustements de température a effectuer pour obtenir une

conversion totale du COV, tout en évitant la formation de produits secondaires.

Cependant, ces procédés ne sont pas adaptés pour tous les types de COV et a toutes les installations
industrielles. Afin de sélectionner la technique de traitement la plus efficace, deux critéres principaux sont a
prendre en compte : le débit et la concentration en COV émis (Khan and Ghoshal, 2000). En effet, certaines
techniques ne pourront pas étre retenues dans le cas d’un débit trop élevé de I'effluent. C’est notamment le
cas de l'oxydation catalytique qui exige un certain temps de contact entre le réactif et la surface du
catalyseur. Pour cette raison, un temps de contact serait trop faible dans le cas d’un débit d’effluent trop
élevé. La connaissance de la concentration du COV dans I'effluent est également essentielle. En effet, il sera
plus facile d’envisager I'application d’une technique récupératrice dans le cas d’'une concentration élevée de
COV (exemple : la condensation) ou plutét une technique comme I'oxydation catalytique, voire la
photocatalyse pour un effluent dont la concentration de COV est faible. Le choix d’un procédé est orienté
grace a des analyses physico-chimiques préliminaires, comme le débit et la température du flux gazeux a
traiter ou encore la nature et la concentration des COV. Sur le plan technico-économique, I'efficacité et la
fiabilité du procédé dans le temps, de méme que sa maintenance et son colt de fonctionnement sont
également des parametres déterminants dans le choix d’une technique de remédiation. Il peut étre
également souligné que I'efficacité d’un procédé est déterminée d’apres sa capacité a transformer un COV
primaire. Toutefois, il apparait essentiel aussi gu’au cours de la conversion des polluants, la sélectivité de la
réaction soit surveillée afin d’éviter la formation de produits secondaires, qui pourraient présenter eux aussi

une toxicité significative.

2. Toxicologie humaine des COV

Le potentiel toxique d’'une molécule dépend de différents parameétres, tels que la structure chimique et
I’état physique du composé en contact avec I'organe cible, la dose absorbée ou encore la durée d’exposition
(Casarett et al., 2001). Deux processus biologiques permettent de décrire la toxicité d’'une molécule : la
toxicocinétique qui étudie le cheminement de la molécule exogene dans I'organisme et la toxicodynamique
qui évalue ses interactions avec ses cibles macromoléculaires entrainant la survenue d’effets néfastes. La

deuxieme partie bibliographique de ce chapitre sera ainsi consacrée a I'étude de la toxicocinétique et aux
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différents mécanismes d’action des COV en général puis nous nous intéresserons a la toxicité des 4

hydrocarbures aromatiques d’intérét, c’est-a-dire le benzéne, le toluene, le m-xyléne et le mésityléne.

2.1 Toxicocinétique des COV

2.1.1 Toxicocinétique générale des xénobiotiques
Le devenir d’'un composé dans I'organisme humain, présenté dans la figure 9, est conditionné par 4
phénoménes biologiques synthétisés sous I'acronyme ADME pour Absorption, Distribution, Métabolisme et

Elimination.

Ingestion Inhalation Voie cutanée

Absorption

L}

) Systéme
respiratoire

Systeme
digestif

Distribution et Métabolisation

) v . Tissus mous
. . Fluide
Systé t té I hat " . 0]
‘ ystéme sanguin et systéme lymphatique }47 extracellulaire 5
y L
* Graisses
Rein Systéme respiratoire ‘
T e e B Lt
=
= v v v . — Absorption
‘€ Féces Urine Air expire Sécretion *= Distribution et métabolisation
&

* Elimination

Figure 9 : Toxicocinétique des xénobiotiques (INRS, 2012a)

L'absorption, premiere étape de la toxicocinétique, correspond au processus de pénétration de
molécules exogeénes dans I'organisme. La dangerosité dépend du toxique et de la voie d’exposition. L'entrée
du toxique s’effectue principalement par 3 voies principales : la voie pulmonaire, la voie digestive et la voie

cutanée (INSERM, 2013).

Apres avoir traversé les cellules épithéliales et atteint le systéme sanguin, les molécules sont
transportées dans tout I'organisme et se répartissent dans plusieurs organes et tissus cibles. Il s’agit de la
phase de distribution tissulaire. Les étapes d’adsorption et de distribution sont étroitement liées puisque les
propriétés physico-chimiques des xénobiotiques (masse moléculaire, réactivité, volatilité, solubilité, ...) et la

nature de la barriere a traverser influencent les mécanismes de diffusion des molécules. En effet les
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membranes cellulaires, composées d’une bicouche phospholipidique et de protéines, ont une perméabilité
sélective. Ainsi, les molécules de faible masse molaire ou liposolubles franchissent les membranes cellulaires
de maniere passive et sont accumulées dans la phase lipidique de la cellule. En revanche, les molécules
hydrophiles seront retenues en amont des pores membranaires (Casarett et al., 2001). La distribution des
xénobiotiques dépend également de la voie d’exposition. Les toxiques lipophiles absorbés par inhalation ou
par voie cutanée seront initialement distribués dans I'organisme avant d’atteindre les organes hépatiques

tandis que s’ils sont ingérés, ces toxiques atteindront en premier le foie.

Afin d’éliminer les xénobiotiques des cellules, I'organisme peut utiliser deux stratégies différentes :
I'utilisation immédiate de transporteurs membranaires qui vont évacuer les toxiques hors de la cellule ou la
mise en place d’'une phase de transformation métabolique. Il s’agit d’'un mécanisme de détoxication
enzymatique, modifiant les molécules lipophiles en molécules plus hydrophiles grace a I'action catalytique
d’Enzymes du Métabolisme des Xénobiotiques (EMX). L’augmentation de la synthese de ces EMX, initiée par
la présence des xénobiotiques, est connue sous le nom d’induction enzymatique. Chez les vertébrés, les EMX
sont présentes dans tout I’organisme mais avec une concentration plus importante dans le foie (Casarett et
al., 2001). Deux phases de réaction de métabolisation sont décrites : la premiére phase a pour rble de
fonctionnaliser les xénobiotiques grace a des réactions d’oxydation, de réduction ou d’hydrolyse. Les
principales enzymes intervenant dans cette phase sont les mono-oxygénases a cytochrome P450 (CYP450),
les alcools déshydrogénases (ADH) ou les aldéhydes déshydrogénases (ALDH). Puis, les enzymes de la phase
I, comme par exemple les glutathion S-transférase (GST) ou les NAD(P)H-quinone oxydoréductases,
conjuguent les métabolites fonctionnalisés avec des substances hydrophiles pour faciliter leur élimination
(Rose and Hodgson, 2004). Méme si I'objectif de la métabolisation est d’augmenter I’hydrophilie des toxiques
en vue de leur élimination, la phase | de biotransformation crée parfois des composés plus réactifs et plus

toxiques que les molécules initiales (Jana and Paliwal, 2007).

La derniere étape est I'excrétion, correspondant a I'élimination hors de I'organisme de la molécule
inchangée ou de ses métabolites par des protéines de transport ou d’efflux (P-glycoprotéine ou Multidrug
Resistance-Associated Proteins-MRP).. C'est une étape importante pour I’évaluation de la toxicité des
substances puisque plus ces dernieres seront excrétées rapidement, moins leur impact sur les cellules sera
élevé. La principale voie d’excrétion est la voie rénale. Les voies gastro-intestinales, pulmonaires et cutanées

sont également utilisées par I'organisme.
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2.1.2 Etape 1 : exposition et absorption des COV

L’exposition individuelle a un ou plusieurs xénobiotiques dépend essentiellement de I'individu lui-méme
(age, sexe, morphologie), de ses habitudes (tabagisme, activités, déplacement) ainsi que du temps passé dans
les différents micro-environnements extérieurs et intérieurs, tels que le domicile ou le lieu de travail (Gokhale

et al., 2008; Harrison, 2002; Sexton et al., 2004).

Parmi les microenvironnements intérieurs, le lieu de travail est I'une des principales sources d’exposition
aux COV. L'exposition professionnelle impacte toutes les catégories de travailleurs (employés de bureau,
ouvriers travaillant a I'extérieur ou a l'intérieur) et des domaines d’activité variés, tels que la fabrication de
peinture (Seeber et al., 1996) et son application (Caro and Gallego, 2009; Vitali et al., 2006), la cordonnerie
(Estevan et al., 2012), la distribution de carburants en station-service (Chen et al., 2002) ou encore
I'imprimerie . La premiére voie d’exposition professionnelle est I'inhalation (Tormoehlen et al., 2014). Lair
alvéolaire exhalé est donc souvent utilisé comme biomarqueur d’exposition. Ainsi, Caro et Gallego ont évalué
I'absorption de COV chez 4 catégories de travailleurs (peintres en batiments, peintres automobiles,
vernisseurs et employés de station-service) en comparant les molécules présentes dans l'air du poste de
travail avec celles analysées dans I'air exhalé (Caro and Gallego, 2009). Les chercheurs ont démontré que les
composés mesurés dans |'air ambiant a des concentrations élevées étaient également présents dans l'air
alvéolaire des travailleurs, corrélant ainsi I’exposition personnelle a I'exposition professionnelle. Parmi les
secteurs les plus émetteurs en solvants organiques, le métier de peintre automobile a fait I'objet de
nombreuses études (Castafio et al., 2019; Wang et al., 2017). En effet, cette catégorie de travailleurs est
exposée a des concentrations élevées de mélanges complexes de COV, provoquant a long terme des effets
néfastes sur la santé. Cependant, I'absorption des molécules organiques par inhalation a diminué depuis ces
20 derniéres années grace a I’évolution de la réglementation, a la substitution ou a la réduction de Iutilisation
de solvants et a I'installation d’équipements de protection collective (EPC) et au port d’équipements de
protection individuelle (EPI) (Caro and Gallego, 2009). Ainsi avec |'utilisation correcte d’EPC et d’EPI,
I'inhalation n’est plus la voie d’exposition principale et est remplacée par |’absorption cutanée. En effet, les
travaux de Chang et al., (2007) ont mis en évidence que la voie cutanée devenait le principal contributeur de
I’exposition au xyléne lorsque des peintres portaient des appareils de protection respiratoire, avec un
pourcentage d’absorption totale pouvant atteindre 64 % au niveau cutané (Chang et al., 2007). L’absorption
cutanée des solvants peut se faire soit par dépot direct des aérosols de peinture sur la peau des travailleurs
ou par transfert secondaire a partir des vétements. Pour finir, I'ingestion est une voie d’exposition
professionnelle secondaire. L’absorption peut avoir lieu lors de la déglutition des substances chimiques

initialement inhalées, ou par transfert du polluant présent sur les mains non lavées vers la bouche.
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Parmi les 80 % de temps que nous passons dans un environnement intérieur, 60 % sont alloués au
domicile (Thatcher, 1995). Le micro-environnement domestique est donc un facteur déterminant lors de
I’évaluation des expositions individuelles (Delgado-Saborit et al., 2011). Dans le micro-environnement que
représente le domicile, I'inhalation est également la voie d’exposition principale des COV. Les sources de
pollution sont diverses et les COV peuvent étre émis en continu (matériaux de construction, peinture,
ameublement) ou ponctuellement (tabac, parfum, cuisine, pollution extérieure) (Kim et al., 2001; Zhang and
Smith, 2003). Les voies digestives et cutanées sont quant a elles des voies d’exposition minoritaires et
concernent surtout I'absorption accidentelle de composés organiques domestiques présents dans les

produits ménagers ou de construction (Tormoehlen et al., 2014).

2.1.3 Etape 2 : distribution

La répartition des COV dans les différentes matrices biologiques (sang, tissus ou organes) dépend de
leur caractére lipophile ou hydrophile (Meulenberg and Vijverberg, 2000). Ainsi la majorité des COV sont des
substances lipophiles (hydrocarbures aliphatiques, alicycliques et aromatiques) se répartissant plus
facilement dans les tissus riches en graisses comme les tissus adipeux ou la moelle osseuse. lls peuvent donc
étre stockés dans le cerveau, le foie, les muscles ou le rein. En revanche, les composés comme les cétones,
les alcools et les esters sont des espéces hydrophiles (Poulin and Krishnan, 1996). Apres absorption, ces

dernieres sont retrouvées principalement dans le sang.

2.1.4 Etape 3 : métabolisation

De par leur hétérogénéité de composition en groupements fonctionnels, tous les COV ne sont pas
métabolisés par les mémes EMX (Castell et al., 2005; Jana and Paliwal, 2007). De plus, les EMX impliquées
dépendent également du tissu cible puisque ces derniéres ne sont pas exprimées de la méme maniére dans
les différents organes (Castell et al., 2005). Par conséquent, I'induction de ces enzymes peut étre considérée
comme biomarqueur pertinent de I'exposition aux différentes molécules organiques. C'est le cas du CYP1A1
connu pour son réle dans le métabolisme des HAP (Guéguen et al., 2006; Savary et al., 2018) ou encore des
enzymes de la phase Il NATI (N-acétyltransférase 1) et NAT2 (N-acétyltransférase 2) dont le géne est induit
en présence d’amines aromatiques hétérocycliques (Koda et al., 2017). Concernant le CYP2E1, il est impliqué
dans la biotransformation de nombreux composés organiques tels que les hydrocarbures substitués (alcool),
les hydrocarbures benzéniques (benzene, toluene) ou les hydrocarbures aliphatiques (1,3-butadiéne)
(INSERM, 2001). Parmi les EMX de la phase |, on retrouve également EPHX1 (Epoxide Hydrolase 1) induit par
les composés possédant un noyau benzénique (Castell et al., 2005; Lee et al., 2006; Sheets et al., 2004) ou
ADH (Alcool Déshydrogénase) et ALDH (Aldéhyde Déshydrogénase) dont I’expression dépend des alcools et

des aldéhydes, respectivement (Edenberg and Bosron, 2010; Marchitti et al., 2010). La glutathion S-
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transférase (GSTM1 et GSTT1) et NQO1 (NAD(P)H Quinone Déshydrogénase 1) appartiennent a la famille
d’enzymes de la phase Il. Elles interviennent dans le métabolisme de la majorité des aldéhydes, des

hydrocarbures aromatiques et des hydrocarbures aliphatiques (INSERM, 2001).

Ainsi, la biotransformation est un élément clé dans la toxicité des COV puisqu’elle joue un role de
protection des cellules (Casarett et al., 2001). Toutefois, certains produits issus de la métabolisation des COV
peuvent induire des effets plus déléteres sur I'organisme que les molécules initiales (Jana and Paliwal, 2007).
C'est le cas de I'époxybenzéne (métabolite du benzéne) connu pour sa toxicité hématopoiétique (Ciranni et

al., 1991).

2.1.5 Etape 4 : excrétion

L’élimination des COV inhalés est un processus rapide. En 1997, une étude a porté sur la mesure des
concentrations sanguines de 21 composés organiques volatils avant, pendant et aprés exposition de cing
individus (Ashley and Prah, 1997). Cette étude a mis en évidence que pour toutes les substances étudiées,
leur temps de demi-vie dans |'organisme était inférieur a 30 minutes. Toutefois, I'excrétion totale de ces
molécules a lieu sur le long terme puisque les résultats obtenus ont également confirmé I'existence d’un
mécanisme de stockage (deuxiéme étape du processus de toxicocinétique). Enfin, lors d’expositions répétées
aux xénobiotiques, une bioaccumulation peut avoir lieu dans les organes. Cette derniere est dépendante de

la fréquence et de la durée d’exposition (Ashley and Prah, 1997).

Tout comme I'absorption, I'élimination des COV peut se faire par différentes voies. Ces derniers peuvent
tout d’abord étre excrétés sans subir de modification métabolique préalable, dans I'air expiré ou dans I'urine
(Janasik et al., 2008). Toutefois, ces 2 voies d’excrétion du COV non modifié ne représentent qu’un faible
pourcentage de I'excrétion totale. En effet, I’élimination des substances organiques se fait principalement a
travers I'excrétion de métabolites urinaires obtenus lors de I'étape de métabolisation. Ces métabolites, peu
volatils en comparaison a leurs composés parents, sont régulierement utilisés comme biomarqueurs
d’exposition car ils ont 'avantage d’avoir a la fois une demi-vie plus longue que les composés présents dans
le sang ou l'air exhalé mais sont suffisamment non-persistants pour corréler leur présence avec des
expositions spécifiques (Alwis et al., 2012; Ding et al., 2009). De plus, la méthode de prélevement
d’échantillons urinaires est non-invasive (Al Zabadi et al., 2011). En revanche, certaines de ces molécules
manquent de spécificité. C'est le cas de I'acide benzylmercapturique (BMA), utilisé comme biomarqueur
d’exposition au toluéne mais pouvant étre formé par métabolisation de I'alcool benzylique, molécule
présente dans les produits cosmétiques. Le tableau 5 recense quelques métabolites urinaires et leurs COV

correspondants.
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Tableau 5 : principaux métabolites urinaires des COV (Alwis et al., 2012; Ding et al., 2009)

Métabolites

cov
CEMA N-Acétyle-S-(2-carboxyéthyl)-L-cystéine acroléine
2HPMA N-Acétyle-S-(2-hydroxypropyl)-L-cystéine oxyde de propyléne
3HPMA N-Acétyle-S-(3-hydroxypropyl)-L-cystéine acroléine
MHBMA1 N-Acétyle-S-(1-hydroxyméthyl-2-propényl)-L-cystéine
MHBMA2 N-Acétyle-S-(2-hydroxy-3-butényl)-L-cystéine 1,3 butadiéne
MHBMA3 N-Acétyle-S-(4-hydroxy-2-butén-1-yl)-L-cystéine
DHBMA N-Acétyle-S-(3,4-dihydroxybutyl)-L-cystéine 1,3 butadiéne
acrylonitrile
HEMA N-Acétyle-S-(2-hydroxyéthyl)-L-cystéine
oxyde d’éthylene
AAMA N-Acétyle-S-(2-hydroxypropyl)-L-cystéine acrylamide
GAMA N-Acétyle-S-(2-carbamoyl-2-hydroxyéthyl)-L-cystéine acrylamide
CYMA N-Acétyle-S-(2-cyanoéthyl)-L-cystéine acrylonitrile
PMA N-Acétyle-S-(phényl)-L-cystéine benzéne
BPMA N-Acétyle-S-(n-propyl)-L-cystéine 1-bromopropane
TTCA acide 2-thioxothiazolidine-4-carboxylique disulfure de carbone
HPMMA N-Acétyle-S-(3-hydroxypropyl-1-méthyl)-L-cystéine crotonaldéhyde
AMCC N-Acétyle-S-(N-méthylcarbamoyl)-L-cystéine N,N-Diméthylformamide
éthylbenzéne
PGA acide phénylglyoxylique .
styréne
PHEMA N-Acétyle-S-(1-phényl-2-hydroxyéthyl)-L-cystéine styrene
MA acide mandélique styréne
TCVMA N-Acétyle-S-(trichlorovinyl)-L-cystéine tétrachloroéthyléne
BMA N-Acétyle-S-(benzyl)-L-cystéine toluéne
HA acide hippurique toluéne
o-crésol ortho-crésol toluene
1,2DCVMA N-Acétyle-S-(1,2-dichlorovinyl)-L-cystéine
trichloroéthylene
2,2DCVMA N-Acétyle-S-(2,2-dichlorovinyl)-L-cystéine
t,t MA acide trans,trans-muconique benzéne
N-Acétyle-S-(2,4-diméthylphényl)-L-cystéine
DPMA N-Acétyle-S-(2,5-diméthylphényl)-L-cystéine xyléne

N-Acétyle-S-(3,4-diméthylphényl)-L-cystéine
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2MHA acide 2-Méthylhippurique
3MHA acide 3-Méthylhippurique xyléne
4MHA acide 4-Méthylhippurique

2.2 Effet des COV sur la santé

Le premier article relatant les effets cliniques d’une exposition aux COV date de 1926 (Tormoehlen et
al., 2014). Depuis, de nombreuses études toxicologiques ont été réalisées afin de déterminer les impacts sur
la santé humaine de ces molécules. Ces derniers sont dépendants de la structure de la molécule, ainsi que
de sa réactivité (Rumchev, 2004). C’'est pourquoi les effets toxiques sont nombreux et affectent la plupart
des fonctions de I'organisme, que ce soit lors d’expositions aigué ou chronique. Cette partie a donc pour
objectif de recenser les différents effets toxiques des COV, tels que les effets neurosensoriels et
neurologiques, les réactions inflammatoires ou encore les effets cancérogénes, mutagenes ou reprotoxiques
(CMR). Les COV peuvent également impacter les fonctions cardiaques, rénales et gastro-intestinales

(Tormoehlen et al., 2014) mais ces effets ne seront pas évoqués dans ce chapitre.

2.2.1 Effets neurosensoriels et neurologiques

Le systeme nerveux central (SNC) constitue I'une des principales cibles des COV aprés leur inhalation. Le
SNC comprend le cerveau, le tronc cérébral et le cervelet et a pour role de contrdler les activités essentielles
a I'organisme comme I'équilibre, le comportement, les émotions ou encore les fonctions intellectuelles. Une
courte exposition aux COV provoque une dépression du SNC, avec I'apparition de plusieurs symptémes
réversibles aprés l'arrét de I'exposition : maux de téte, nausées et vomissements, étourdissements et
vertiges (Dick, 2006). Pour des concentrations élevées, ces troubles peuvent progresser vers une perte de
connaissance, des convulsions voire entrainer le décés de I'individu exposé. Méme si ces effets neurologiques
sont communs a la plupart des COV, leur apparition dépend de la dose absorbée et de la nature du COV. En
effet, des sensations de vertige ont été observées pour une exposition au benzéne a une concentration
comprise entre 250 et 500 ppm alors que ce symptdme a été induit par des concentrations plus faibles en
toluene, de I'ordre de 80 a 150 ppm (Echeverria et al., 1991). L'impact neurologique d’une exposition
chronique aux hydrocarbures aromatiques, souvent utilisés comme solvants, a beaucoup été étudié dans les
milieux professionnels. Les principales catégories de travailleurs exposés sont ceux appartenant au domaine
de la peinture industrielle, du nettoyage a sec et de I'imprimerie (Dick, 2006). Ces études ont évalué les effets
de I'exposition individuelle des travailleurs avec la réalisation de tests portant sur I'orientation, la mémoire,
le langage et la fonction psychomotrice. Ainsi, les résultats ont montré un lien entre une exposition
professionnelle aux solvants et une augmentation d’effets neurologiques qui différent selon les molécules.

Par exemple, I'inhalation du toluéne ou du styréne provoque des troubles de la vision des couleurs, mémes
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pour de faibles concentrations (Cavalleri et al., 2000; Lomax et al., 2004). En revanche, dans une étude menée
chez des techniciens en histologie, I'exposition aux vapeurs de formaldéhyde a été associée a une altération

de la mémoire et de la coordination (Kilburn et al., 1985).

2.2.2 Pathologies inflammatoires et allergiques

Les composés organiques peuvent endommager les fonctions du systéme respiratoire et induire des
pathologies telles que I'asthme, ou encore des allergies comme par exemple les rhinites allergiques et des
irritations des muqueuses. Ces effets varient selon la durée d’exposition et sont plus importants chez les

personnes sensibles comme par exemple les personnes asthmatiques et les enfants (Cakmak et al., 2014).

Premierement, plusieurs études ont montré une corrélation entre une exposition aux COV et
I'apparition de syndromes asthmatiques (Nurmatov et al., 2015). En 2011, Billionnet et al. ont analysé les
effets de plusieurs COV mesurés dans 567 logements francais et |la prévalence pour la population d’étude de
développer un asthme (Billionnet et al., 2011). Les auteurs ont démontré que la présence de n-undecane
(hydrocarbure aliphatique) et de 1,2,4-trimethylbenzene (hydrocarbure aromatique) était associée
significativement au développement de I'asthme. L'étude de Rumchev confirme également I'implication des
hydrocarbures aromatiques dans I'apparition d’asthme chez les enfants (Rumchev, 2004). En effet, les
chercheurs ont observé une amplification des symptomes asthmatiques lorsque les concentrations
ambiantes en benzéne et toluéne augmentaient de 10 pg.m3. De nombreuses études dans les micro-
environnements professionnels ont également montré une augmentation de la prévalence de maladies
respiratoires non cancéreuses telles que I'asthme ou les infections broncho-pulmonaires, lors d’expositions
chroniques au styrene pour des concentrations comprises entre 42 et 72 ppm (Nett et al., 2017). Dans 3 %
des cas, ces maladies chroniques ont entrainé le déces des travailleurs exposés. Une étude en milieu urbain
et rural, a montré une association entre I'exposition d’enfants a I'acétaldéhyde, au xyléne et au toluéne,
composés présents dans I'air intérieur, avec une prévalence plus importante de I'asthme (Hulin et al., 2010).
Les syndromes asthmatiques peuvent étre reliés a la mesure de marqueurs biologiques de I'inflammation,
tels que uLTE4 (urine leukotriene E4) ou FeNO (Fractional exhaled nitric oxide) (Kwon et al., 2018). En effet,
les auteurs ont mesuré une augmentation de I’expression de uLTE4 et une diminution de FeNO chez 34 sujets
ayant été déplacés au cours de leur hospitalisation d’un batiment ancien a un batiment rénové. Dans les
locaux récents, les chercheurs ont également mesuré des concentrations plus élevées en benzene, toluéne,
éthylbenzéne, styrene, xyléne, formaldéhyde et acétaldéhyde. Ces résultats ont été corrélés avec une

aggravation des symptomes respiratoires chez les patients asthmatiques.
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Une exposition prolongée aux COV peut également induire le développement de réactions allergiques,
telles que les rhinites, les infections des voies respiratoires, les conjonctivites ou les dermatites atopiques
(Roda et al., 2011). Dans I'étude de Billionnet et al., une corrélation significative a été observée entre
I'inhalation d’hydrocarbures halogénés et I'apparition de rhinites allergiques (Billionnet et al., 2011). Le
formaldéhyde est quant a lui mis en cause dans l'induction de symptémes atopiques, méme pour des
concentrations d’exposition inférieures aux valeurs guides (Garrett et al., 1999; McGwin et al., 2010). Des
recherches ont montré que I’exposition aux COV durant le stade foetal pouvait altérer le systeme immunitaire

de I'enfant, augmentant la susceptibilité de développer des allergies (Baiz et al., 2011; Lehmann et al., 2008).

Enfin, la plupart des COV provoque des irritations au niveau oculaire, cutané ou respiratoire. Parmi ces
composés organiques, le formaldéhyde est I'un des plus irritants y compris a de trés faibles concentrations
(Wolkoff et al., 2006). Les vapeurs de xyléne peuvent également irriter I'appareil respiratoire supérieur et les
yeux tandis qu’un contact prolongé sous sa forme liquide entraine des irritations de la peau et une possible

desquamation (Cometto-Muiiiz and Cain, 1995).

2.2.3 Effets Cancérogénes, Mutagénes ou Reprotoxiques
L'absorption par I'organisme de certains xénobiotiques peut étre a 'origine d’effets cancérogenes,
mutagénes ou toxiques pour la reproduction (CMR). L’article R4411-6 du code du travail donne la définition
de ces 3 effets® :
e Cancérogene : « substance et mélange qui, par inhalation, ingestion ou pénétration cutanée, peuvent
provoquer un cancer ou en augmenter la fréquence »

e Mutagene : « substance et mélange qui, par inhalation, ingestion ou pénétration cutanée, peuvent

produire des défauts génétiques héréditaires ou en augmenter la fréquence »
e Toxique pour la reproduction ou reprotoxique : « substance et mélange qui, par inhalation, ingestion ou
pénétration cutanée, peuvent produire ou augmenter la fréquence d'effets nocifs non héréditaires dans la

progéniture ou porter atteinte aux fonctions ou capacités reproductives ».

Les données obtenues dans les enquétes épidémiologiques et les études in vivo, permettent de classer
les molécules en fonction de leurs propriétés CMR. En France, deux classifications coexistent. La premiére
classification, divisée en 3 catégories, est établie par I’'Union Européenne et figure en annexe VI du reglement

CE n°1272/2008 (tableau 6).

6 Article R4411-6 du code du travail
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Tableau 6 : Classification des substances cancérogenes, mutagenes ou reprotoxiques (CMR) de I’'Union Européenne

Catégories Définitions
1A Substances dont le potentiel cancérogene pour I'étre humain est avéré
C 1B Substances dont le potentiel cancérogéne pour I'étre humain est supposé
2 Substances suspectées d'étre cancérogenes pour I'homme
1A Substances dont la capacité d'induire des mutations héréditaires dans les cellules
germinales des étres humains est avérée
M 1B Substances dont la capacité d'induire des mutations héréditaires dans les cellules
germinales des étres humains est supposée
2 Substances suspectées d’induire des mutations héréditaires dans les cellules
germinales des étres humains.
1A Substances dont la toxicité pour la reproduction humaine est avérée
R 1B Substances dont la toxicité pour la reproduction humaine est supposée
2 Substances suspectées d'étre toxiques pour la reproduction humaine

La deuxieme classification concerne uniquement I'effet cancérogene classé en 5 groupes par le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC) :
e Groupe 1:agent cancérogéne pour I’'Homme
e Groupe 2A : agent probablement cancérogéne pour I’'Homme
e Groupe 2 B: agent peut-étre cancérogéne pour I’'Homme
e Groupe 3 : agent inclassable quant a sa cancérogénicité pour 'THomme

e Groupe 4 : agent probablement pas cancérogéne pour I’'Homme

Plusieurs COV ont des propriétés Cancérogenes, Mutagénes ou Reprotoxiques. Par exemple, le
dichlorométhane, appartenant a la famille des hydrocarbures aliphatiques halogénés, est classé dans le
groupe 2B « peut-étre cancérogene » par le CIRC et catégorie 2 « substance suspectée d’étre cancérogeéne »
par "'UE. Les principaux cancers induits par I'exposition a un ou plusieurs hydrocarbures volatils sont ceux
touchant le systeme respiratoire, le cerveau, le systéeme nerveux, le systéme endocrinien ou la peau (Boeglin
et al.,, 2006). En revanche, le benzéne est connu pour ses effets cancérogénes sur le systeme
hématopoiétique. Du fait de son pouvoir leucémogene, il est classé groupe 1 par le CIRC et catégorie 1 par
I'UE. Le benzéne a également des propriétés mutageénes (catégorie 2 par 'UE). En effet, il induit des
aberrations chromosomiques chez les individus exposés (Gaskell et al., 2004). Enfin, le toluéne est un
exemple de COV pouvant avoir des effets sur la reproduction. Des études toxicologiques ont montré son
impact possible sur la fertilité des femmes et le développement embryonnaire (Plenge-Bonig and Karmaus,
1999). Toutefois par manque d’informations complémentaires, cette molécule est actuellement classée par

I’UE dans la catégorie 2 des substances suspectées d’étre toxiques pour la reproduction humaine.
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2.3 Toxicologie humaine des 4 COV d’étude

2.3.1 Le benzéne

Toxicocinétique du benzéne :

Environ 50 % de la dose de benzene inhalé est absorbé par voie pulmonaire, ce qui en fait la principale voie
d’absorption chez I’'Homme. Il peut également étre absorbé par voie percutanée lors de la manipulation de
solvants liquides ou par absorption cutanée des vapeurs, avec des estimations d’absorption de 0,2 et 0,05 %
respectivement. Une fois dans la circulation systémique, le benzene peut ensuite étre distribué dans le sang
et dans les tissus riches en lipides de différents organes comme le cerveau, le foie, le rein ou I'estomac. La
métabolisation du benzene (figure 10) se déroule principalement dans le foie et entraine la formation de
métabolites toxiques pour I'organisme, tel que les phénols, I'acide trans,trans-muconique, I’hydroquinone
ou les benzoquinones. Ces derniéres sont surtout myélotoxiques, provoquant une diminution ou une
interruption de la production de certaines cellules sanguines (INRS, 2011d; Snyder and Hedli, 1996). Entre 24
et 36 heures aprées exposition, environ un tiers du benzéne absorbé est éliminé dans les urines sous ses
formes métabolisées. Un faible pourcentage (1 %) peut toutefois étre évacué par voie urinaire sous forme
inchangée. Enfin, le benzéne est également excrété dans I'air exhalé avec un pourcentage variant de 10 a
50 %. En effet, I'excrétion est dépendante de I'activité physique de I'individu et du tissu ol la molécule a été

stockée. Elle s’effectue en plusieurs étapes plus ou moins rapides (de quelques minutes jusqu’a 24 h apres

exposition).
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Figure 10 : Métabolisme du benzéne (inspiré de INRS, 2011d; Snyder and Hedli, 1996)
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Effets neurotoxiques :

Comme tous les solvants organiques, I'inhalation du benzene provoque des effets toxiques sur le SNC.
Les symptomes neurologiques observés dépendent de la dose inhalée et de la durée d’exposition. Ainsi, une
exposition aigué a ce composé organique entraine une dépression du SNC avec I'apparition de maux de téte,
de nausées, de somnolence ou de vertiges (INRS, 2011d). Pour les plus fortes concentrations, c’est-a-dire
supérieures a 500 ppm, des symptomes plus importants peuvent apparaitre comme des convulsions ou une
perte de conscience. Lors d’expositions répétées, les symptomes observés sont une diminution des capacités

d’attention et de mémorisation, des troubles du sommeil ou encore un état dépressif.

Pathologies inflammatoires et allergiques :

Un contact cutané avec le benzéne peut entrainer des irritations locales réversibles (INRS, 2011d).
Quelques enquétes épidémiologiques ont également montré le lien entre une exposition par voie pulmonaire
au benzene et l'augmentation de certaines pathologies inflammatoires telles que I'asthme. En 2004,
Rumchev et al. ont ainsi démontré qu’une exposition & une concentration de benzéne de 10 pg.m?3, ce qui
correspond a 3 ppb, multipliait par trois le risque de développer de I'asthme chez I’enfant (Rumchev, 2004).
Pour des concentrations ambiantes supérieures a 20 ug.m3(6 ppb), le risque était multiplié par 8 par rapport
a la population témoin. Chez des cohortes d’enfants, la concentration en benzéne dans I'air exhalé a
également été associée a I'augmentation de symptomes asthmatiques séveres (Delfino et al., 2003). Enfin,
une étude prospective ayant pour objectif d’évaluer I'effet toxique de polluants de I'air intérieur sur la santé
de nouveau-nés, a montré une augmentation du nombre d’infections respiratoires chez les nourrissons
exposés a plus de 5 pg.m> de benzéne (1,5 ppb). Le risque pour les nourrissons de développer des infections
des voies pulmonaires a également été relié au tabagisme passif et a des restaurations récentes au sein de

logements (peinture et revétement de sol) (Diez et al., 2000).

Effets Cancérogénes, Mutagénes ou Reprotoxiques :

Le benzéne est connu pour ses effets toxiques sur le systeme hématopoiétique a I'origine de troubles
hématologiques non malins (thrombopénie, leucopénie ou anémie) et sur son réle dans la survenue de
leucémies ou de lymphomes non hodgkinien (Lan et al., 2004). De par ce pouvoir leucémogéne, le benzéne
a été classé dans le groupe 1 « agent cancérogeéne pour I’'Homme » par le CIRC et dans la catégorie 1
« substances dont le potentiel cancérogéne pour ’homme est avéré » par 'UE. Ce composé organique est
également classé dans la catégorie 2 des substances mutagenes par I'UE. En effet, des aberrations
chromosomiques au niveau des cellules somatiques et germinales ont été observées lors d’expositions

professionnelles (Lau et al., 2009).
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2.3.2 Le toluene

Toxicocinétigue du toluéne :

Aprés inhalation, voie d’exposition principale, 50 % du toluene est absorbé par I'organisme dans les 15
minutes suivant le début de I'exposition. Le toluene se retrouve donc rapidement dans le systeme sanguin.
L'ingestion du toluene entraine 100 % d’absorption du composé mais avec une vitesse plus lente que
I"absorption par voie pulmonaire puisque le pic sanguin n’est observé que 2 h apres exposition. Enfin, la voie
cutanée est négligeable puisque la vitesse d’absorption du toluéne est lente : inférieure a 20 mg.cm?2.h™.
Comme la plupart des COV, le toluéne est surtout distribué dans les tissus riches en lipides (cerveau, foie,
rein ou estomac), et notamment aussi dans la matiere blanche du systéeme nerveux central. |l peut également
traverser la barriére placentaire et étre stocké dans le lait maternel. La demi-vie du toluéne dans les tissus
adipeux est de 77 h, augmentant le risque d’accumulation, surtout pour les travailleurs. Environ 80 % de la
dose absorbée en toluene est métabolisé par le foie. La premiere étape de métabolisation permet d’oxyder
le toluéne en alcool benzylique grace aux cytochromes P450, tels que CYP2E1, CYP2B6, CYP1A1 et CYP1A2.
Le principal métabolite urinaire est I'acide hippurique, formé par la conjugaison de la glycine avec |'acide
benzoique. Il s’agit de la voie principale de métabolisation du toluéne (figure 11). Pour les 3 voies
d’exposition, 80 % du toluéne absorbé est éliminé dans I'urine aprés transformation métabolique tandis que
les 20 % restants sont évacués par voie pulmonaire. Seulement 0,06 % de la dose initiale est excrétée par

voie urinaire sous forme inchangée (EPA, 2005; INRS, 2012b).
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Figure 11 : Métabolisme du toluéne (inspiré de INRS, 2012b; Woiwode et al., 1979)
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Effets neurotoxiques :

Aprées absorption par I'organisme, le toluene traverse facilement la barriere hémato-encéphalique et
occasionne des effets néfastes sur le SNC (Win-Shwe and Fujimaki, 2010). Contrairement aux autres
hydrocarbures aromatiques, la neurotoxicité du toluéne est causée par la molécule elle-méme et non par la
formation de métabolites secondaires (INRS, 2012b). Les principaux symptémes observés chez des individus
exposeés au toluene sont des insomnies, des troubles de la mémoire et de la concentration ou encore une
diminution des performances intellectuelles (Echeverria et al., 1991). Des tests psychométriques mettent en
évidence une diminution de la dextérité manuelle, de la discrimination des couleurs et de la perception
visuelle (Kobald et al., 2015). Utilisé comme solvant pour la peinture, le toluéne est trés présent dans les
environnements professionnels. Plusieurs enquétes ont évalué les effets de la molécule sur les populations
de peintres. Wang et Chen ont ainsi remarqué une augmentation du nombre de maux de téte, de vertiges et
de dépressions chez les travailleurs d’un groupe fortement exposé au toluéne par rapport a ceux faiblement
exposés (Wang and Chen, 1993). Des études ont également fait le lien entre I'exposition au toluéne et
I"apparition de toxicité neurosensorielle, telle qu’une augmentation de pertes d’audition (Chang et al., 2006;

Waniusiow et al., 2009).

Pathologies inflammatoires et allergiques :

Le contact cutané avec la molécule de toluene provoque également des dermatoses d’irritation (INRS,
2012b). Le toluéne participe au développement de symptomes asthmatiques. Une étude frangaise a comparé
les effets de la pollution de I'air intérieur chez des enfants vivants en milieu urbain ou rural (Hulin et al.,
2010). Les auteurs ont remarqué que les environnements urbains étaient plus pollués que les
environnements ruraux. Dans un deuxiéme temps, ils ont constaté que I'exposition au toluene était associée
significativement a l'induction d’asthme chez les enfants vivant dans les villes. Dans leur enquéte
épidémiologique, Rumchev et al. ont également évalué I'impact des COV, dont le toluéne, sur I'apparition de
symptomes inflammatoires, avec un odds-ratio de 1,03 (ICss : 1,02-1,07) pour I'asthme en ajustant sur les co-
expositions aux autres COV (Rumchev, 2004). Des études ont également révélé son implication dans

I’'apparition d’eczéma chez les enfants (Bolden et al., 2015).

Effets Cancérogénes, Mutagénes ou Reprotoxiques :

Les données sur I'induction de cancer par le toluéne sont insuffisantes pour pouvoir affirmer son pouvoir
cancérogene. Le toluéne n’est pas classé par I'UE. Le CIRC a classé la molécule dans le groupe 3 (agent
inclassable) sur la base de preuves insuffisantes chez 'Homme et I'absence de cancérogénicité chez I'animal.
Les différentes études toxicologiques n’ont également pas montré d’effets mutagénes significatifs chez des
travailleurs exposés. Toutefois, le toluene est classé toxique pour la reproduction de catégorie 2 par I'UE suite

a des études montrant chez I'animal des effets sur le développement foetal, notamment un retard de
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croissance et du développement squelettique. Cette reprotoxicité pourrait s’expliquer par une toxicité
maternelle et non par un effet développemental direct de la substance (ANSES, 2017a). Chez I’'Homme,
I'inhalation intentionnelle de grandes quantités de toluéne aurait une action néfaste sur la fertilité des
femmes toxicomanes et le développement embryonnaire (Plenge-Bonig and Karmaus, 1999) et sur les

mécanismes de régulation du systeme endocrinien (Svensson et al., 1992).

2.3.3 Le xyléne

Toxicocinétique du xyléne :

Comme pour les autres hydrocarbures aromatiques, la voie pulmonaire est la principale voie
d’exposition du xylene. Pour les trois isoméres existants (o0-, p- et m-xyléne), environ 65 % de la quantité
inhalée est absorbée par les poumons. Le xyléne liquide peut également étre absorbé par la voie cutanée. La
distribution de la molécule entre le sang et les différents organes cibles est rapide, avec un équilibre atteint
au bout de 6 h aprés le début de I'exposition (Carpenter et al., 1975). En revanche, la durée de son absorption
par les tissus adipeux est de quelques jours. La métabolisation a surtout lieu dans le foie (95 %) avec
I'induction d’EMX telles que CYP2E1, CYP2B1, UDP-Glucuronosyltransférase (UGT) et GST (Kim et al., 2016).
La premiere étape de biotransformation correspond a I'oxydation d’'un groupement méthyl en acide
méthylbenzoique. Puis les principaux métabolites, les acides méthylhippuriques, sont formés par conjugaison
de I'acide avec des molécules de glycine (figure 12) (Fishbein, 1985; INRS, 2009c). Ces métabolites sont
excrétés dans 'urine, principale voie d’élimination (90 a 95 % du xyléne absorbé) ou dans I'air exhalé (3a 6
% du xyléne absorbé). L’excrétion des acides méthylhippuriques par voie urinaire se passe en deux phases :
une phase rapide et une phase plus lente correspondant aux molécules stockées dans les tissus adipeux

(demi-vie d’environ 60 h).
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Figure 12 : Métabolisme du xyléne (inspiré de Fishbein, 1985, INRS, 2009c)
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Effets neurotoxiques :

Les travaux ayant pour objectif d’étudier les effets des xylenes sur I'apparition de symptomes
neurologiques ne sont pas récents. Les principaux articles ont en effet été publiés dans les années 1970 et
1980. Les effets neurotoxiques du xylene sont similaires a ceux provoqués par les autres hydrocarbures
aromatiques. Des expositions répétées par inhalation au m-xyléne pour des concentrations allant de 100 a
400 ppm, ont provoqué une augmentation des temps de réaction et une altération de I'équilibre chez des
sujets volontaires (Riihimaki and Savolainen, 1980). En paralléle, certains individus exposés ont été soumis a
une période d’activité physique, entrainant I'augmentation des symptomes neurotoxiques par rapport aux
individus sédentaires. Toutefois, les effets observés dans cette étude n‘ont pas persisté dans le temps
puisque le xyléne a un temps de demi-vie, de I'ordre de 30 minutes a 1 heure. Beaucoup d’études sur les
effets d’'une exposition aux xylénes ont été réalisés sur des animaux (rats, lapins ou chiens). En 1975,
Carpenter et al. ont réalisé des expositions chroniques sur des rats entrainant une perte de réflexes, une

diminution du temps de réaction et une altération de la coordination (Carpenter et al., 1975).

Pathologies inflammatoires et allergiques :

Des enquétes épidémiologiques ont fait le lien entre I'inhalation des xylénes et I'augmentation de
pathologies inflammatoires du systéme respiratoire. Par exemple, les travaux de Billionnet et al. ont révélé
que l'exposition aux 3 isomeres du xylene augmentait le risque de développer des rhinites allergiques
(Billionnet et al., 2011). L’exposition a ces trois isoméres semble également induire un risque de développer
un syndrome asthmatique. En effet, Delfino et al. ont observé une augmentation significative d’épisodes
asthmatiques pour une cohorte d’enfants exposés aux xylénes (Delfino et al.,, 2003). Les xylénes sont
également irritants pour la peau. Des peintres utilisant des pistolets a peinture ont ressenti des irritations sur

certaines régions du corps, se traduisant par I'apparition de rougeurs (Chang et al., 2007).

Effets Cancérogénes, Mutagénes ou Reprotoxiques :

Les xylenes n’auraient pas d’effets mutagénes. Les études in vivo et in vitro ont donné des résultats
négatifs pour les tests réglementaires de mutagénicité (INRS, 2009c). En revanche, les données sur la toxicité
de ces molécules sont insuffisantes pour pouvoir conclure sur son pouvoir reprotoxique. Toutefois, il a été
prouvé que les xylénes ont la capacité de traverser la barriére placentaire chez les rats. Enfin, le CIRC a classé
les 3 isoméres de xyléne dans le groupe 3 (agent inclassable quant a sa cancérogénicité sur 'THomme) car les

résultats obtenus apres exposition de rongeurs sont difficiles a interpréter.
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2.3.4 Le mésityléne

Toxicocinétigue du mésityléne :

Le mésityléne n’est pas un des COV parmi les plus étudiés en toxicologie. A ce jour, peu d’informations
sur sa toxicité sont disponibles. Quelques études ont toutefois été effectuées sur des animaux ou sur des
individus exposés en milieu professionnel ou lors d’expériences en milieu contrélé. Aprés inhalation, le
mésitylene est rapidement absorbé par I'organisme et s’accumule principalement dans les tissus adipeux
(Saillenfait et al., 2005). Dans le foie, I'un de ses groupes méthyle est oxydé en acide diméthylbenzoique.
Celui-ci est ensuite conjugué a une molécule de glycine pour former I'acide 3, 5-diméthylhippurique (figure
13). Chez les rongeurs, plus de 90 % de la dose absorbée est excrétée par voie urinaire sous forme d’acide 3,

5-diméthylhippurique ou d’acide 3, 5-diméthylbenzoique (INRS, 2004).
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Figure 13 : Métabolisme du mésitylene (inspiré de INRS, 2004)

Effets neurotoxiques :

Tres peu d’études scientifiques relatent I'effet neurotoxique de I’exposition humaine au mésityléne alors
gu’a l'instar des autres solvants organiques de ce type, une dépression du SNC est suspectée. Une étude,
datant de 1956 citée par I'INRS, a également permis d’examiner les effets a long terme du mésityléne. Les
chercheurs se sont concentrés sur un groupe de 37 peintres exposés aux 3 isoméres du triméthylbenzéne
pendant une durée de 7 ans (INRS, 2004). Des troubles neurologiques comme des maux de téte, de a
somnolence, de I'anxiété, des pertes de la mémoire ou des troubles du comportement ont été observés pour

80 % des sujets.
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Pathologies inflammatoires et allergiques :

L’exposition aigué et chronique au mésitylene provoque des réactions inflammatoires similaires aux
autres solvants organiques. D’aprés I'étude de 1956 sur le groupe de travailleurs du secteur de la peinture
(INRS, 2004), les individus exposés ont également été atteints d’irritations des voies aériennes et de troubles
ventilatoires (70 % des cas). Le mésityléne peut également étre a I'origine de I'apparition de rougeurs et
d’une sécheresse de la peau lors d’un contact cutané. Une projection oculaire du solvant peut également

induire une irritation conjonctivale.

Effets Cancérogénes, Mutagenes ou Reprotoxiques :

Aucune information n’est disponible concernant les effets CMR du mésitylene chez I'Homme. Chez
I’animal, seul son pouvoir reprotoxique a été étudié chez des rates gestantes exposées par inhalation, 6 h par
jour pendant 14 jours au mésitylene (1,3,5-triméthylbenzéne) aux doses de 100, 300, 600 et 1200 ppm ou au
pseudocumene (1,2,4-trimethylbenzéne) aux doses de 100, 300, 600 et 900 ppm (Saillenfait et al., 2005). Une
réduction significative du poids corporel du feetus a été observée apres exposition a des concentrations allant
de 600 a 1200 ppm tandis qu’une diminution significative de la prise de poids de la mere et de Ia
consommation de nourriture a été observée dés 300 ppm de mésitylene. Toutefois, aucun effet tératogene

n’a été observé.

2.4 Valeurs Limites d’Exposition Professionnelle des 4 COV d’étude

L’évaluation quantitative des risques sanitaires est un outil d’aide a la décision qui vise dans une
situation d’incertitude a intégrer les connaissances disponibles afin de statuer sur le niveau de risque collectif
pour la santé qu’induit une exposition a des substances dangereuses. La démarche d’évaluation implique les
4 étapes suivantes : (i) Identification des dangers, (ii) Définition des relations dose-réponse, (iii) Evaluation
de I'exposition et (iv) Caractérisation des risques. Les deux premieres étapes qui visent a caractériser le
danger ont pour objectif la proposition de valeurs sanitaires de référence lorsque les données disponibles
sur les substances considérées le permettent. Afin de prévenir les risques sur la santé provoqués par
I’exposition aux xénobiotiques, ces valeurs sanitaires de référence peuvent étre mises en place
spécifiqguement pour la population générale et pour le milieu professionnel. Ces valeurs constituent des
indices toxicologiques qui permettent de qualifier ou de quantifier un risque pour la santé humaine. Elles
établissent le lien entre une exposition a une substance toxique et l'occurrence d’'un effet sanitaire
indésirable. Ces valeurs sont spécifiques d’une durée d’exposition et définies par rapport a une voie
d’exposition. Elles sont construites en fonction des connaissances et des hypotheses formulées sur les
mécanismes d’action des substances (ANSES, 2017b). Par exemple, pour un toxique par inhalation, la valeur
sanitaire de référence représente la concentration dans I'air que devrait pouvoir respirer un individu sans

que I'exposition ne provoque d’effets néfastes sur sa santé.
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Concernant la population générale, deux valeurs sont distinguées selon le contexte : les Valeurs
Toxicologiques de Référence (VTR) qui s’appliquent en environnement général a I'ensemble de la population,
y compris les populations sensibles telles que les enfants et les Valeurs Guides de qualité d’Air Intérieur
(VGAI) pour des polluants d’intérét de I'air intérieur fréquemment recherchés dans les campagnes de mesure
en France. C'est notamment le cas du toluéne et du formaldéhyde. En milieu professionnel, trois valeurs
limites de concentration atmosphérique d’un agent chimique dans la zone de respiration d’un travailleur
peuvent étre utilisées : la Valeur Limite a Court Terme (VLCT) est une valeur destinée a protéger les
travailleurs des effets aigus induits lors de pics d’exposition. Elle se rapporte a une durée de référence de
15 minutes. La Valeur Limite d’Exposition Professionnelle (VLEP), quant a elle, représente la valeur destinée
a protéger des effets a moyen et long termes les travailleurs exposés régulierement et pendant la durée
d’une vie de travail a I'agent chimique considéré. Elle correspond ainsi a I'exposition moyenne pendant la
durée classique d’un poste de travail, soit 8 h par jour. La troisieme valeur est la valeur plafond, c’est-a-dire
la concentration atmosphérique d’un agent chimique qui ne doit étre dépassée a aucun moment de la
période de travail. Cette valeur ne s’applique qu’aux substances reconnues comme fortement irritante ou

corrosive ou pouvant causer un effet grave potentiellement irréversible, a trés court terme.

Comme notre travail concerne 4 COV potentiellement utilisés dans des entreprises industrielles, les
valeurs limites professionnelles sont reprises dans le tableau 7. Le benzéne est I'hydrocarbure aromatique
ayant la VLEP la plus faible, soit 1 ppm. Ce xénobiotique est un composé génotoxique direct qui, lors de son
absorption, se fixe sur I’ADN. Il est ainsi considéré comme cancérogéne sans seuil, c’est-a-dire qu’il n’existe
aucun niveau d’exposition déterminé au-dessous duquel il n’y aurait pas de risque. Sa VLEP a été determinée
suite a une recommandation formulée a I'échelle européenne par le Scientific Committee on Occupational
Exposure Limits (SCOEL). Ainsi, la valeur limite d’exposition devrait étre inférieure a 1 ppm afin d’éviter les
effets hématotoxiques et diminuer le risque de leucémie chez les travailleurs (SCOEL, 1991). En revanche, les
membres du SCOEL ont estimé qu’il n’était pas nécessaire de fixer une VLCT. En effet, la toxicité aigué du
benzéne au niveau du SNC n’apparaitrait qu’a des doses comprises entre 300 a 3 000 ppm, concentrations
ne pouvant pas étre utilisées dans le secteur professionnel au vue de la valeur de la VLEP. Il est important de
signaler qu’2018, I'Agence Européenne des Produits Chimiques (ECHA) a pris en considération les
connaissances issues de la littérature scientifique afin de vérifier la pertinence de ces valeurs d’exposition. A
la suite de cette syntheése bibliographique, le Comité de Gestion des Risques (RAC) de I'agence recommande
une VLEP moyenne de 0,05 ppm en raison d’une génotoxicité au niveau des cellules mononuclées du sang
périphérique chez les travailleurs exposés a la dose de 1 ppm en tenant compte de la variabilité inter-
individuelle, de I'utilisation d’une Lowest Observed Adverse Effect (LOAEC) ainsi que de I’existence de cellules
potentiellement plus sensibles que les cellules sanguines périphériques. En ce qui concerne le toluéne et le

xyléne, ceux ci possedent la méme VLCT (100 ppm) mais des VLEP différentes avec des concentrations
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respectives de 20 et 50 ppm. Ces valeurs sont dites valeurs sanitaires puisqu’elles sont issues d’une
extrapolation en utilisant des facteurs d’incertitude. Ainsi pour le toluene, I'effet critique est I'effet
neurosensoriel avec une altération de la vision a partir d’une exposition de 40 ppm (AFSSET, 2008). Un facteur
de sécurité égal a 2 a été utilisé pour déterminer la VLEP puisque celle-ci provient de I'extrapolation de la
concentration la plus basse a laquelle un effet néfaste a été observé (LOAEL) et non de I'extrapolation de la
concentration maximale n’ayant pas observé d’effet néfaste (NOAEL). Par conséquent, une VLEP de 20 ppm
a été retenue tandis que la VLCT du toluéne a été fixée, en accord avec les recommandations du SCOEL, a
100 ppm afin d’éviter la toxicité neurocomportementale de ce COV (AFSSET, 2008). Concernant le xylene, les
valeurs réglementaires ont également été choisies en accord avec les recommandations du SCOEL en
considérant comme effets critiques l'irritation modérée de I'ceil et des voies aériennes supérieures ainsi que
des effets sur le SNC a partir de la dose de 100 ppm (SCOEL, 1992). Enfin, les valeurs limites réglementaires
du mésityléne sont plus faibles ou égales a celles fixées pour le toluéne et le xyléne. En effet, la VLEP est égale
a 20 ppm et a été déterminée a partir de la NOAEL de 165 ppm en considérant un facteur d’incertitude
d’environ 5 en raison d’'une potentielle reprotoxicité chez les rongeurs et de I'absence de données
disponibles chez ’'Homme (SCOEL, 1994). Pour la VLCT, aucune recommandation n’a été formulée par le
SCOEL. Cependant, au niveau national, un groupe d’experts francais sous la tutelle du ministére chargé du
travail a proposé une VLCT de 50 ppm. Cette proposition est fondée en considérant comme effet critique
I'irritation des voies respiratoires, comme dose critique la dose absorbée par voie respiratoire induisant une
diminution de 50 % de la fréquence respiratoire (RDso) de 578 ppm et en utilisant un facteur d’incertitude de
10 (Korsak et al., 1995). Le mésitylene (1,3,5-triméthylbenzéne) est I'un des principaux substituants du
benzéne et du toluene. Il est donc trés présent dans les atmospheres de travail et les travailleurs y sont
exposés de maniere chronique. Ces faibles concentrations permettent donc de protéger les travailleurs des

effets toxiques a court et a long terme.
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Tableau 7 : Valeurs limites d'exposition professionnelle des composés étudiés

Benzene Toluéne Xyléene Mésitylene
Dates 1997 2012 2007 2007
Reprotoxicité, Irritation et Irritation des yeux
" B L, neurotoxicité, toxicité et des voies
Effets critiques Génotoxicité effets sur le L
comportementale et respiratoires chez
. SNC
du développement le rat
Dose critique / 100 ppm 100 ppm 500 ppm
VLCT Facteur
10
(15 min) | d’incertitude / / /
Valeur 1ppm 100 ppm 100 ppm 50 ppm
Dose critique 1 ppm 40 ppm 100 ppm 165 ppm
VLEP Facteur / 5 5 5
(8 h) d’incertitude
Valeur 1 ppm 20 ppm 50 ppm 20 ppm

3. Toxicologie expérimentale des COV

Les études chez I’'Homme ont mis en évidence des effets néfastes multiples suite a une exposition aux
COV. Les 4 hydrocarbures aromatiques d’intérét, que sont le benzene, le toluene, le m-xyléne et le mésitylene
sont notamment impliqués dans la survenue d’allergies et de maladies respiratoires non cancéreuses. Afin
de compléter ces observations et de comprendre les mécanismes sous-jacents de |'apparition de ces
pathologies suite a I'exposition aux COV, des études expérimentales ont été menées ar la communauté
scientifique. Dans cette partie seront présentés les résultats de ces études sur la toxicité des COV, en insistant
sur les méthodologies employées visant a simuler une exposition réaliste. Les méthodes in vivo permettent
d’évaluer les risques sanitaires liés a I'exposition par inhalation de polluants atmosphériques. Toutefois dans
un souci éthique, ces techniques utilisant des modéles humains ou animaux tendent a étre remplacées par
des méthodes dites alternatives, c’est-a-dire permettant I'application du principe des 3R (Replacement,
Reduction and Refinement ou Remplacer, Réduire et Raffiner) comme par exemple I'utilisation de procédés
in vitro. Grace aux évolutions techniques de ces deux dernieres décennies, de nouveaux dispositifs
d’exposition ont été développés, afin de se rapprocher des conditions réelles par inhalation. Ces modéles

dits « biphasiques » permettent de reproduire I'interface air-liquide qui existe dans le poumon.
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3.1 Les méthodes in vivo

3.1.1 Les études humaines en milieu contrélé
Les méthodes in vivo réalisées sur I’'Homme en milieu contrélé reposent sur I'exposition de volontaires
grace a des masques positionnés sur la bouche ou le nez des sujets ou dans des chambres d’exposition.
Contrairement aux enquétes épidémiologiques, cette technique permet de controler et quantifier les niveaux
d’exposition des individus (Utell and Frampton, 2000). En revanche, ces études ne sont pas représentatives
de la réalité puisque les durées d’exposition ne dépassent pas quelques heures et les concentrations
administrées sont souvent supérieures a celles présentes dans les microenvironnements intérieurs et
extérieurs. De plus, elles ne prennent en compte qu’un petit nombre de participants, souvent inférieur a 20.
Enfin, toutes les molécules ayant des propriétés CMR connues, comme par exemple le benzéne, ne peuvent
pas étre testées. D’apres Utell et Frampton, les principaux parametres évalués lors de ces travaux sont :
e e statut respiratoire grace a des tests spirométriques mesurant la Capacité Vitale Forcée (CVF), le
Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS) et le Débit Expiratoire Maximal Médian (DEMM) ;
e |'analyse des fluides bronchiques recueillis aprés expectoration, fibroscopie bronchique ou lavage
bronchiolo-alvéolaire ;
e la mesure de biomarqueurs inflammatoires ou du stress oxydant dans les prélevements sanguins ;

e |'analyse de métabolites urinaires.

Dans la littérature, quelques études relatent certains effets de I'exposition humaine en milieu controlé
ades COV, seuls ou en mélange. L’étude de Janasik et al. avait par exemple pour objectif d’étudier la cinétique
d’élimination dans les urines de 4 hydrocarbures aromatiques (toluéne, éthylbenzéne, xyléne et mésitylene)
sous leur forme non métabolisée (Janasik et al., 2008). Grace a ces expériences réalisées sur 6 volontaires
sains pendant 4 h, ils ont pu constater que les molécules initiales excrétées dans I'urine étaient de bons
marqueurs de I'exposition professionnelle aux solvants aromatiques. Ainsi, la quantification des COV
inchangés dans l'urine permet d’éliminer les problemes liés a la premiere phase d’élimination des
métabolites et ainsi d’avoir un résultat d’exposition plus rapide. Des études ont également traité des effets
de I'exposition professionnelle des peintres en industrie. Aprés exposition a un mélange de 5 COV (propyléne
glycol, texanol, éther monoéthylique, éther monobutylique et éther méthylique) a une concentration de
35 mg.m?3, les 30 volontaires comprenant des individus sains non peintres avec ou sans symptémes atopiques
et des professionnels, ont ressenti des irritations des yeux et des voies aériennes supérieures, un gonflement
de la muqueuse nasale ainsi que des difficultés respiratoires (Ernstgard et al., 2007). Une quantification des
marqueurs inflammatoires MPO (myéloperoxydase), IL-8 (interleukine 8), PEC (protéine éosinophile

cationique), lysozyme et albumine a également été réalisée dans les fluides de lavage nasal. Toutefois,
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aucune modification dans les concentrations de ces biomarqueurs n’a été observée aprés exposition aux

Cov.

Les symptomes d’irritation et d’inflammation des voies pulmonaires observés lors des expositions
humaines aux COV en milieu contrélé sont en accord avec les résultats obtenus lors des enquétes
épidémiologiques. Grace au controle des concentrations d’exposition et a la sélection des volontaires selon
leur état de santé (sains ou atteints de pathologies respiratoires), ces méthodes in vivo permettent de mieux
comprendre les mécanismes d’action des polluants gazeux sur le systéeme respiratoire. Toutefois,
I'impossibilité d’effectuer des expositions chroniques ainsi que des prélevements invasifs notamment par
biopsie des tissus de I'appareil respiratoire constitue une limite dans I’étude des mécanismes d’action toxique
de ces polluants atmosphériques. L'utilisation de modéles animaux peut dans certains cas permettre de

compenser cet obstacle.

3.1.2 Les modéles animaux

Des modeles animaux sont régulierement utilisés dans les études toxicologiques sur les COV. Les
organismes les plus souvent utilisés sont les rongeurs, comme les souris, les hamsters ou les rats. Deux
dispositifs permettent |'exposition des animaux aux polluants gazeux atmosphériques (figure 14):
I'utilisation d’'une chambre d’exposition pouvant contenir I'animal ou I'exposition directe du systeme
respiratoire par le nez ou la bouche (Bakand and Hayes, 2010). Ces méthodes in vivo permettent d’apporter
des informations supplémentaires a celles effectuées sur les humains en milieu contrélé, puisque les
protocoles d’exposition peuvent étre réalisés de maniére répétée. Ces études suppriment également le biais
provoqué par la variabilité génétique et les différences de mode de vie des participants. De plus, les résultats
obtenus lors des expérimentations peuvent étre comparés les uns avec les autres, car I'Organisation de
Coopération et de Développement Economiques a mis en place des protocoles standardisés pour les tests
d’inhalation aigués, répétés (14 a 28 jours) ou subchroniques (jusqu’a 90 jours)(OECD, 2018). Toutefois,
I'utilisation de ces méthodes présente quelques limites. Tout d’abord, la transposition a I'Homme des
mécanismes d’action des COV n’est pas toujours réalisable puisque certains modéles, comme par exemple
les rongeurs, ont des caractéristiques pulmonaires différentes de celles de 'Homme (Bakand and Hayes,
2010). De plus, le stress induit par I'expérimentation peut provoquer un biais dans I’évaluation des effets des
expositions. Enfin, ce sont des expériences onéreuses puisqu’elles nécessitent I'utilisation de plusieurs
dizaines d’animaux lors de chaque expérimentation pour une bonne reproductibilité, ainsi que du matériel

de génération des gaz et d’exposition spécifique.
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Figure 14 : Dispositifs d’exposition in vivo aux polluants atmosphériques : exposition du corps entier (A) ou exposition par voie
respiratoire (B) (d’aprés Chen and Lippmann, 2015; Wong, 2007)

D’autres études in vivo ont permis de comprendre la toxicocinétique des hydrocarbures apres
inhalation. C’'est le cas des travaux de Swiercz et al. qui ont analysé la distribution et I’élimination du
mésitylene (25, 100 et 250 ppm) chez des rats (Swiercz et al., 2006). Les expérimentations ont été réalisées
dans des chambres d’exposition selon 2 modes d’exposition : aigu (6 h) ou chronique (6 h/jour, pendant 5
jours/semaine, durant 4 semaines). Les résultats ont révélé une augmentation du mésitylene et de son
métabolite, I'acide 3,5-dimethylbenzoique (3,5-DMBA) dans le sang et dans les tissus lors des expositions au
COV, avec une plus forte concentration lors des expositions répétées par rapport a I’exposition unique. Aprés
la fin des expositions, le métabolite a rapidement été éliminé de I'organisme des rats, ne mettant pas en
évidence un effet de rétention dans les tissus adipeux. Le mésityléne n’est également pas accumulé dans les
poumons puisqu’une plus faible concentration a été mesurée dans |'organe lors d’'une exposition répétée en
comparaison d’une exposition unique. En revanche, le métabolite 3,5-DMBA est plus présent dans les
poumons dans le cas de I'exposition chronique, ce qui s’explique par I'activité d’enzymes métabolisant le
mésityléne induites dés la premiere exposition. Des études ont également évalué les réactions métaboliques
provoquées par une co-exposition au benzéne et au toluéne de rats males (Purcell et al., 1990). Les rongeurs
ont été exposés pendant 6 h a deux mélanges différents : 200 ppm de benzéne et 1 000 ppm de toluéne ou
1 000 ppm de benzene et 200 ppm de toluéne. Les résultats obtenus ont ainsi montré une diminution de la
transformation métabolique des deux composés lors de I'inhalation du mélange par rapport au métabolisme
des molécules seules. De plus, une inhibition du métabolisme du benzéne plus importante que celle du
toluéne a été observée. Ces observations suggeérent donc que les deux molécules entrent en concurrence en

tant que substrat lors de la premiere phase de métabolisation réalisée par les CYP.
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Tout comme les enquétes épidémiologiques, les essais utilisant des modéles animaux ont également
démontré les effets inflammatoires des COV sur le systéme respiratoire. Par exemple, les travaux de Wang
et al. avaient pour objectif d’analyser I'effet d’'une exposition subchronique sur I'apparition ou I'amplification
de I'inflammation pulmonaire (Wang et al., 2014). 40 souris males ont ainsi été exposées 2 h/jour pendant
90 jours, a un mélange composé de 4 COV (benzene, toluéne, xylene et formaldéhyde). Apres exposition, les
chercheurs ont ainsi mesuré dans les poumons et dans les liquides de lavage bronchiolo-alvéolaire, une
augmentation significative de marqueurs liés a I'inflammation comme les interleukines 8 et 4, ainsi que des

especes réactives de I'oxygene (ERO).

Les études in vivo peuvent également évaluer la survenue d’effets neurotoxiques lors d’expositions
subchroniques afin de pallier le manque d’études chez I’'Homme. Ainsi, I'équipe de Wiarderna a étudié
I'impact du mésityléne sur des rats males (Wiaderna et al., 2002). Ainsi, les animaux ont été exposés par
inhalation a différentes concentrations : 25, 100 ou 250 ppm pendant 6 h/jour, 5 jours/semaine et durant 4
semaines. Les tests ont été effectués plusieurs jours aprés les séries d’exposition afin de comprendre les
effets a long terme du mésityléne. L’exposition a ce composé entraine des modifications a long terme sur le
systéme nerveux du rat comme une augmentation du stress ou une perte de réaction quelle que soit la

concentration d’exposition.

Pour finir, I'étude de Hudak et Ungvary a eu pour objectif de comparer I'effet tératogene du benzene et
de ses homologues supérieurs, le toluéne et le xylene (Hudak and Ungvary, 1978). L’exposition de rates aux
trois solvants, pendant toute la durée de la gestation, a induit une augmentation des malformations
squelettiques tandis que le benzene et le toluéne ont entrainé un retard de développement du feetus. Cette
étude a permis de déterminer les doses en hydrocarbures aromatiques nocives pour la gestation et ainsi
prévenir des dangers encourus par les travailleurs, notamment les femmes, lors d’'une exposition a ces

composés volatils.

3.2 Le principe des 3R

Que ce soit pour des raisons éthiques, scientifiques ou économiques, I'utilisation des modeéles animaux
dans les études toxicologiques est de moins en moins fréquente. La notion de remplacement des animaux a
été évoquée pour la premiére fois en 1957 par deux scientifiques anglais : Charles Hume et William Russel
(Balls, 1994). Les deux chercheurs ont ainsi développé un concept bioéthique pour une utilisation plus
responsable des animaux dans les laboratoires, nommé le « principe des 3R » qui reprend les initiales de

Replacement (remplacer), Reduction (réduire) et Refinement (raffiner) (Doke and Dhawale, 2015) :
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e Le premier principe préconise le remplacement du modele in vivo par des procédés in vitro (culture
cellulaire) ou in silico (bio-informatique) (Balls, 2002). L'un des meilleurs exemples de remplacement
concerne l'industrie cosmétique, ou les lapins initialement utilisés pour les tests d’irritation de la peau
et des yeux ont été remplacés par des tissus cellulaires d’origine cutanée (Doke and Dhawale, 2015).
Pour certaines expériences, les modeéles animaux vertébrés peuvent également étre substitués par
d’autres organismes comme des invertébrés (drosophiles ou cnidaires), des vertébrés aquatiques
(zebrafish) ou des microorganismes (procaryotes ou mycetes).

e Le principe de réduction repose sur l'utilisation d’'un nombre minimal d’animaux, lorsque ces derniers
sont indispensables a I'expérimentation. Cette réduction peut se faire en ne réalisant que les
expériences nécessaires et en diminuant le nombre de répétitions. Toutefois, afin d’éviter que les
résultats soient statistiquement inexploitables, une estimation du nombre d’animaux doit étre effectuée
avant le début de I'étude.

e Le dernier principe a pour objectif d’améliorer le bien-étre des animaux de laboratoire en respectant
leur comportement naturel et en leur imposant le moins de contraintes possibles (Flecknell, 1994). Le
concept de raffinement préconise par exemple d’éviter les tests douloureux, de préférer les expositions
aigués aux expositions chroniques ou encore d’utiliser des tests non invasifs. D’'un point de vue
scientifique, ce concept est d’autant plus important puisque I'augmentation du stress chez les animaux
peut provoquer un déséquilibre hormonal entrainant des fluctuations dans les résultats (Doke and

Dhawale, 2015).

Le principe des 3R a été adopté dans les législations européennes (directive n°® 2010/63/UE) et francgaises
(décret n° 2013-118 et arrétés du ler février 2013). De plus, I'Union Européenne a créée en 1991 le Centre
Européen pour la Validation des Méthodes Alternatives (ECVAM) avec pour objectif de développer et valider
les méthodes alternatives a I'utilisation des animaux en laboratoire. En 2011, il est devenu le laboratoire
européen de référence pour les méthodes alternatives en expérimentation animale (EURL ECVAM). Les
principales missions de I'organisme sont : (i) collaborer aux recherches européennes et internationales, (ii)
coordonner et réaliser des méthodes alternatives pour I’évaluation de la toxicité des produits chimiques, et

(iii) faire le lien entre les industries et les centres de recherche pour promouvoir le principe des 3R.
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3.3 Les méthodes in vitro

D’apres Gatezowska et al., plusieurs parameétres sont a prendre en compte lors de I'étude in vitro de
I'impact des polluants gazeux atmosphériques sur |'appareil respiratoire (Gatezowska et al., 2016). Ces
conditions expérimentales, définies selon la problématique posée, correspondent au choix du modele
cellulaire, au choix du systeme d’exposition et de génération des mélanges atmosphériques et a I’évaluation

de l'activité cellulaire.

3.3.1 Les modeles cellulaires

Différents modeles cellulaires sont utilisés dans les études in vitro visant a évaluer I'impact des polluants
atmosphériques sur l'appareil respiratoire humain. Ces derniers sont répartis en trois groupes: les
monocultures, les co-cultures et les cultures de tissus. lls peuvent étre formés de différents types de cellules
(macrophages, fibroblastes, cellules épithéliales, cellules dendritiques et monocytes), prélevées le long du

systeme respiratoire.

L'épithélium pulmonaire recouvre la totalité de la surface des voies respiratoires et est donc en contact
direct avec les xénobiotiques présents dans I'air inhalé (Hiemstra et al., 2015). Les monocultures de cellules
épithéliales peuvent donc étre un choix pertinent pour I'étude des effets des polluants atmosphériques sur

le systeme pulmonaire. Elles peuvent provenir de lignées ou de cultures primaires de cellules.

Les lignées de cellules épithéliales sont les modeles les plus utilisés lors des expérimentations in vitro
car elles offrent plusieurs avantages. Premiérement, elles sont faciles a manipuler et leur culture est
relativement peu colteuse. Deuxiemement, elles proviennent du méme donneur, permettant une
reproductibilité des expériences. Enfin, elles sont issues de cellules cancéreuses ou de cellules transformées
par un virus hybride, ce qui leur confere une longue durée de vie. Actuellement, 5 lignées cellulaires (3 lignées
bronchiques et 2 lignées alvéolaires) sont régulierement utilisées dans les travaux sur la toxicité des polluants
gazeux (BéruBé et al., 2009; Zscheppang et al., 2018) :

e Lescellules A549 (ATCC® CCL-185™) sont dérivées d’un adénocarcinome alvéolaire humain d’un homme
de 58 ans. Elles sont capables de produire des protéines du surfactant mais ne forment pas de jonctions
serrées en culture.

e La lignée cellulaire NCI-H441 (ATCC® HTB-174™) provient d’un adénocarcinome humain, également
prélevé au niveau des alvéoles. En plus de sécréter des mucines, ces cellules forment des jonctions
étroites et peuvent donc étre utilisées dans les études de transport ionique.

e Les cellules Calu-3 (ATCC® HTB-55™) sont également issues d’'un adénocarcinome, mais prélevées au

niveau des bronches d’un patient agé de 25 ans. En culture, ces derniéres sécretent des protéines du
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mucus. Toutefois, comme les cellules A549, I'origine cancéreuse de cette lignée cellulaire peut poser
probleme puisqu’elles ont des caractéristiques phénotypiques différentes par rapport aux cellules
normales.

e La lignée BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) correspond a des cellules épithéliales bronchiques humaines
isolées chez un donneur sain, transformées par un virus hybride puis clonées. Elles ont des
caractéristiques proches des cellules épithéliales basales mais ne forment pas de jonctions serrées.

e Les cellules 16 HBE-140- (Merck® SCC150) proviennent d’un sujet agé de 1 an et ont subi la méme
transformation que les cellules BEAS-2B. Ces cellules sont capables de produire des cils lors de leur
culture en Interface Air/Liquide (ALI) et de former des jonctions serrées. Toutefois, elles ne sécrétent

pas de mucus.

L'utilisation des lignées cellulaires peut toutefois limiter I'interprétation des résultats obtenus puisque
leur génotype (cancéreux ou transformé) est différent de celui des cellules bronchiques ou alvéolaires
présentes physiologiquement chez un individu sain. Les cellules primaires, non cancéreuses et non
transformées permettent de palier ce probléeme. Ces dernieres sont des cellules normales, directement
prélevées d’'un systéeme pulmonaire humain pour étre mises en culture. Elles conservent donc des
caractéristiques phénotypiques et métaboliques proches des cellules in vivo. En culture, ces modéles ont la
capacité de former des cellules ciliées et des jonctions serrées, ainsi que de sécréter du mucus. De plus, elles
peuvent provenir de donneurs ayant des pathologies respiratoires, comme des bronchopneumopathies
chroniques obstructives (BPCO) ou de I'asthme. Cependant, elles sont peu utilisées car chaque lot cellulaire
a une variabilité génétique élevée, rendant plus difficile la comparaison des résultats entre différentes
études. Ces monocultures peuvent étre prélevées au niveau de la région nasale, proximale (trachée et
bronches) ou distale (alvéoles) du systeme pulmonaire :

e Les cellules NHBE (Normal Human Bronchial Epithelial Cells) (Lonza™ CC-2450) et les cellules hAECB
(human Airway Epithelial Cells of Bronchial origin) (Epithelix™) sont des cellules primaires d’épithélium
bronchique. Elles peuvent étre obtenues par biopsie ou lors de dissections.

e Les cellules hAECN (human Airway Epithelial Cells of Nasal origin) (Epithelix™) proviennent quant 3 elles
d’un épithélium nasal. Ces cellules primaires sont obtenues par brossage des cornets nasaux ou par

biopsie.

Le deuxieme systeme cellulaire manipulé dans les études in vitro correspond aux co-cultures. Ces
modeles, formés de plusieurs types cellulaires permettent des interactions entre les différentes cellules
présentes dans le poumon. Les modeles en co-culture les plus utilisés d’apres la littérature sont formés d’au

moins deux types cellulaires et peuvent associer des cellules épithéliales avec des cellules immunitaires
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comme les macrophages alvéolaires (BéruBé et al., 2009). Par exemple, Loret et al, (2016) ont mimé la partie
apicale des alvéoles en ensemencant des macrophages dérivés de THP-1 avec des cellules épithéliales A549
avant de les exposer a des nanomatériaux de dioxyde de titane et de dioxyde de cérium (Loret et al., 2016).
Ishii et al. ont utilisé une co-culture formée par des macrophages alvéolaires et des cellules épithéliales
bronchiques humaines (HBEC) afin d’étudier les effets toxiques des particules fines atmosphériques (PM3.s)
(Ishii et al., 2005). Plus récemment, des co-cultures ont été étudiées avec plus de 2 types cellulaires
différents. Par exemple, Tomasek et al. ont construit un modele multicellulaire avec la lignée cellulaire A549
associée avec des macrophages dérivés de monocytes et des cellules dendritiques (Tomasek et al., 2018).
Des marqueurs du stress oxydant et de la réponse pro-inflammatoire ont été mesurés apres exposition en
ALl des cellules a un mélange de particules provenant d’une source naturelle (cendres de volcan) et d’'une
source anthropique (gaz d’échappement de véhicules a essence). Fizesan et al. ont mimé la barriéere
alvéolaire a partir de 4 types cellulaires différents (Fizesan et al., 2018). Pour élaborer ce modéle cellulaire,
des cellules épithéliales alvéolaires A549 et endothéliales Ea.hy 296 ont tout d’abord été mises en culture
sur des membranes microporeuse appelées inserts de culture (Transwell® Corning®). Aprés 4 jours de
culture, des cellules THP-1 différenciées en macrophages et des mastocytes HMC-1 ont été ensemencés sur
la phase apicale de la bi-culture. 24 h aprés I'ensemencement, la tétra-culture a été exposée a des particules
de gaz d’échappement de diesel a I'aide d’un systeme d’exposition en ALl (Vitrocell®). Par la suite, la

mortalité cellulaire, le stress oxydant et la réponse pro-inflammatoire ont été mesurés.

Actuellement, les modeéles tissulaires sont les meilleures reproductions in vitro de [|'épithélium

pulmonaire humain. En effet, ces tissus sont reconstitués a partir de cellules primaires pulmonaires et sont

composés d’'une multicouche de cellules épithéliales dont les cellules ciliées et les cellules sécrétrices de
mucus. Ces modeles 3D peuvent étre fournis par des sociétés qui les commercialisent ou peuvent étre
reconstitués en laboratoire. A I’heure actuelle, 3 reconstitutions d’épithélium humain sont disponibles sur
le marché : EpiAirway de la société MatTek®, MucilAir® de la société Epithelix® et les cultures 3D de la société
Lonza®. Ces tissus cellulaires proviennent d’un ou de plusieurs donneurs sains ou malades (asthmes, BPCO,
fumeurs, rhinites allergiques). En laboratoire, I'élaboration de ces tissus différenciés est obtenue par culture
en interface air-liquide. Grace a cette méthode, des cellules primaires épithéliales sont cultivées sur des
inserts. Ce dispositif de culture biphasique permet I’échange de milieu de culture entre la partie apicale et
la partie basale des cellules. Lorsque ces dernieres sont a confluence, le milieu de la phase apicale est retiré
et les cellules sont conservées avec du milieu de culture, uniquement du coté basal. Apres 3 a 4 semaines
de culture en AL, les cellules primaires forment un épithélium différencié avec des cellules basales et ciliées
et sécretent du mucus (BéruBé et al., 2009; Fulcher and Randell, 2012). L’avantage majeur de ces modeles

est de mimer I'organisation de I'appareil respiratoire humain avec la production de mucus et la présence de

cils vibratiles. De plus, leur durée de vie supérieure a 6 mois permet la réalisation d’expositions chroniques.
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Des modeéles complexes d’organoides et de poumons sur puces sont actuellement en développement
principalement pour des applications médicales et des études physiologiques mais leur utilisation en

toxicologie reste marginale a I’heure actuelle.

3.3.2 Les systemes d’exposition

La principale contrainte des expériences in vitro est de mimer le plus fidélement possible les conditions
réelles d’exposition par inhalation. Certains critéres doivent donc étre pris en compte lors de I'élaboration
d’un test toxicologique (Rasmussen, 1984). Premierement, les concentrations en xénobiotiques doivent étre
connues et controlées tout le temps de I'exposition. Deuxiemement, I'expérience maintenue dans des
conditions stériles doit permettre un contact direct entre les polluants et les cellules afin d’éviter les
interactions avec le milieu de culture. Troisiemement, le temps d’exposition doit étre suffisamment long pour

permettre une induction des biomarqueurs tels que des protéines.

Dans de nombreuses études, I'exposition des cellules a des particules ou a des gaz se fait en condition
immergée. Les cellules, adhérentes ou non, sont cultivées dans le milieu de culture et sont exposées aux
toxiques qui y sont introduits. Cette technique est facile a mettre en ceuvre et est peu colteuse. Toutefois,
I'utilisation de cette méthode a plusieurs inconvénients. Tout d’abord, cette méthodologie peut entrainer
une erreur dans I'évaluation de la toxicité des polluants en surestimant ou en sous-estimant le niveau
d’exposition. En effet, les concentrations utilisées sont souvent supérieurs a celles mesurées dans l'air
atmosphérique et les xénobiotiques peuvent entrer en interaction avec les molécules du milieu de culture,
comme par exemple les protéines du sérum et donc les rendre inactifs vis-a-vis des cellules (Bakand and
Hayes, 2010). Enfin, les cellules étant conservées dans un environnement a 37°C, il y a un risque
d’évaporation des xénobiotiques, surtout si ces derniers sont trés volatils comme par exemple le benzéne ou

le toluéne.

Des techniques, dites par intermittence, peuvent également étre utilisées lors d’expositions a des
polluants gazeux. Elles sont réalisées a 'aide de plateaux oscillants ou de bouteilles rotatives (figure 15). Elles
permettent donc une exposition des cellules plus directe que les méthodes immergées mais néanmoins
discontinue puisque les cellules sont recouvertes par le milieu, la moitié du temps de I'expérimentation. Ces
dispositifs sont donc actuellement peu utilisés puisqu’ils ont les mémes inconvénients que les méthodes

indirectes comme les interactions xénobiotiques/milieu de culture (Bakand and Hayes, 2010).
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Figure 15 : Techniques d'exposition par intermittence a I'aide de plateaux oscillants (A) ou de bouteilles rotatives (B)
(d’aprés Bakand and Hayes, 2010)

Afin de pallier les limites des méthodes d’exposition précédemment décrites, des systemes d’exposition
en interface air-liquide ont été concgus. Avec ces dispositifs d’exposition biphasique, les différents modeles
cellulaires sont cultivés sur inserts permettant d’exposer directement la face apicale des cellules avec les gaz
tandis que le milieu de culture se situe du coté basal (Aufderheide, 2005). Bien qu’aucune méthode n’ai été
validée par les instances réglementaires, plusieurs recommandations ont été publiées récemment (Lacroix
et al., 2018). L’exposition peut étre effectuée statiquement, c’est-a-dire que les cellules sont exposées a un
volume défini de composés gazeux injectés dans une enceinte close ou dynamiquement, c’est-a-dire que le
composé d’intérét est dilué dans un flux continu de gaz porteur (figure 16). La technique dynamique offre
I"avantage de pouvoir changer la concentration des substances en augmentant ou en diminuant la quantité

d’air dans le mélange et ainsi recréer une situation de pics de pollution (Gatezowska et al., 2016).

T‘ —— |2 :Lc 3 c

Milieu de culture au-dessus des cellules Milieu de culture en dessous des cellules |E| Atmosphére généré de maniére dynamique

Cellules en culture sur membranes microporeuses IE' Atmosphére généré de maniére statique

Figure 16 : Culture (1) et exposition cellulaire en Interface Air-Liquide de maniére statique (2) ou dynamique (3) (d’aprés
Aufderheide, 2008)
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L'exposition en flux peut étre réalisée soit en placant les cultures sur inserts dans des chambres
d’exposition soumises au flux continu d’'un mélange atmosphérique (Barraud et al., 2017) soit en utilisant des
systémes permettant I'exposition individuelle des inserts. Les systemes d’exposition les plus utilisés sont
commercialisés sous les dénominations Vitrocell® (figure 17) et Cultex®. Les cellules pulmonaires sont mises
en contact avec un flux dynamique de gaz ou de particules, permettant ainsi de mimer les conditions
d’exposition par inhalation présentes naturellement dans le poumon humain. De plus, les inserts sont
installés dans des modules maintenus a 37°C permettant des temps d’exposition élevés, jusqu’a 6 h selon
certaines études (Hiemstra et al., 2015). Au-dela, le manque de milieu sur la partie apicale assécherait les

cellules et occasionnerait stress supplémentaire ce qui induirait un biais dans les résultats.
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Figure 17 : Le systeme d’exposition en Interface Air-liquide Vitrocell®

En fonction des caractéristiques des polluants étudiés, d’autres systemes d’exposition ALl ont été
développés (figure 18). Par exemple, le systeme d’exposition cellulaire en interface air-liquide ALICE est
utilisé spécifiqguement pour I'analyse des effets des nanoparticules (Lenz et al., 2009), tandis que le dispositif
EAVES (Electrostatic Aerosol in Vitro Exposure system) a été créé pour augmenter le dépot des particules sur
la surface des cellules épithéliales (de Bruijne et al., 2009). Par ailleurs, Liu et al. ont confectionné un systeme
basé sur la méthode « Hanging Drop » permettant d’exposer les cellules sur de longues périodes (Liu et al.,
2013). Dans ce dispositif, les cellules sont cultivées dans une goutte de milieu de culture qui est elle-méme
mise sur une surface collante de la partie supérieure d’'un module. Ce dernier contient I'air et les composés
gazeux d’intérét. Avec l'effet de la gravité, les cellules sont recueillies au fond de la goutte et ne sont

recouvertes que par un petit film de milieu. Elles sont ainsi exposées directement au compartiment gazeux.
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Figure 18 : Dispositifs d’exposition en Interface Air-liquide (A : ALICE; B : Hanging Drop; C : EAVES)

3.3.3 Toxicité cellulaire des COV

Les enquétes épidémiologiques ont montré qu’une exposition aigué ou répétée aux COV pouvait étre a
I’origine de divers symptomes inflammatoires tels que I'asthme ou les rhinites allergiques. Différentes études
ont ainsi permis d’émettre I'hypothése que I'épithélium des voies respiratoires serait un élément important
dans la régulation de ces réponses inflammatoires et du remodelage tissulaire (Kooter et al., 2016; Wang et
al., 2014). En effet, en plus d’étre la premiére barriére physique entre I'environnement et le milieu interne
des poumons, les cellules épithéliales jouent un role dans le maintien de ’lhoméostasie tissulaire avec la
régulation de diverses molécules comme les médiateurs lipidiques, les médiateurs du stress oxydant, les
facteurs de croissance ou encore les cytokines. Ces dernieres peuvent étre anti-inflammatoires, comme par
exemple l'interleukine 10 (IL-10) et le Transforming Growth factor-Beta (TGF-f) ou pro-inflammatoires, telles
gue le Tumor Necrosis Facteur- alpha (TNF-a) et I'interleukine 6 (IL-6). Le premier groupe permet la régulation
de la réaction inflammatoire grace a la mise en place de mécanismes de réparation tandis que le deuxiéme
déclenche I'activation des cellules du systéme immunitaire et modifie la structure des voies respiratoires,
occasionnant I'apparition de maladies inflammatoires (Loxham et al., 2014). Ainsi, la régulation de ces deux

types de médiateurs par I'organisme permet la régulation des syndromes inflammatoires (figure 19).
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Figure 19 : Réle de I'épithélium des voies pulmonaires dans la régulation des pathologies inflammatoires (Loxham et al., 2014). ROS :
Reactive Oxygen Species ; UPR : Unfolded Protein Response ; T cell : lymphocyte T

Dans les études in vitro, I'induction de différentes cytokines pro-inflammatoires est souvent utilisée
comme biomarqueur d’effet des hydrocarbures aromatiques. Ces expérimentations sont souvent réalisées
en ALl, lors d’expositions aigués a un ou plusieurs solvants organiques. Ainsi, Gosepath et al. ont évalué
I'induction de I'inflammation par la mesure extracellulaire de la prostaglandine E2 (PGE2), dans des cellules
primaires nasales humaines exposées a 1, 54 ppm (5 000 pg.m?3) de benzéne (Gosepath et al., 2003). Aprés
8 h d’exposition au benzéne puis 24 h a I'air synthétique en condition statique, les chercheurs ont observé
une augmentation significative de la libération de I’'hormone PGE2 par rapport aux cellules témoins exposées
a I'air synthétique durant 32 h. Dans les études de Pariselli et al., une induction de la sécrétion extracellulaire
d’IL-8 par des cellules A549 a également permis de mettre en évidence I'effet inflammatoire d'une exposition
aigué au toluéne ou au benzeéne (Pariselli et al., 2006, 2009a). Toutefois, la réponse pro-inflammatoire des
cellules semble dépendante des médiateurs mesurés et des concentrations d’exposition utilisées. Apres
exposition de cellules A549 pré-stimulées avec du TNF-a a du styrene, du chlorobenzéne et du m-xyléne seuls
ou en mélange, I'induction de 3 cytokines a été mesurée : IL-6, IL-8 et MCP-1 (Fischader et al., 2008). Ainsi,
MCP-1 a été induit lors des expositions aux plus faibles concentrations tandis que IL-8 a été secrétée aux plus
fortes concentrations proches des niveaux cytotoxiques. Des mécanismes de synergie ont été observés lors

des co-expositions qui ont entrainé une induction a des concentrations environ 100 fois plus faibles.
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Des études ont également fait le lien entre I'activation du stress oxydant et I'induction des réponses
inflammatoires. Roder-Stolinski et al. ont ainsi étudié I'effet du styrene sur I'induction du marqueur de stress
oxydant Glutathion S-Transférase P1 (GSTP1) et de la cytokine pro-inflammatoire MCP-1 associée a
I'activation de la voie de signalisation du Facteur Nucléaire-Kappa B (NF-xB) (Réder-Stolinski et al., 2008).
Cette voie de signalisation joue un role dans les réponses inflammatoires et immunitaires. Ainsi, apres
exposition des cellules alvéolaires A549 au styréne pour des concentrations comprises entre 23,5 ppb
(100 pg/m3) et 235 ppm (1 g/m3), une augmentation dose-dépendante de I'expression de MCP-1 et de GSTP1
a été observée. En revanche, lors de I'inhibition de I'activité de NF-xB par I'antioxydant N-acétylcystéine, il
n’y a pas eu de sécrétion du biomarqueur pro-inflammatoire. D’aprés les auteurs, ces résultats suggeérent
que l'apparition de mécanismes de stress oxydant serait responsable de linitiation de la réponse
inflammatoire. Mascelloni et al. ont également exposé des cellules A549 a du benzéne (0,03 ;0,1 et 0,3 ppm)
afin d’étudier le pouvoir oxydant et génotoxique de ce dernier (Mascelloni et al., 2015). Aprés exposition
dans une chambre en interface air-liquide, une augmentation des cassures de I’ADN et une augmentation de
I'induction d’ERO, toutes deux dépendantes de la concentration d’exposition ont été observées dans les
cellules exposées. L'étude de Gospath et al. a confirmé les effets génotoxiques du benzéne lors de
I’exposition en ALl de cellules épithéliales nasales (Gosepath et al., 2003). Aprés 8 h d’exposition, une
augmentation du niveau de fragmentation évalué par le test des cometes a été observée en comparaison

aux témoins exposés a l'air.

D’apres les résultats obtenus dans les études in vitro, I'exposition aux COV aromatiques provoque un
dysfonctionnement dans les cellules épithéliales des voies pulmonaires. Les mécanismes toxiques les plus
fréquemment retrouvés sont une augmentation du stress oxydant, une apparition d’effets génotoxiques ainsi
gu’une induction de la réponse inflammatoire. En paralléle de ces impacts néfastes, des mécanismes de
défense face a I'exposition aux polluants atmosphériques peuvent également étre étudiés. En effet, les
cellules de I'épithélium pulmonaire ont un réle de barriére chimique contre les agents extérieurs. Les cellules
sont capables de produire un mélange protéique riche en mucines, appelé mucus (Loxham et al., 2014). La
sécrétion de ce dernier empéche d’une part la déshydratation de I'épithélium et permet d’autre part
I'emprisonnement des substances exogenes (virus, particules, composés chimiques) avant leur absorption

par les tissus pulmonaires (Fahy and Dickey, 2010).

Actuellement, 21 genes d’apomucines ou génes MUC ont été recensés (Porchet and Aubert, 2004). Ces
derniers sont répartis dans deux familles : les mucines sécrétées, telles que MUC5AC ou MUC5B ou les
mucines épithéliales membranaires, comme par exemple MUCI. Parmi les principales mucines secrétées par
les cellules épithéliales, des études ont fait le lien entre I'hypersécrétion de la mucine 5AC (MUC5AC) et

I"apparition de syndromes inflammatoires, comme I’'asthme ou les BPCO (Evans et al., 2009; Voynow et al.,
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2006; Wang et al., 2008). Néanmoins lors d’expositions répétées aux xénobiotiques, un dysfonctionnement
dans la sécrétion de mucus peut-étre observé provoquant ou aggravant I'apparition de maladies chroniques
inflammatoires du systeme pulmonaire (Fahy and Dickey, 2010; Svenningsen et al., 2019). En effet, une
hypersécrétion de mucus pourrait potentialiser I'obstruction des voies respiratoires observée chez les sujets
asthmatiques. Dans les études in vitro, la mesure de I'expression des mucines a été utilisée pour évaluer
I'impact des fumées de tabac sur les cellules pulmonaires. Ainsi, I’exposition de cellules épithéliales NCI-H292
ou A549, a de la fumée de tabac a provoqué dans les deux cas une surproduction du gene et de la protéine
MUCSAC (Di et al., 2012; Shao et al., 2004). La surexpression des mucines peut également étre induite par
les composés aldéhydes. En effet, I'exposition répétée de cellules primaires HBEC a des flux gazeux
d’acétaldéhyde et d’acroléine, a mis en évidence une augmentation significative de la protéine MUC5AC dans

les cellules exposées par rapport aux cellules témoins (Haswell et al., 2010).
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Objectifs de la these

Les COV aromatiques constituent d’excellents solvants et intermédiaires de synthese et sont donc
largement utilisés dans I'industrie depuis plus d’un siecle. En raison de la nocivité du benzéne et de sa
substitution, le toluéne est maintenant le COV aromatique monocyclique le plus utilisé dans le secteur
industriel. Bien que des études chez I'Homme aient montré un gain significatif en termes d’effets sanitaires
lors de cette substitution, il convient tout de méme de s’intéresser aux mécanismes d’action potentiellement
induits par le toluéne dans des cellules du systéeme respiratoire. En effet, peu d’études se sont intéressées a
I’exposition de cellules de I'épithélium pulmonaire qui constitue pourtant une des principales cibles des
polluants. Il existe un manque de connaissances concernant I'effet de ce COV sur les cellules pulmonaires a
court et moyen terme. Ce constat est d’autant plus marquant qu’aucune étude in vitro ne s’est portée sur
I’exposition répétée au toluene alors que des mécanismes prolongés d’irritation sont suspectés en cas
d’exposition au vapeur de ce solvant, et que des mécanismes de défense tels que la production de mucus

pourraient entrer en jeu. Le premier objectif de la thése est donc de répondre a la question suivante :

e Quelle est la toxicité aigué et répétée du toluéne sur les cellules épithéliales du systéme pulmonaire ?

Afin de disposer d’une référence toxique, il est essentiel d’évaluer en paralléle la toxicité du benzene
que le toluéne a substitué dans certaines de ses applications industrielles. Par ailleurs, dans un intérét
toxicologique d’une part, et dans une optique de substitution éventuelle d’autre part, il semble intéressant
de rechercher si les homologues supérieurs du toluéne présentent une toxicité moindre ou équivalente a la
sienne. La comparaison des résultats entre les différentes expositions devraient aider a comprendre les
mécanismes de toxicité, voire a proposer des substituts. Le deuxiéme objectif de la these est donc de

répondre a la question suivante :

o Quelle est la toxicité aigué et répétée de 'homologue inférieur (benzéne) et des homologues supérieurs

(m-xyléne et mésityléne) du toluéne sur les cellules épithéliales du systéme pulmonaire ?

Le toluéne et ses homologues aromatiques sont des molécules régulierement utilisées dans I'industrie
des lors gu’interviennent des manipulations de peintures, vernis et encres. L'inhalation de ces molécules
provoque des effets sur le systéeme nerveux et induit des irritations ainsi que des inflammations des voies
pulmonaires. Afin de limiter I’exposition de la population aux COV nocifs, il convient de veiller a limiter leurs

émissions dans I'atmospheére. S’il n’est pas possible de les substituer par des composés moins toxiques que
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ce soit pour des raisons techniques, sanitaires ou économiques, il devient important de mettre en place des
méthodes de dépollution a la source. Différents dispositifs d’abattement peuvent étre employés, tels que les
techniques récupératrices et les méthodes destructrices. Parmi ces derniéres, les solutions de post-
traitement offertes par les procédés catalytiques présentent un intérét majeur avec un colt de
fonctionnement limité et une sélectivité relativement bonne. Toutefois, dans certaines conditions de
fonctionnement, en particulier si le temps de contact des COV avec la surface du catalyseur n’est pas suffisant
ou si la température de réaction n’est pas suffisamment élevée, I'élimination des COV peut ne pas étre totale
et dans ce cas, des sous-produits de réaction peuvent se former. Il convient d’identifier la nature de ces sous-
produits et d’en évaluer les effets toxiques potentiels. Dans le cadre de la dégradation par oxydation
catalytique du toluéne, nous proposons comme troisieme objectif de la thése de répondre a la question

suivante :

e Dans quelle mesure la toxicité d’un effluent gazeux est-elle diminuée apres post-traitement

catalytique ?

Ce travail de thése s’inscrit dans le Projet Européen Interreg V France-Wallonie-Vlaanderen
« DepollutAir », en collaboration avec les équipes « Traitement Catalytique et Energie Propre » (TCEP) de

I’'UCEIV, porteuse du Projet, et le Centre Commun de Mesures (CCM) de 'ULCO.

Afin de répondre aux trois objectifs de la these énoncés précédemment, une stratégie expérimentale a
été élaborée en deux parties (figure 20). La premiére partie traite de la réponse des cellules exposées aux
effluents de COV étudiés individuellement sans traitement catalytique. Dans un premier temps, la toxicité du
toluéne sera étudiée en exposant in vitro en ALl des cellules pulmonaires humaines de maniere aigué et
répétée aux effluents reconstitués non traités. Dans un deuxieme temps, |'effet d’expositions aigués ou
répétées de cellules exposées au benzene, au xylene et au mésitylene sera étudié. La deuxieme partie du
projet de thése est consacrée a I'étude toxicologique des émissions issues de I'oxydation catalytique du
toluéne, en collaboration avec I'équipe TCEP qui a étudié les propriétés de deux catalyseurs performants

dans I'oxydation totale du toluéene.
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COV pr:esents ) Benzéne Xyléne Mésitylene Toluéne
en milieu industriel
Composé gazeux dilué a 20 et 100 Effluent gazeux aprés oxydation
ppm dans l'air catalytique (1 000 ppm)

Exposition aigué : 1h

Expositions h Exposition répétée : 1h/jour pendant 3 ou 5 jours

Evaluation des effets toxiques

Mesure de la toxicité des
COV v A\ 4 A\ 4

Cytotoxicité Expression génique Expression protéique

Figure 20 : Stratégie expérimentale adoptée dans le cadre de la thése

Pour répondre a la problématique, nous avons choisi de travailler avec les cellules épithéliales
bronchiques BEAS-2B. Afin de suivre une cinétique des mécanismes d’action des composés testés, nous
avons effectué 3 séries d’expositions de durée différente, en présence de chacun des polluants : une
exposition unique de 1 h représentant une exposition aigué, une exposition de 1 h par jour pendant 3 jours
et une exposition de 1 h par jour pendant 5 jours, ces deux derniéres correspondant a des expositions
répétées. L’évaluation des mécanismes d’action a été ensuite réalisée grace au suivi de plusieurs marqueurs
toxicologiques recherchés a la fin de chacune des 3 séries d’exposition. Les paramétres toxicologiques
mesurés concernent la cytotoxicité, I'évaluation de la morphologie des cellules, I'activation de la
transcription des enzymes de métabolisation des xénobiotiques, I'expression génique et la sécrétion de

cytokines de I'inflammation, ainsi que I'expression génique de mucines.
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

1 Oxydation catalytique du toluéne

1.1 Les catalyseurs

L'oxydation totale du toluene a été réalisée en utilisant deux catalyseurs solides : un catalyseur
commercial de référence Pd/yAl,Os (Acros Organics, 0,5 % de Pd) et un catalyseur de type oxyde mixte
présentant une structure spinel CosAl,-O. Comme décrit par Genty et al., ce dernier a été synthétisé par une
méthode de coprécipitation en utilisant des sels métalliques avec un rapport molaire Co/Al de 6/2 (Genty et
al., 2015). Le premier catalyseur correspond a un matériau a base de métal noble (le palladium) et qui peut
étre considéré comme un catalyseur de référence en oxydation de composés organiques volatils. Le second
matériau, synthétisé par I'équipe TCEP du laboratoire UCEIV contient une phase active a base de cobalt qui
se retrouve au sein de structures spinelle CoAl,0,4 et Co,AlO,. Le recours aux oxydes de métaux de transition
comme 'oxyde de cobalt est aujourd’hui considéré comme une alternative a I'utilisation des métaux nobles,

dont le co(it est beaucoup plus élevé que celui des oxydes de métaux de transition.

Différentes caractéristiques des catalyseurs, comme la surface spécifique Sger, permettent de
caractériser et de tester les catalyseurs. La mesure de ces paramétres, abordée dans les parties suivantes, a

été effectuée par I'équipe TCEP de 'UCEIV. Les résultats obtenus sont recensés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Comparaison des parameétres catalytiques de Pd/yAl,0z et CosAl>-O aux concentrations d'oxydation totale de toluéne
(Tso : Température a laquelle 50 % de toluéne est converti; Tig0 : Température a laquelle 100 % de toluéne est converti; Texp :
Température expérimentale de réaction catalytique utilisée lors de I'exposition des cellules aux effluents, Sger : surface spécifique)

Catalyseurs Sger (Mm2.g871) Tso (°C)  Tioo (°C) Texp (°C)

Pd/yAl,O; 252 179 212 260

CosAl,-0 123 280 292 350

1.2 Caractérisation des catalyseurs Pd/yAl,O3 et CogAl>-O

La surface spécifique (Sger) correspond a la superficie d’'un matériau accessible aux molécules gazeuses.
Ainsi plus I'aire spécifique d’'un échantillon sera élevée, plus la capacité d’adsorption de composés gazeux sur
la surface du solide sera élevée. Les surfaces spécifiques des deux catalyseurs ont été mesurées par la
méthode de Brunauer-Emmet-Teller, a I'aide d’un dispositif « ThermoElectron Qsurf series Surface Area

Analyzer ». Aprés calcination des catalyseurs pendant 1 h sous un flux d'hélium, une phase d’adsorption a
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été réalisée a -196°C avec un mélange de N,/He (30/70). Dans un deuxiéme temps, la désorption de I'azote
gazeux a été quantifiée avec un détecteur de conductivité thermique. Ainsi, les valeurs de Sger obtenues pour

les catalyseurs Pd/yAl,Os et CosAl-O sont respectivement de 252 et 123 m2.g2.

1.3 Tests catalytiques

L'efficacité des catalyseurs a convertir le toluéne a été évaluée dans un réacteur a lit fixe. Une
concentration de 1 000 ppm de toluéne a été générée dans un flux d’air 3 un débit de 100 mL.min. Les
expérimentations ont été effectuées a des températures comprises entre la température ambiante et 250°C
pour Pd/yAl,O3 ou 350°C pour CosAl,-O. Les tests catalytiques ont ensuite été suivis dans des conditions
isothermes pendant 5 jours. La composition du flux gazeux aprés réaction catalytique a été analysée avec

une micro chromatographie en phase gazeuse (Varian CP-4900).

Ces tests catalytiques ont permis de calculer le taux de conversion du toluéne selon la formule suivante :

_ [CO,]r + [CO]r + [CeHelr X 6
Xy = x 100
[CO;]r + [CO]r + [CeHglr X 6+ [C7Hglr X 7

En prenant :
- X1 (%) : conversion du toluéne a la température T

- [117 (ppm) : concentration du composé | a latempérature T

Cette information a également été utilisée pour tracer les courbes dites de light-off des deux catalyseurs
(figure 21). Ces courbes représentent le pourcentage de conversion du toluéne en fonction de la température
au niveau du catalyseur et permettent de définir les conditions optimales de fonctionnement des 2
catalyseurs. Les performances catalytiques des deux catalyseurs ont ainsi été comparées a Tso et Tioo,
représentant respectivement les températures auxquelles 50 % et 100 % du toluene a été converti (figure
21) lors des tests effectués en montée progressive de température. Ainsi pour le catalyseur commercial
(Pd/yAl O3, courbe rouge), la température minimale pour obtenir 100 % de conversion (T1g0) est de 212°C
tandis que pour le catalyseur CogAl,-O (courbe bleue), elle est de 292°C. Toutefois, pour réaliser les
expériences de validation toxicologique, des températures de réaction catalytique (Texp) Supérieures a la
valeur de T100 ont été retenues, de maniere a ce que la formation de sous-produits (par exemple le benzéne)
résultant de la conversion du toluéne soit la plus faible possible, voire inexistante (Brunet et al., 2015). Ainsi
des valeurs de Tex de 260°C pour Pd/yAl,O3 et 350°C pour CogAl>-O, pour les tests effectués en condition

isotherme pendant 5 jours.
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Figure 21 : Courbes de conversion catalytique du toluéne en fonction de la température mesurée au niveau du catalyseur utilisé :
Pd/yAl,03 ou CosAlLO (concentration d’entrée du toluéne : 1 000 ppm). La quantité de benzéne émise suivant la température de
réaction en présence de chaque catalyseur est représentée en pointillés.

2. Exposition des cellules BEAS-2B en Interface Air-liquide

Afin d’étudier les impacts du toluéne, de ses homologues ainsi que des effluents gazeux issus de son
oxydation catalytique, un dispositif expérimental a été mis en place. Ce dernier est schématisé sur la figure

22 et présenté dans les paragraphes suivants.

Etude du toluéne et de ses homologues
COV/Ar )
¥
Alr D | systeme Interface Air-Liquide (ALI)

Vitrocell®

Suivi des parameétres physico-chimiques :
- Concentrationen COV et débit

—

- Température
Toluéne / Air L V
/ Catalyseurs s
Pd/vAl,0, 100%  10% T
CogAl,-0 C i)
[ Air
Oxydation catalytique du toluéne

Figure 22 : Dispositif expérimental du systéme d’exposition des cellules en interface air-liquide au toluéne, a ses homologues et aux
effluents gazeux issus de son oxydation catalytique
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2.1 Génération dynamique des flux de COV gazeux

Le flux de COV a 100 ppm ou 1 000 ppm (dilué dans Iair filtré) a été produit de maniere dynamique, en
utilisant un générateur de mélanges gazeux (Bronkhorst France). Cet équipement a été placé en amont du
systeme ALI, permettant ainsi d’exposer directement les cellules BEAS-2B a un flux continu du mélange air et
polluant. Lors de I'étude des effluents gazeux issus de l'oxydation catalytique du toluéne, le réacteur
contenant le catalyseur a été installé entre le générateur de COV et le systéeme d’exposition. La température
des mélanges gazeux a été contr6lée en amont du systeme d’exposition des cellules. La température en sortie
de I’enceinte du générateur de COV et celle des effluents issus de I'oxydation catalytique du toluéne étaient

respectivement égales a 37°C et a 39 °C.

La figure 23 représente les différents éléments composant le générateur de mélanges gazeux. Les COV
sont initialement introduits a I'état liquide dans une ampoule servant de réservoir. Grace a un premier
débitmetre a effet Coriolis, les COV sont injectés dans un circuit thermostaté a 42°C ol se produit leur
volatilisation, dans un flux d’air contrélé par un débitmétre massique, avec une précision de I'ordre de 0,1 %.
La régulation du débit permet d’ajuster la concentration en COV a une valeur souhaitée au sein du mélange
gazeux. En sortie du générateur, deux étages de dilution peuvent étre utilisés en fonction de la concentration
en COV choisie pour I’exposition cellulaire. Le flux du premier étage correspond a la concentration de COV la
plus élevée. Ce mélange peut subir une seconde dilution a l'air filtré pour obtenir des concentrations plus

faibles (de I'ordre de 10 a 100 ppm) en sortie de deuxiéme étage.

Thermostat

Ampoule contenant le COV liquide
Débitmetre a effet Coriolis

|Z| Débitmetres gazeux

Régulateur de pression

|z| Sortie du 1°" étage

Sortie du 2™ étage

Figure 23 : Générateur de mélanges de COV
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3. Débitmeétre massique pour composés liquides a effet Coriolis /4. Débitmétres massiques pour
composés gazeux
2.2 Le systeme d’exposition en Interface Air-liquide

Les cellules BEAS-2B ont été exposées aux flux gazeux du benzene, du toluéne, du m-xyléne ou du
mésityleéne (pureté > 99,9 %, VWR Chemicals) dilués dans I'air ou aux flux gazeux résultant de I’oxydation
catalytique du toluéne, a l'aide du systeme d’exposition en Interface Air-Liquide de type Vitrocell® (Vitrocell
GmbH, Allemagne). Le dispositif utilisé dans notre projet (figure 24) est composé de trois modules 6/3 CF
Stainless : un pour les expositions a I'air filtré, et deux pour les expositions aux flux gazeux post-oxydation
catalytique ou chargés en COV. Les modules sont divisés en deux parties : la base est équipée de trois puits
pouvant contenir 17,5 mL de milieu de culture et les inserts tandis que la partie supérieure, constituée de
trois trompettes, délivre le composé gazeux au niveau de la partie apicale des cellules. Avant chaque
expérimentation, le surnageant supérieur a été retiré de chaque insert Transwell®, conservé a 37°C pendant
I’heure d’exposition. Les cultures cellulaires exposées ont été remises en condition immergée en utilisant le
milieu d’origine et placées a I'incubateur. Afin de maintenir les inserts de culture cellulaire a une température
de 37°C, 'ensemble du dispositif est thermostaté a I'aide d’un circuit d’eau chauffé par bain-marie. Un étage
de dilution a été ajouté au niveau de I'un des deux modules pour obtenir les plus faibles concentrations
d’exposition, c’est-a-dire 20 ou 100 ppm lorsque la concentration en sortie de générateur est respectivement
de 100 ou 1 000 ppm. Ainsi, les flux gazeux sont aspirés a travers les modules et entrent ensuite en contact
avec les cellules cultivées sur les inserts placés dans les puits des modules. En effet, une pompe a vide,

installée en sortie de systéme d’exposition aspire ces flux a un débit de 5 mL.min au niveau de chaque puits.

Entrée des flux gazeux
Sortie des flux gazeux
Circuit d’eau

[ =] [ [-]

Figure 24 : Module Vitrocell et illustration de I'exposition de cellules en interface air/liquide (https://www.vitrocell.com)
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Deux concentrations différentes ont été générées lors de I'exposition des cellules aux quatre COV : (i)
100 ppm du COV correspondant a la Valeur Limite a Court Terme (VLCT) et (ii) 20 ppm du COV dilué dans I'air
représentant la Valeur Limite d’Exposition Professionnelle (VLEP) du toluene. Pour I’évaluation des effluents
gazeux avant et aprés traitement catalytique, quatre mélanges de gaz ont été testés : (i) 1 000 ppm et (ii)
100 ppm de toluene dilué dans Iair, (iii) 100 % et (iv) 10 % du débit gazeux apres traitement catalytique.
Parallélement, des cellules ont été exposées a I'air purifié ou ont été conservées dans I'incubateur afin de

servir de contrbles négatifs.

En vue d’étudier les effets d’une exposition répétée, les cellules ont été exposées aux différentes
conditions chaque jour pendant 1 heure sur une période de 5 jours consécutifs, puis récoltées les jours 1, 3
ou 5. Cing heures aprés I'exposition des cellules aux différents flux gazeux, les surnageants ont été recueillis
tandis que les inserts Transwell® ont été rincés avec du Phosphate Buffer Saline (PBS) avant d'étre conservés

a-80°C.

2.3 Analyses chimiques
2.3.1 Métrologie des flux gazeux produits par le générateur de COV

La concentration en hydrocarbures aromatiques émis par le générateur a été mesurée par uGC (GC
Agilent Technologies 5975C). La quantification a été réalisée grace a l'injection d’échantillons standards
calibrés de chaque COV. L'analyse des flux gazeux a été effectuée avant les expérimentations puis toutes les

5 minutes durant les expositions cellulaires afin d’avoir un suivi en continu de la concentration d’exposition.

2.3.2 Analyse chimique des effluents d’oxydation catalytique des catalyseurs testés

Afin de mettre en évidence la présence éventuelle de toluéne non-converti ainsi que la formation
potentielle de sous-produits, les flux gazeux issus de I'oxydation catalytique du toluéne ont été prélevés en
utilisant des cartouches d’adsorption Tenax™ (Perkin Elmer). Les composés retenus sur ces cartouches ont
été désorbés a I'aide d’un désorbeur thermique (TurboMatrix, Perkin Elmer). Brievement, une premiére
désorption a 250°C pendant 10 minutes est réalisée puis les molécules désorbées ont été reconcentrées sur
un piége refroidi a -25°C. Puis une 2™ désorption, dite flash, a été réalisée a la suite d’une augmentation
rapide de la température a raison de 40°C par seconde jusqu’a un palier de 220°C. Les composés ont été
ensuite analysés et quantifiés par GC/MS (Perkin Elmer GC Clarus 680/MS Clarus 600S) puis identifiés a partir
de la base de données NIST. Le tableau 9 résume la méthode de GC/MS utilisée. Les prélévements ont été
effectués 3 la fin des expositions a J1, J3 et J5 pendant 15 minutes pour un débit de 5 mL.min! de I'effluent

gazeux.
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Tableau 9 : Méthode chromatographique utilisée pour I'analyse et la quantification par GC/MS des composés piégés sur cartouche
d’adsorption Tenax™

Paramétres expérimentaux Valeurs
Durée de I'analyse 47 minutes
Colonne Elite 5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
Source El +
Masses mesurées 40 a 300 unités de masse
Température de la ligne de transfert 200°C

40°C pendant 1 min

Réglages du four de GC 40-200°C (+ 5°C/min)

200°C pendant 10 min

3. Modele cellulaire
3.1 Les cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B

Les cellules BEAS-2B proviennent de I’American Type Culture Collection (ATCC) sous la référence ATCC®
CRL-9609™. Ce sont des cellules épithéliales bronchiques humaines, I'unes des premieres cibles des polluants
atmsophériques, isolées lors de I'autopsie d’un donneur sain (figure 25) puis transformées par un adénovirus
hybride 12-SV40 et clonées. Grace a son immortalisation, cette lignée cellulaire a la capacité de se multiplier
indéfiniment sans aucune modification phénotypique, ce qui permet de réaliser des expositions subaigués
(Zzhou et al., 2016). Elle est métaboliquement active (Uppstad et al., 2010) et capable de secréter des
cytokines (BéruBé et al., 2009). De plus, elle s’est également révélée apte a la culture sur insert et a

I’exposition en interface air-liquide (Hiemstra et al., 2018; Vales et al., 2015).

Figure 25 : Cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B
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3.2 Conditions de culture cellulaire

3.2.1 Optimisation des conditions de culture cellulaire

Un travail d’optimisation a permis de valider les conditions de culture et d’exposition des cellules BEAS-
2B. Le premier objectif était de trouver la concentration optimale d’ensemencement permettant d'exposer
les cellules le plus longtemps possible, afin de réaliser des expositions répétées. Deux critéeres d’évaluation
ont été utilisés : I'absence de modification de la morphologie et du développement des cellules. La
confluence des cellules a également été limitée a 80 %. Six concentrations d’ensemencement ont été testées,
dans des plaques 6 puits CellBind® (Corning) : 190, 375, 750, 1 500, 3 000 et 6 000 cellules.cm™. Une

observation microscopique a été réalisée quotidiennement pendant 14 jours.

Les conditions d’exposition avec le systéeme Vitrocell® ont également été optimisées. Pour cela, nous
avons déterminé le nombre de jours maximum pendant lequel il est possible de réaliser I'exposition des
cellules BEAS-2B avec le systeme ALL. Les cellules ont été ensemencées sur des inserts Corning® Transwell®
de 4,7 cm? possédant des pores d'un diamétre de 0,4 um et exposées a l'air filtré, 1 heure/jour pendant 8
jours consécutifs. La cytotoxicité et la prolifération ont été évaluées en prenant comme contréle les cellules

non exposées placées dans des inserts similaires a I'intérieur de I'incubateur a 37°C.

3.2.2 Protocole de culture cellulaire
Pour une croissance optimale et pour éviter une différenciation des cellules BEAS-2B, la culture de ces
dernieres nécessite des conditions spécifiques :
e Les contenants de culture doivent-étre prétraités afin de permettre une adhésion optimale de la lignée
cellulaire.
e |'utilisation d’'un milieu de croissance sans sérum, de type LHC-9 ou BEGM est nécessaire.

e Enfin, la confluence des cellules ne doit pas étre supérieure a 80 % comme recommandée par I’ATCC.

En accord avec ces recommandations, les cellules BEAS-2B ont été cultivées a partir d’'une méme
ampoule dans des flacons stériles Corning® Cellbind® avec un milieu de culture LHC-9 (Gibco, ThermoFisher
Scientific) puis incubées a 37°C dans un environnement contenant 5 % de CO, et 100 % d'humidité. Environ
24 h avant le début des expositions, les cellules ont été décollées avec une solution de trypsine 0,25 % puis
ont été ensemencées dans des inserts de culture de type Transwell®. Trois concentrations cellulaires
différentes ont été utilisées pour les expositions a 1, 3 et 5 jours. Ces 3 concentrations ont été choisies afin
d’obtenir un nombre final de cellules identique a la fin des 3 temps d’exposition, soit 500 000 cellules/insert.
Les BEAS-2B ont ensuite été incubées avec 1 mL de milieu de culture au niveau de la partie basale et 1 mL au

niveau de la partie apicale.
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3.4. Evaluation toxicologique

3.4.1 Microscopie

Au terme des expérimentations d’optimisation, I’effet de la culture des cellules et de leur exposition répétée
a lair filtré et au toluéne (100 et 1 000 ppm) en ALl a été testé. Différents paramétres morphologiques ont
ainsi été évaluées par observation microscopique, comme par exemple la longueur et le volume des cellules,
leur forme ou encore leur granulosité. Apres exposition des cellules au toluéne pendant 1 heure chaque jour
pendant 1, 3 ou 5 jours, les inserts ont été fixés au formaldéhyde (solution a 2 % dans du PBS) pendant 30
minutes. La coloration des cellules BEAS-2B a été effectuée selon le protocole décrit par Feldman et Wolfe
(Feldman and Wolfe, 2014). Cette méthode associe deux réactifs : 'hématoxyline de Harris pour une
coloration des noyaux en violet tandis que I'éosine permet la coloration des cytoplasmes en rose. Deux bains
dans I'alcool absolu ont rendu l'insert hydrophobe pour le collage et le montage sous lamelle a I'aide de
résine de montage Eukitt®. Pour finir, les inserts témoins ou exposés au toluene ont été visualisés avec un

microscope photonique (Zeiss AxioScope) au grossissement X100.

3.4.2 Evaluation de la viabilité cellulaire

Le kit Cytotoxicity Detection LDH (Roche Diagnostic, Merck-Millipore) a été utilisé pour évaluer la
cytotoxicité. Cette méthode colorimétrique permet d’évaluer I'intégrité de la membrane cellulaire grace a la
guantification extracellulaire de I'enzyme lactate déshydrogénase (LDH). Naturellement présente dans le
cytosol des cellules, la LDH permet la conversion du pyruvate (CHs-CO-COQO’) en lactate (CHs-CHOH-COO"),
tout en réduisant les protons NAD* en NADH,H* (figure 26). Lorsque les cellules sont mortes ou que leur
membrane plasmique est endommagée, I'enzyme LDH est libérée dans le milieu de culture. Celle-ci réagit
ensuite avec le sel de tétrazolium du kit (couleur jaune) pour former du formazan (couleur rouge). Ainsi, la

concentration en formazan est proportionnelle au nombre de cellules endommagées.

NADH,H* NAD*

LDH
CH,;-CO-COO" = > CH,-CHOH-COOr

Zn
NAD?* NADH,H*

Figure 26 : Conversion du pyruvate en lactate par I'enzyme Lactate Déshydrogénase (LDH)

La mesure de la LDH extracellulaire a été réalisée dans les surnageants des cellules exposées aux
polluants ou a lair filtré durant 1, 3 ou 5 jours. Cing heures apreés la fin des expositions, 100 L de surnageant
de chaque insert ont été transférés en triplicat dans une plaque 96 puits. En paralléle, des cellules cultivées

dans les mémes conditions ont été exposées pendant 30 minutes a une solution de Triton X-100 a 2 % (v/v)
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dans le milieu de culture, afin d’étre utilisées comme controle positif (100 % de cytotoxicité) et 100 L du
surnageant ont été transférés dans la plaque 96 puits également. Puis, 100 pL du réactif de détection de la
LDH contenant le formazan ont été ajoutés dans chacun des puits. La plaque a ensuite été incubée pendant
30 min, a température ambiante et dans le noir, avant mesure de la densité optique a 490 nm et 600 nm
avec un lecteur de microplaques Multiskan (Thermo Fisher Scientific). Pour chacune des conditions testées,

le pourcentage de cytotoxicité a été calculé grace a la formule suivante :

Absg i — AbStsmoin ai
Cytotoxicité (%) — échantillon témoin air % 100
Abstriton X—-100 — Abstémoin air

Un suivi de la stabilité de la lactate déshydrogénase dans le temps et en présence des COV étudiés a
également été réalisé. Pour effectuer ce test, un standard de LDH a été mis en contact pendant 5 jours a 37°C
avec chacune des molécules a une concentration de 100 ppm. Une solution composée uniquement de milieu
de culture et de standard de LDH a été utilisée comme contréle positif. Des volumes de 100 uL de chaque
condition ont été prélevés de J1 a J5 puis transférés dans une plaque 96 puits. La quantification de la LDH,
selon le protocole décrit précédemment, n’a montré aucun changement significatif comparé au controle
positif. Il 'y a donc pas d’altération de la LDH liée a la présence des différents COV testés dans nos conditions

expérimentales.

3.4.3 Mesure de la prolifération cellulaire

Le test AlamarBlue™ (Invitrogen, ThermoFisher Scientifique) a été utilisé pour I'optimisation des
conditions d’exposition des cellules BEAS-2B avec le systéme Vitrocell®. Cette méthode mesure I'activité
mitochondriale des cellules et permet ainsi d’évaluer la prolifération cellulaire. Elle est basée sur la capacité
des cellules vivantes a convertir la résazurine, molécule bleue et peu fluorescente, en résorufine, composé
fluorescent de couleur rose (figure 27). La concentration en résorufine métabolisée est donc proportionnelle

au nombre de cellules fonctionnelles.

o
(l) NADH,H* NAD*
N
| N 5\ N 5 { | X X
HO” N7 o7 Y HO” N Yo 0
Résazurine Résorufine

Figure 27 : Conversion de la résazurine en résorufine
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Le suivi de la prolifération cellulaire a été effectué chaque jour entre le 1°" et le 8™ jour d’exposition
des cellules BEAS-2B a I'air filtré. Ainsi, 200 uL de la solution réactionnelle fournie par le kit ont été ajoutés
dans les inserts exposés et témoin directement apres la fin des expositions. Aprés 4 h d'incubation a 37°C et
a I'obscurité, 100 uL du mélange surnageant-résorufine ont été transférés dans une plaque 96 puits noire.
Puis, l'intensité de la fluorescence a été mesurée a la longueur d’onde d’excitation de 530 nm et d’émission
de 590 nm avec un fluorimétre Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems). Les résultats sont exprimés en index
de prolifération relative et correspondent au ratio de I'intensité de fluorescence des cellules exposées a I'air
filtré sur les cellules témoins laissées dans l'incubateur. Une valeur inférieure a 1 signifie donc que la

prolifération cellulaire chez les cellules exposées est plus faible que chez les cellules témoins non exposées.

3.4.4 Extraction de I’ADN, de I’ARN et des protéines

Deux kits utilisant la méthode par colonne d’affinité (Le kit SurePrep™ de Fisher BioReagents et le kit
Nucleospin® TriPrep de Macherey-Nagel) ont été utilisés pour I'extraction de I’ADN, de I’ARN et des protéines
des cellules témoins et des cellules exposées. Cette méthode comprend plusieurs phases de purification et
d’élution du matériel cellulaire. Aprés décongélation des inserts Transwell®, les cellules BEAS-2B ont été
lysées puis transférées dans un microtube avec de I’éthanol 95 %. Le mélange a ensuite été transféré sur une
colonne fourni dans le kit et une premiére centrifugation a permis de lier ’ADN et I’ARN a la colonne tandis
que les protéines ont été éluées dans le microtube. Les étapes suivantes correspondent au lavage et a
I’élution de I’ARN grace a une solution sélective qui maintient les liaisons entre I’ADN et la colonne et élue
I’ARN. De nouvelles phases de lavage et d’élution ont été réalisées avec un tampon d’élution spécifique afin
de collecter 'ADN. Puis les protéines, stockées dans la glace pendant les étapes précédentes, ont été
transférées sur la colonne, préalablement activée pour permettre la liaison avec les protéines. Aprés une
étape de lavage, les protéines ont également été éluées dans un microtube contenant une solution de
neutralisation des protéines. Pour finir, ’ARN et I’ADN ont été stockés a la température de -20°C tandis que

les protéines ont été conservées a -80°C.

3.4.5 Evaluation de I'expression génique

Apreés extraction, '’ARN a été quantifié par spectrophotométrie 8 260 nm en utilisant une udrop™ plate
(Thermofisher). Un controle de la qualité de I’ARN a également été réalisé en utilisant un bioanalyseur Agilent
2100 (Agilent Technologies) et des puces Agilent RNA 6000 Nano Chips, par fluorescence aprés séparation
des composants par électrophorese capillaire. Ainsi, les échantillons ayant obtenu un RNA Integrity Number

(RIN) supérieur a 8 ont été conservés pour I'évaluation de I'expression génique.
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Le niveau d’expression des genes dans les cellules BEAS-2B a été évalué par la technique RT-qPCR
(Reverse Transcription-real time quantitative Polymerase Chain Reaction). L'ADNc a été synthétisé a partir
de 1 pg d’ARN total pour un volume final de 45 plL en utilisant le kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystem, ThermoScientific), en se conformant au protocole du fabricant. La transcription inverse
(RT) a été réalisée avec le thermocycleur SimpliAmp (Applied Biosystems) selon les étapes suivantes :
hybridation des Random Primer, transcription inverse de '’ARNm en ADNc, inactivation de I'enzyme puis
refroidissement de la RT jusqu’a conservation des échantillons a 4°C. Les temps et températures associés a

chacune des étapes sont donnés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Programme de température de la transcription inverse

Hybridation Rétrotranscription Inactivation Conservation
Température 25°C 37°C 85°C
4°C
Durée 10 min 120 min 5 min

L'expression de 19 génes a été quantifiée a |I'aide du kit TagMan® Advanced Master Mix et des amorces
TagMan® Assay (tableau 11). Pour chaque échantillon analysé en duplicat, 10 ng d’ADNc ont été utilisés pour
un volume final de 10 pL. La réaction de PCR a été effectuée en utilisant le thermocycleur Quant Studio 3
(Applied Biosystems). Le programme « one step » utilisé comprenait une succession de 40 cycles divisés en
3 périodes : la dénaturation de I’ADN a 95°C pendant 20 s, puis I’hybridation des amorces et de la sonde a
60°C et enfin I'’élongation permettant la libération du fluorophore effectué a 72°C pendant I'augmentation

de la température entre 60°C et 95°C.

Tableau 11 : Sondes TagMan utilisées pour la gPCR

Géne Référence amorce Géne Référence amorce
18S Hs99999901_s1 EPHX1 Hs01116806_m1
GAPDH Hs02786624 gl NQO1 Hs02512143_s1
B2m Hs00187842_m1 GSTM1 Hs01683722_g1
HPRT Hs02800695_m1 DHDH Hs00205528_m1
UBC Hs01871556_s1 ADH1A Hs00605167_g1
ACTB Hs01060665_g1 ALDH2 Hs01007998_s1
CYP1A1 Hs01054797 gl ALDH3B1  Hs00997594 m1l
CYP1B1 Hs00164383_m1 IL-6 Hs00174131_m1
CYP2E1 Hs00559368_m1 IL-8 Hs00174103_m1
CYP251 Hs00258076_m1 Muc1 Hs00159357_m1
CYP2F1 Hs00167949_m1 MUC5AC Hs01365616_m1
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Les résultats obtenus par le logiciel « Quant Studio™ Design and Analysis » sont donnés sous forme de
C: (Cycle Threshold) ou Cq (Cycle de Quantification), correspondant au nombre de cycles d’amplification pour
lequel I'intensité de fluorescence est significativement supérieure au bruit de fond. Ces valeurs de C; ont été
analysées par la méthode du AAC; (Livak and Schmittgen, 2001; Schmittgen and Livak, 2008) en utilisant des

cellules exposées a I'air comme référence.

La normalisation du niveau d’expression des génes d’intérét a été réalisée grace a la moyenne
géométrique des C; de trois genes de référence : ARN ribosomal 18S (18S), Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) et Béta-2 microglobuline (B2M), aprés recherche des genes les plus stables parmi
six génes (18S, GAPDH, B2M, HPRT, UBC et ACTB) fréquemment décrits et utilisés comme référence
(Vandesompele et al., 2002). Les valeurs de C: obtenues pour toutes les modalités de I’étude sont données

dans la figure 28 et les génes retenus sont ceux ayant le moins de variation.
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Figure 28 : Nombre de cycles pour atteindre le seuil de fluorescence : Ct médian (en bleu) et Ct minimum et maximum (en noir)
obtenus apres amplification de 10 ng d’ARN provenant de chacunes des modalités de I’étude (témoin, cellules exposées aux
effluents aprés catalyse, cellules exposées aux COV seuls).

Les résultats finaux ont été exprimés sous forme de valeur de quantification relative (RQ). Cette derniere
représente le niveau d’expression du géne dans les cellules exposées aux COV dilués ou aux flux gazeux issus
de I'oxydation catalytique du toluene, comparé au méme niveau d’expression des cellules exposées a l'air

purifié.
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3.4.6 Quantification des cytokines

La méthode ELISA (Enzyme Link Immunosorbant Assay) sandwich a été utilisée pour étudier la réponse
inflammatoire des cellules BEAS-2B aprés exposition aux COV dilués ou aux flux gazeux issus de |’oxydation
catalytique du toluene. Les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 ont ainsi été quantifiées dans les
surnageants des inserts Transwell® en utilisant le kit ELISA MAX™ (BioLegend, Ozyme), selon les instructions
du fabricant. Ainsi, un volume de 100 pL de surnageant contenant les cytokines ont été liées, en duplicat, a
un anticorps primaire spécifique, préalablement fixé au fond d’une plaque 96 puits. Puis le complexe formé
a été incubé avec un anticorps secondaire spécifique, appelé anticorps de détection, sur lequel est fixé de la
biotine. Entre chaque étape, un lavage des puits a été effectué afin de retirer I'anticorps non fixé. Pour finir,
le couplage de I'anticorps de détection avec une peroxydase induit la formation d’un complexe coloré,
permettant ainsi la révélation des cytokines d’intérét. La concentration a été mesurée avec un lecteur de
microplaques Multiskan (Thermo Fisher Scientific), aux absorbances de 450 nm (intérét) et 570 nm
(référence). Les résultats sont exprimés en niveau d’induction de cytokines secrétées par les cellules
exposées aux flux gazeux par rapport au niveau d’induction chez les témoins exposés a I'air. L'intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration en cytokines présentes dans les échantillons. La
guantification des cytokines IL-6 et IL-8 est obtenu par comparaison avec une gamme d'étalonnage et

|'utilisation d'une droite de régression polynomiale d'ordre 2.

Parallélement, des cellules BEAS-2B cultivées dans des plaques 6 puits ont été exposées a 0,1 pg.mL* de
lipopolysaccharide bactérien (LPS). Ce test a été utilisé comme témoin positif et permet de vérifier la capacité
des cellules BEAS-2B a induire une réponse inflammatoire. Une augmentation significative de la sécrétion
d’IL-6 et d’IL-8 a été observée avec des taux d’induction 7,2 et 2,5 fois supérieurs aux cellules témoins non

exposées (figure 29).
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Figure 29 : Mesure de la sécrétion relative de cytokines (IL-6 et IL-8) aprés exposition des cellules au a 0,1 ug.mL de
lipopolysaccharide bactérien. Les concentrations de cytokines ont été mesurées par méthode ELISA dans le surnageant de réplicas
biologiques (n = 3) et les valeurs ont été comparées aux cellules exposées a I'air purifié (test U de Mann-Whitney, * p<0.05)
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Un suivi de la stabilité des cytokines IL-6 et IL-8 dans le temps et en présence des COV étudiés a
également été réalisé. Ce test permet de vérifier I'absence d’interaction entre les cytokines testées et les
composés étudiés et ainsi éviter les biais de détection. Pour effectuer ce test, des concentrations de 20 et
200 pg.mL*de chaque cytokine ont été mises en contact pendant 5 jours a 37°C avec chacune des molécules
de COV a une concentration de 100 ppm. Une solution composée uniquement de milieu de culture et des
standards de cytokines ont été utilisés comme controle. 100 plL de chaque condition ont été prélevés de J1 a
J5 puis transférés dans une plagque 96 puits. Aucun changement significatif n’a été observé apres
quantification des niveaux des cytokines IL-6 et IL-8 mises en contact avec les molécules organiques par

rapport au controle positif.

3.5. Analyses statistiques
Les opérations de calcul élémentaire et des estimateurs statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel
Microsoft Excel. Les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel GraphPad Prism 7.05 (GraphPad

Software, La Jolla, Californie).

Les données relatives a la cytotoxicité et aux études de prolifération ont été traitées par ajustement au
modele de Hill (Di Veroli et al., 2015; Weiss, 1997), afin de déterminer la concentration d’effet a 10 % (CE1o)
pour I'air et pour la molécule de référence (toluene). Pour les effluents gazeux et pour les autres molécules
testées, la cytotoxicité a été mesurée aux concentrations de I'étude (20 ppm, 100 ppm et 1 000 ppm, en

fonction des tests réalisés) et sa valeur a été exprimée par le pourcentage de cytotoxicité moyen.

Pour les données d’analyse de I'expression génique, les résultats ont été obtenus en utilisant la méthode
du AAC; (Livak and Schmittgen, 2001; Schmittgen and Livak, 2008) calculée sur la valeur médiane des Ct
obtenus sur les trois réplicats biologiques. Les résultats de quantité relative (RQ) ont été représentés par la
valeur médiane associée a son quartile supérieur (Q3). En se basant sur cette méthode, la significativité est
obtenue lorsque le RQ est supérieur a 2 ou inférieur a 0,5, représenté sur les graphiques par une ligne

pointillée.

Pour les données de quantification des cytokines par la méthode ELISA, les résultats ont été décrits par
le niveau d’expression relatif normalisé par rapport au témoin cultivé en ALl et exposé a l'air. Aprés
vérification de la normalité de la distribution des données, les différences significatives ont été mises en

évidence par le test U de Mann-Whitney (p<0.05) entre témoin et exposé.
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4. Optimisation des conditions de culture et d’exposition en systeme ALI
4.1 Concentration optimale

Afin de déterminer la concentration optimale d’ensemencement en vue des expositions répétées, 6
concentrations ont été testées : 190, 375, 750, 1 500, 3 000 et 6 000 cellules.cm™. Pour les concentrations de
3000 et 6 000 cellules.cm™, 80 % de la confluence a été atteint avant 8 jours. En revanche, des modifications
du comportement cellulaire et du phénotype ont été observées a partir du cinquiéme jour pour les plus
faibles concentrations d'ensemencement, correspondant a 190, 375 et 750 cellules.cm (figure 30). En effet
les BEAS-2B, cellules adhérentes, se sont développées en forme de grappes au lieu de recouvrir
uniformément le fond du puits. Ainsi, une densité de 1 500 cellules.cm? a été considérée comme étant la
concentration optimale d’ensemencement des cellules. Dans ces conditions, 80 % de confluence a été atteint

au 8™ jour sans observation microscopique de changement morphologique et phénotypique (figure 30).
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Figure 30 : Optimisation de la concentration cellulaire d'ensemencement des BEAS-2B sur insert. Observation en microscopie optique
des cultures aprés 8 et 14 jours (grossisement x20 et x100)

4.2 Conditions d’exposition en systéme ALI

La mesure de la prolifération avec le test AlamarBlue™ et de la cytotoxicité par test LDH ont permis de
déterminer le nombre de jours maximum d’exposition des cellules BEAS-2B avec le systeme Vitrocell® (figure
31). Les résultats de cytotoxicité obtenus de J1 a J5 indiquent un faible taux de mortalité des cellules lors des
expositions a I'air filtré, identiques a ceux obtenus pour les témoins maintenus dans I'incubateur. L'index de
prolifération est également resté stable durant les cing premiers jours d’exposition. En revanche, une
diminution de la croissance cellulaire et une augmentation du taux de LDH ont été observées a partir du 5™

jour de culture que ce soit pour les cellules exposées ou les cellules témoins.
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Figure 31 : Evaluation de la cytotoxicité estimée par la mesure de I'activité extracellulaire de la Lactate DésHydrogénase (LDH) et
mesure de la prolifération cellulaire par le test AlamarBlue™ des cellules BEAS-2B cultivées sur inserts exposées a |'air filtré,
1h/jour pendant 8 jours. Les valeurs obtenues chaque jour (n=3) ont été comparées aux témoins incubateur et au triton X-100
(témoin positif de mortalité). L’ajustement de la courbe-réponse a été réalisé a I'aide du modele d’équation de Hill, afin de
déterminer la concentration d’effet a 10 % (CE.).

L'observation microscopique des cellules BEAS-2B (figure 32) n’a pas montré d’effets déléteres liés a
I’exposition répétée ou a la culture sur insert des cellules BEAS-2B. En effet, aucun changement phénotypique
n’a été observé aprés exposition des cellules au COV 1 heure par jour pendant 1, 3 ou 5 jours. Que ce soit
pour la concentration de 100 ou 1 000 ppm de toluene, les cellules ont conservé la méme morphologie

pendant les 5 jours d’exposition.
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Figure 32 : Evaluation morphologique des cellules BEAS-2B a I’aide d’un microscope photonique (grossissement X100) apres
exposition des cellules au toluéne pendant 1h et 1h/jour durant 3 et 5 jours.
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Cette série d’optimisations nous ont permis de déterminer les conditions de culture des cellules BEAS-2B
sur insert Transwell® et d’exposition répétée en ALl. Les conditions retenues sont une concentration
d’ensemencement de 1 500 cellules.cm? et une exposition de 1h/jour pendant 5 jours maximum. Ainsi pour
un temps d’exposition de 5 jours, la concentration initiale sera de 500 000 cellules par insert. L’absence de
modification morphologique des cellules et de cytotoxicité jusque 5 jours lors des expositions au toluene valide

les conditions d’exposition en Interface Air-Liquide.

73



Chapitre 3 : Toxicité du benzene, du

toluene, du m-xylene et du mésitylene

L'impact sur la santé humaine du benzéne et du toluene, molécules régulierement utilisées dans
I'industrie depuis le XIX®™ siécle, est maintenant connu. C’est pourquoi, substituer ces molécules par des
composés moins nocifs, comme par exemple le m-xyléne ou le mésitylene, est I'une des solutions mises en
place dans le secteur industriel. Cependant, un manque de connaissances demeure concernant I'effet de ces
4 hydrocarbures aromatiques sur I'appareil respiratoire. C'est pourquoi nous avons souhaité étudier dans ce
chapitre, la toxicité occasionnée par |'exposition a ces 4 composés sur des cellules épithéliales bronchiques
humaines. Afin d’effectuer une étude comparative, des cellules BEAS-2B ont été exposées pendant 1
heure/jour durant 1, 3 ou 5 jours a deux concentrations de COV : 20 et 100 ppm. Ces concentrations ont été
choisies car elles correspondent respectivement aux valeurs de VLEP et VLCT du toluéne. En parallele, des

cellules témoins ont été exposées a un flux d’air filtré dans les mémes conditions expérimentales.

1. Métrologie des flux de COV gazeux

Un suivi de la stabilité des concentrations d’exposition en COV a été effectué par uGC pendant toute la
durée de I'expérimentation (tableau 12). Ainsi, les doses d’exposition mesurées de J1 a J5 sont proches de la
valeur cible souhaitée, soit 100 ppm. Ces mesures valident donc nos conditions d’exposition. La plus faible
concentration d’exposition, c’est-a-dire 20 ppm, a été réalisée par dilution a partir du flux a 100 ppm

provenant du générateur de COV.

Tableau 12 : Suivi de la concentration en COV durant I’exposition en interface air-liquide. Les résultats représentent la valeur
moyenne ainsi que l'intervalle de confiance a 95%

Molécules Valeur cible 1 J2 13 Ja J5
100,1 100,1 100,6 99,8 99,9
Benzéne 100 ppm
[99,6 ; 100,5] [99,6 ; 100,5] [100,2 ; 101,1] [99,2 ; 100,5] [99,8 ; 100,1]
100,0 100,0 100,0 100,0 100,1
Toluéne 100 ppm
[99,9; 100,0] [99,9; 100,0] [99,8 ; 100,3] [99,7 ; 100,3] [99,9; 100,2]
100,0 100,0 99,8 99,9 99,9
m-Xyléne 100 ppm
[100,0 ; 100,1] [100,0 ; 100,1] [99,7 ; 99,8] [99,9 ; 100,0] [99,9 ; 100,0]
99,9 100,2 99,7 100,2 100,3
Mésitylene 100 ppm
[99,9; 100,0] [100,1; 100,3] [99,4;99,9] [100,2 ; 100,3] [100,2 ; 100,4]
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2. Evaluation de la viabilité cellulaire

L'étude de I'intégrité des membranes plasmiques a été effectuée par mesure de la LDH extracellulaire apres
exposition aux COV. Le pourcentage de viabilité a été déterminé en utilisant le témoin air filtré comme valeur
équivalente a 100 % de viabilité. En paralléle, un insert cultivé dans les mémes conditions a été exposé
pendant 30 min a une solution de triton X-100 afin d’obtenir une valeur équivalente a 0 % de viabilité. La
guantification de la LDH mesurée dans le milieu de culture des cellules BEAS-2B exposées séparément aux 4
COV n’a montré aucun changement significatif par rapport a celle mesurée pour les cellules témoins exposées
a l'air filtré. La membrane plasmique des cellules exposées n’a donc pas subi de lésions. En effet, nous avons
pu vérifier que les valeurs de viabilité étaient toutes supérieures a 90 % aprés 5 jours d’exposition aux COV

testés.

Ainsi, les quatre composés étudiés n’induisent pas d’altérations de I'intégrité membranaire des cellules
dans ces conditions expérimentales (20 et 100 ppm, jusque 5 jours). Il s’avére ainsi que ces conditions
d’exposition sont adaptées pour entreprendre I’évaluation des effets toxiques du benzéne, du toluéne, du m-

xyléne et du mésityléne, sur les cellules BEAS-2B.

3. Activation des enzymes de métabolisation des xénobiotiques

Les niveaux d’expression de 10 génes codant pour les enzymes impliquées dans la phase de
fonctionnalisation des hydrocarbures aromatiques (CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1, et CYP2S1, EPHX1, DHDH,
ALDH2 et ALDH3B1) et de 2 enzymes intervenant dans |'étape de conjugaison (GSTM1 et NQO1) ont été
mesurés apres exposition des cellules BEAS-2B aux 4 COV (figure 33). Les résultats obtenus sont présentés
dans les paragraphes suivants en fonction de 'ordre d’intervention des EMX dans le métabolisme des
molécules. Ainsi, les premiers génes intervenant dans la biotransformation de la molécule sont les CYP suivis

par les enzymes induites par la formation de métabolites et enfin les 2 genes de la phase Il.
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Figure 33 : Expression relative des EMX aprés exposition des cellules BEAS-2B au benzéne, au toluéne, au m-xyléne ou au mésityléne
(20 et 100 ppm) pendant 1 heure/jour durant 5 jours. L’expression des génes a été mesurée par RT-qPCR (n = 3) et analysée par la
méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I’air comme référence et la moyenne géométrique C
de 18S, GAPDH et B2M comme génes de normalisation. Le niveau d’induction des génes est considéré comme significatif par rapport
au témoin exposé a I'air filtré pour RQ > 2 ou RQ < 0,5
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Figure 33 : Expression relative des EMX aprés exposition des cellules BEAS-2B au benzéne, au toluéne, au m-xyléne ou au mésitylene
(20 et 100 ppm) pendant 1 heure/jour durant 5 jours. L’expression des génes a été mesurée par RT-qgPCR (n = 3) et analysée par la
méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I’air comme référence et la moyenne géométrique C
de 18S, GAPDH et B2M comme génes de normalisation. Le niveau d’induction des génes est considéré comme significatif par rapport
au témoin exposé a I'air filtré pour RQ > 2 ou RQ < 0,5
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L’exposition répétée des cellules aux 4 COV induit significativement I'expression de 3 genes de la famille
des cytochromes : CYP2E1, CYP1A1 et CYP251. Cependant, les profils d’expression obtenus sont différents
selon les molécules. Tout d’abord, I'exposition au benzene et au mésityléene entraine une surexpression
temps-dépendante du gene CYP2E1 avec des valeurs de quantification relative significatives a J3 et J5. En
revanche, une diminution au cours du temps du niveau d’expression de CYP2E1 est observée pour les cellules
exposées aux deux concentrations en toluéne ou a 100 ppm de m-xyléne. Les valeurs de RQ obtenues pour
20 ppm de toluene et 100 ppm de m-xyléne ne sont d’ailleurs plus significatives a J5. Concernant CYP1A1,
I’enzyme est exprimée significativement a J3 pour 100 ppm de benzéne et de mésitylene avec un RQ égal a
2,1 pour les deux molécules. La plus forte concentration en toluéne provoque également la surexpression de
CYP1A1, lors du cinquiéme jour d’exposition. Enfin, CYP251 est uniquement induit le 3*™ jour d’exposition
pour les deux concentrations en m-xyléne testées, avec des RQ de 2,1 et 2,3 respectivement. Enfin, nous
n’avons pas observé de surexpression significative de CYP1B1 et CYP2F1 apres exposition des cellules aux 4

COV par rapport aux cellules exposées a I'air filtré.

Une augmentation significative de I'expression du gene EPHX1 est mesurée aprés exposition des cellules
BEAS-2B au benzéne (20 et 100 ppm), au m-xylene (20 et 100 ppm) et au mésityléne (100 ppm). Pour les
deux concentrations en benzene, un profil en forme de « U inversé » est observé avec une expression
significative uniqguement a J3 (RQ = 2,1 a 20 ppm et 2,8 a 100 ppm). En revanche, la surexpression du gene
observée pour le m-xylene et le mésitylene n’est obtenue qu’a l'issue d’expositions répétées, avec des
valeurs significatives mesurées uniquement a J5. Les deux concentrations en mésitylene provoquent

également la surexpression de DHDH, avec des valeurs de RQ obtenues a J3 supérieures a 2,0.

Les enzymes appartenant a la famille des aldéhydes déshydrogénases ont également été induites lors
de I'exposition des cellules BEAS-2B au m-xyléne et au mésityléne. Ainsi, ALDH2 a été surexprimé a partir du
troisieme jour pour les deux concentrations en m-xyléne (20 et 100 ppm). En revanche, une valeur de RQ
significative n’a été observée que pour la concentration en mésityléne la plus élevée et uniqguement a J5.
Enfin, ALDH3B1 est surexprimé le cinquieme jour pour les expositions a 20 ppm de mésitylene et pour les
deux concentrations en m-xyléne. Toutefois, nous observons une surexpression significative des J3 lors des
expositions a 100 ppm de mésitylene. Pour les deux concentrations en m-xyléene ainsi que pour la plus forte
concentration en mésitylene, les RQ obtenues a J5 sont supérieurs a 4,0. Quant a ADH1A, cette enzyme a été
induite a J5 lors des expositions des cellules BEAS-2B a 100 ppm de benzene. Pour finir, aucune variation de
I'expression de GSTM1 et NQO1 n’a été mesurée aprés exposition des cellules aux 4 hydrocarbures

aromatiques durant 1 heure/jour pendant 1, 3 ou 5 jours.
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En guise de récapitulatif, I'exposition des cellules BEAS-2B au benzéne, au toluéne, au m-xyléne et au
meésityléene met en évidence des différences dans I'expression des genes codant pour les EMX selon la
concentration du COV ou/la réalisation d’expositions répétées. L’expression de CYP2E1 est significativement
induite pour les 4 composés étudiés, contrairement a CYP1A1 et CYP2S1. L’exposition au benzéne et au
mésityléne provoque également la surexpression de EPHX1 tandis le m-xyléne et le mésityléne induisent
significativement ALDH2 et ALDH3B1. Enfin DHDH est uniquement exprimée lors de I’exposition au

mésityléne. Pour finir, aucun des COV n’induit significativement les génes de la phase Il, NQO1 et GSTM1.

4. Réponse inflammatoire des cellules BEAS-2B

Le niveau d’expression des genes IL-6 et IL-8 (figure 34), ainsi que le niveau relatif de la sécrétion
extracellulaire des deux interleukines (figure 35) ont été mesurés apres exposition des cellules BEAS-2B au
benzeéne, au toluéne, au m-xyléne ou au mésityléne. Les résultats obtenus pour la quantification du niveau
relatif de sécrétion protéique des interleukines apres exposition des cellules ne sont pas significativement
différents de ceux obtenus pour les cellules témoins. Toutefois, certaines tendances peuvent étre observées.
Préalablement aux mesures de sécrétion extracellulaire d’IL-6 et IL-8, nous avions confirmé la capacité des
cellules BEAS-2B & induire une réponse inflammatoire en exposant ces derniéres a 0,1 pg.mL™* de LPS. Nous

avions également vérifié la stabilité dans le temps des 2 interleukines en présence des 4 COV étudiés (cf

Chapitre Il).
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Figure 34 : Expression relative de 2 génes de I'inflammation (IL-6 et IL-8) apres exposition des cellules BEAS-2B au benzéne, au
toluéne, au m-xyléne ou au mésityléne (20 et 100 ppm) pendant 1 heure/jour durant 5 jours. L’expression des génes a été mesurée
par RT-gPCR (n = 3) et analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I'air filtré
comme référence et la moyenne géométrique C; de 18S, GAPDH et B2M comme génes de normalisation. Le niveau d’induction des
geénes est considéré comme significatif par rapport au témoin exposé a I'air filtré pour RQ > 2 ou RQ < 0,5
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Figure 35 : Mesure de la sécrétion relative des interleukines (IL-6 et IL-8) aprés exposition des cellules au benzéne, au toluéne, au m-

xylene ou au mésitylene (20 et 100 ppm) pendant 1 heure/jour durant 5 jours. Les concentrations de cytokines ont été mesurées par

meéthode ELISA dans le surnageant de réplicas biologiques (n = 3) et les valeurs ont été comparées aux cellules exposées a I'air filtré.
Aucune différence statistique n'a été observée (test U de Mann Whitney ; p <0,05)

Les expositions répétées des cellules BEAS-2B a 100 ppm de toluéne et a 20 ou 100 ppm de m-xyléne
ont provoqué une augmentation de I'expression dose- et temps-dépendante du gene IL-6, avec des valeurs
de RQ respectives obtenues a J5 de 2,0, 2,6 et 2,9. Concernant le benzéne, un profil du niveau d’expression
d’IL-6 en fonction du temps en forme de « U inversé » est observé pour les deux concentrations. En effet,
seuls les résultats mesurés le troisieme jour sont significatifs avec des valeurs de RQ égales a 2,1 pour 20 ppm
et a 3,7 pour 100 ppm de benzene. Les expositions des cellules au mésitylene n’ont en revanche pas eu
d’impact sur l'induction de cette cytokine pro-inflammatoire. Pour les composés toluéne et m-xyléne, la
sécrétion relative de la cytokine semble également augmenter en fonction du temps d’exposition. Cette
tendance est également observée pour la plus forte concentration en benzene et de mésityléne. En revanche,

les différentes doses d’exposition ne semblent pas avoir d’effet sur la concentration extracellulaire d’IL-6.

Une augmentation significative du niveau d’expression du gene /L-8 a uniquement été observée apres
exposition au benzéne et au mésityléne (20 et 100 ppm), en mentionnant que le profil d’expression se
présente en forme de « U inversé » et met en évidence cette surexpression uniquement a J3. Par ailleurs,
I’expression du gene est dose-dépendante pour les deux composés. Ainsi, les valeurs de RQ obtenues a 20 et
100 ppm ne sont significatives que pour J3, soit respectivement 2,2 et 3,0 pour le benzene et pour le
mésitylene. En ce qui concerne la quantification de la cytokine extracellulaire, une tendance a la sécrétion
dépendante du temps est observée apres exposition des cellules BEAS-2B au benzene, ainsi qu’a 100 ppm de
toluéne et 20 ppm de m-xyléne. L’exposition cellulaire a 100 ppm de m-xylene et 20 ppm de mésitylene
semble provoquer la sécrétion de la cytokine avec un profil en forme de « U ». En revanche, un profil en
forme de « U inversé » semble étre obtenu lors de la mesure du niveau de sécrétion extracellulaire de IL-8

pour les expositions a 100 ppm de mésitylene.
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Une surexpression significative des genes IL-6 et IL-8 est observée apres exposition des cellules BEAS-2B
aux différents COV et celle-ci difféere d’un composé a I'autre. Ainsi, le toluéne et le m-xylene ont seulement
induit le gene IL-6 avec une expression dépendante du temps et de la concentration. Une surexpression
significative des genes IL-6 et IL-8 lors du troisiéme jour d’exposition a ensuite été révélée lors de I'exposition
cellulaire au benzene. Méme si les résultats obtenus pour la sécrétion des interleukines ne sont pas
significatifs, certaines tendances a la hausse de sécrétion ont été notées. En effet, le niveau de sécrétion d’IL-
6 semble augmenter en fonction du temps pour chacune des 4 molécules. Quant a IL-8, son profil de sécrétion
semble dépendre du COV avec des profils en forme de « U » ou « U inversé » observés respectivement pour
100 ppm de m-xyléne ou 20 ppm de mésityléne et pour 100 ppm de mésityléne. La sécrétion extracellulaire

de l'interleukine pour les autres conditions d’exposition semble étre temps-dépendante.

5. Expression des mucines

L’expression de deux genes codant pour des mucines, MUC1 et MUC5AC, a été mesurée apres exposition

des cellules BEAS-2B aux COV. Les valeurs de quantification relative sont présentées sur la figure 36.
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Figure 36 : Expression relative de 2 genes des mucines (MUC1 et MUC5AC) apres exposition des cellules BEAS-2B au benzéne, au
toluene, au m-xylene ou au mésitylene (20 et 100 ppm) pendant 1 heure/jour durant 5 jours. L’expression des génes a été mesurée
par RT-gPCR (n = 3) et analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I'air filtré
comme référence et la moyenne géométrique C: de 18S, GAPDH et B2M comme geénes de normalisation. Le niveau d’induction des
genes est considéré comme significatif par rapport au témoin exposé a I’air filtré pour RQ > 2 ou RQ <0,5

Pour les 4 COV testés, aucune variation significative de I’expression de MUCI n’est observée de J1 a J5,
entre les cellules exposées et les cellules témoins. En revanche, I'exposition aux différentes concentrations
en benzene provoque la surexpression de MUC5AC. Ainsi, I'enzyme est induite significativement uniquement

a J3 pour la plus faible concentration (20 ppm). A 100 ppm, MUC5AC est surexprimé a partir du premier jour
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mais un profil en forme de « U inversé » est observé au cours du temps. En effet, les valeurs de RQ obtenues
a J1, J3 et J5 sont respectivement égales a 2,0, 6,3 et 2,4. Une faible augmentation dépendante de la dose

est également observée.

Pour les 4 hydrocarbures aromatiques étudiés, aucune expression significative de MUC1 n’a été mesurée
pour les cellules exposées par rapport aux cellules témoins. En revanche, seule I'exposition des cellules BEAS-

2B au benzéne a induit significativement le géne MUC5AC.

6. Discussion

La substitution de composés toxiques par des molécules moins nocives pour la santé et pour
I'environnement est I'une des exigences du reglement européen REACh (Registration, Evaluation,
Authorization and Restriction of Chemicals) (Schupp et al., 2017). Initialement utilisé dans les industries
comme intermédiaires de synthése ou comme solvant, le benzéne, dont I'effet cancérogéne est connu, et a
présent le toluéne, sont aujourd’hui remplacés par leurs homologues supérieurs tels que les xylénes ou les
triméthylbenzénes. Pourtant peu d’études (in vivo ou in vitro) ont analysé I'effet toxique de ces 4
hydrocarbures aromatiques sur I'appareil respiratoire. A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée
a ce jour sur 'effet du 1,3,5-triméthylbenzéne (ou mésityléne) sur des cellules pulmonaires. C’'est pourquoi,
nous avons réalisé une évaluation toxicologique du benzene et du toluéne, ainsi que de deux de leurs

homologues : le m-xyléne et le mésityléne.

Afin de répondre a cet objectif, nous avons premierement étudié la métabolisation des 4 composés
organiques apreés exposition des cellules épithéliales BEAS-2B, 1 heure/jour pendant 1, 3 ou 5 jours avec le
systeme Vitrocell®. Pour cela, nous nous sommes intéressés a I'expression génique de 12 EMX connues pour
leur participation a la transformation métabolique des COV. Afin de réaliser la métabolisation des
xénobiotiques, ces protéines doivent étre fonctionnelles et ont été préalablement synthéthisées grace a la
présence au sein du cytoplasme des ARNm codants pour ces enzymes (Fredrick and lbba, 2009). Ainsi, le
niveau d’expression du gene pourrait étre en lien avec I'activation de la voie métabolique. Les EMX
sélectionnées apres analyse bibliographique, appartiennent aux 2 phases de réaction du métabolisme, c’est-
a-dire la phase de fonctionnalisation (CYP, Hydrolases, ADH et ALDH) et la phase de conjugaison (GST et
NQO1). Malgré leur homologie structurale, la biotransformation de ces 4 molécules en composés hydrophiles
n’implique pas les mémes EMX. En effet, les genes codant pour les cytochromes P450 sont exprimés apres
exposition aux 4 composés mais avec des profils différents en fonction du temps et de la dose. En revanche,

les génes ALDH2 et ALDH3B1 sont surexprimés uniquement aprés exposition au m-xylene et au mésitylene
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tandis que la surexpression de EPHX1 n’est significative que pour le benzéne et le xylene et celle de DHDH

qgue pour le mésityléne.

L'expression du gene CYP2E1 a tout d’abord été évaluée. Ce dernier est I'un des principaux genes de la
phase | qui est induit aprés exposition a de nombreux solvants industriels, tels que les hydrocarbures
substitués ou les hydrocarbures aromatiques (Pohl and Scinicariello, 2011; Tanaka et al., 2014). Excepté pour
la plus faible concentration en m-xylene (20 ppm), CYP2E1 a été significativement surexprimé aprés
exposition des cellules BEAS-2B aux 2 concentrations en hydrocarbures aromatiques (20 et 100 ppm). Dans
la littérature, une surexpression significative du gene lors d’expositions in vivo ou in vitro au benzéne (Sheets
et al., 2004), au toluene (Al Zallouha et al., 2017) ou au xyléne (Maguin et al., 2006) a également été reportée.
Cependant, des profils d’expression différents sont observés pour le toluéene et le m-xyléne par rapport au
benzéne et mésityléne. Tout d’abord, une diminution de I’expression en fonction du temps est observée pour
le toluéne et le m-xylene. Chez I’lhumain, les enzymes appartenant a la familles des CYP450 permettent de
convertir respectivement le toluéne et les xylénes en alcool benzylique ou en alcool méthylbenzylique (INRS,
2009c, 2012b) (figure 11 et figure 12). Toutefois, une seconde voie de métabolisation minoritaire peut étre
utilisée par les cellules et consiste en la formation de métabolites phénoliques par I'enzyme CYP1A2
(Tassaneeyakul et al., 1996). Ainsi, il peut étre suggéré que la diminution du niveau de CYP2E1 observée au
cours du temps dans notre étude pourrait étre liée a I'activation d’'une deuxieme voie de biotransformation
du toluéne et du m-xylene par les cellules BEAS-2B. Concernant le benzene, CYP2E1 est également
surexprimé significativement. Ce gene peut-étre lié a la transformation du benzéne en son premier
métabolite : le 1,2-époxybenzene (Kim et al., 2007). La surexpression de CYP2E1 lors de |I'exposition des
cellules au mésityléne est similaire a celle obtenue pour le benzéne, avec une augmentation de I'expression
temps-dépendante et significative a partir de J3. A notre connaissance, aucune étude in vitro n’a porté sur la
métabolisation du mésitylene. Il serait donc possible que la voie de biotransformation principale de ce
dernier soit celle de I'oxydation, permettant la formation de I'alcool 3,5-diméthylbenzylique en tant que

métabolite secondaire.

CYP1A1 a également été surexprimé suite a I'exposition des cellules a 100 ppm de benzéne, de toluéne
et de mésitylene. Pour le toluéne, la surexpression du géne est significative le cinquieme jour. Des
expérimentations in vivo effectuées sur le rat ont également montré une surexpression de CYP1A1 apres
exposition d’animaux au toluéne (Nakajima and Wang, 1994). D’apres I'étude de Nakajima et Wang, CYP1A1,
appartenant a la méme famille de cytochromes que CYP1A2, participerait également au métabolisme du
toluéne puisque I'enzyme transformerait ce dernier en o-crésol ou p-crésol (composés phénoliques) (figure
11). Ainsi, cette observation peut étre corrélée avec |'expression de CYP2E1 discutée précédemment. En

effet, nous avons émis I’hypothese que la diminution de CYP2E1 au cours du temps pouvait étre due a la mise
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en place d’une voie de biotransformation secondaire correspondant a la formation de métabolites
phénoliques. L’augmentation du niveau d’expression de CYP1Al aprés exposition répétée a des
concentrations élevées en toluene pourrait indiquer le déclenchement de cette deuxiéme voie de
biotransformation. En revanche, aucune différence significative d’expression de CYP1A1 n’a été observée de
J1 a J5 aprées expositions répétées des cellules BEAS-2B au m-xyléne, suggérant ainsi que cette voie de
biotransformation secondaire n’est pas activée dans ce cas. Concernant le benzene, CYP1A1 a été surexprimé
a J3 uniquement. Une étude a également remarqué que I'absence d’hématotoxicité chez des souris exposées
au benzéne pouvait étre expliquée par la désactivation de I’Arylhydrocarbon Receptor (AhR), facteur de
transcription connu pour réguler I'expression de CYP1A1 (Ma, 2001; Yoon, 2002). Enfin, le profil de CYP1A1
exprimé lors de I'exposition au mésitylene est identique a celui du benzéne, avec une expression significative
a J3 pour la plus forte concentration. Nous pouvons donc émettre I'hypothése que le benzene et le
mésityléne partagent des voies de biotransformation. Ainsi, lors de |'exposition répétée de cellules
épithéliales bronchiques a différents hydrocarbures aromatiques, ces derniéres peuvent mettre en place
différentes voies de métabolisation afin de faciliter la biotransformation des xénobiotiques et leur

élimination.

Le gene CYP2S1 est significativement exprimé lors de I'exposition des cellules au m-xylene (20 et
100 ppm) et ceci uniquement a J3. D’apres la littérature, le géne codant pour cette EMX est principalement
exprimé par les cellules épithéliales du systéme respiratoire et de |'appareil digestif (Saarikoski et al., 2005).
Comme les enzymes appartenant a la famille des CYP1, son expression est régulée par I’AhR et il s’avere étre
impliqué dans la métabolisation des dioxines et des hydrocarbures aromatiques (Karlgren et al., 2005;
Saarikoski et al., 2005). Dans la littérature, les cytochromes dont I'expression génique est induite lors de
I’exposition aux xylénes sont CYP2E1 et CYP2B1 (Kim et al., 2016). Aucune étude n’a, a notre connaissance,

étudié I'expression du géne CYP251 lors d’exposition a ces composés.

Le niveau d’expression de CYP2F1 et CYP1B1 a également été mesuré. Cependant, aucune différence
significative d’expression n’a été observée pour ces deux EMX, aprés exposition des cellules au benzéne ou
a ses homologues supérieurs. D’apres la littérature, I'enzyme CYP2F1 intervient dans la biotransformation du
benzéne et du toluene (Al Zallouha et al., 2017; Sheets et al., 2004). Dans une précédente étude menée au
laboratoire, une surexpression significative de CYP2F1 avait été observée lors de I'exposition de cellules A549
a 1 000 ppm de toluene pendant 1 heure (Al Zallouha et al., 2017). Ainsi les concentrations en toluéne et en
benzéne utilisées dans notre étude, soit 20 et 100 ppm, ne seraient pas assez élevées pour accroitre
significativement I'expression du géne CYP2F1. Concernant CYP1B1, ce dernier appartient a la méme sous-
famille que CYP1A1. Des études ont cependant montré que l'induction des genes codant pour les enzymes

CYP1A1 et CYP1B1 apres exposition a un méme xénobiotique pouvait étre différente au sein des cellules
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épithéliales pulmonaires. En effet, lors de I'exposition de cellules pulmonaires A549 a 10 nM de 2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine, un niveau d’expression de CYP1A1 plus important que pour CYP1B1 a été
observé (Hukkanen et al., 2000). Des résultats similaires ont été observés pour des cellules pulmonaires
BEAS-2B exposées aux extraits organiques de particules atmosphériques, ou le niveau d’expression génique
de CYP1A1 est supérieure a celui de CYP1B1 (Billet et al., 2018). Il semblerait donc que les hydrocarbures
aromatiques monocycliques provoquent majoritairement une surexpression de CYP1A1l et aient peu

d’impact sur I'expression de CYP1B1.

Les réactions de la phase | de biotransformation des xénobiotiques peuvent également étre effectuées
par des enzymes n’appartenant pas a la famille des CYP, comme par exemple EPHX1 ou DHDH. Tout d’abord,
le géne codant pour I'enzyme EPHX1 a été surexprimé lors des expositions aux deux concentrations de
benzéne mais uniquement pour J3. Cette enzyme est connue pour intervenir dans le métabolisme du
benzéne (Kim et al.,, 2007), puisqu’elle permet la biotransformation du 1,2-époxybenzéne, premier
métabolite du benzéne, en benzéne dihydrodiol (figure 10). Nos observations suggerent, pour le modeéle
cellulaire BEAS-2B, la mise en place de différentes voies de métabolisation du benzéne réalisées par les EMX.
En effet, CYP2E1 transforme le benzéne en 1,2-époxybenzéne puis CYP1A1 et EPHX1 permettent de
transformer respectivement ce dernier en métabolite phénolique ou en benzene dihydrodiol. CYP2E1 peut
également jouer un role dans I'étape précédant la phase de conjugaison et d’élimination en convertissant le
phénol en hydroquinone. En revanche DHDH, qui intervient également dans la derniére étape de
fonctionnalisation, n’a pas été induit par le benzéne. Il est néanmoins connu que ce géne participe a la
transformation du benzene dihydrodiol en catéchol (INRS, 2011d; Kim et al., 2007). Nos résultats ont
également montré que les deux genes EPHX1 et DHDH étaient surexprimés lors des expositions au mésityléne
tandis que seul EPHX1 était exprimé lors d’exposition au m-xyléne. Il est donc possible qu’une voie différente
de I'oxydation ou de I’hydroxylation soit utilisée lors de la transformation métabolique de ces deux COV. En
effet, les principaux métabolites connus pour ces deux composés, comme par exemple Ialcool
1,3-méthylbenzylique ou le 1,3,5-triméthylphénol, sont issus de réactions induites par les CYP450 (Fishbein,

1985; INRS, 2004, 2009c).

Les génes appartenant a la famille des ADH (alcools déshydrogénases) ou des ALDH (aldéhydes
déshydrogénases) ont un role dans le métabolisme du toluene, du xylene et du mésitylene. En effet, les
enzymes ADH permettent de transformer I'alcool benzylique en benzaldéhyde tandis que les aldéhydes
déshydrogénases convertissent ces derniers en acide benzoique (figure 11, figure 12 et figure 13). Lors de la
métabolisation du xyléne et du mésitylene, les métabolites secondaires formés ont respectivement un ou
deux groupements méthyl supplémentaires par rapport aux métabolites du toluéne. Dans notre étude, nous

avons mesuré I'expression de trois enzymes appartenant a ces familles : ADH1A, ALDH2 et ALDH3B1. Tout
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d’abord, ALDH2 et ALDH3B1 n’ont été surexprimés que par I'exposition des cellules au m-xyléne et au
mésitylene. Ces enzymes ont une affinité pour les aldéhydes, comme par exemple I'acétaldaldéhyde
(Marchitti et al., 2008). La présence de groupements méthyl au niveau des composés peut-étre a I'origine de
la surexpression des deux genes. En effet, I'exposition de cellules epithéliales bronchiques HBE a de I'arsenic,
de I'acide monométhylarsonique et de I'acide diméthylarsonique a révélé une surexpression significative de
ALDH?2 seulement dans le cas du composé diméthylé (Dodmane et al., 2013), ce qui tend montrer I'influence
de la présence de groupements méthyl sur le niveau d’expression de ALDH2. En revanche, ADH1A est exprimé
lors de I'exposition des cellules au benzeéne. La métabolisation de ce dernier conduit a la formation du 1,2-
benzene époxyde, métabolite réactif, pouvant induire des cancers (Melnick, 2006). Par ailleurs, un
réarrangement non enzymatique permet de transformer cet époxyde en phénol (Eastmond, 1987), ce qui
pourrait induire I'expression d’alcools déshydrogénases comme ADH1A dans notre cas. Concernant les autres
composés étudiés, aucune modification de I'expression de ADHI1A n’est observée pendant les cing jours
d’exposition. Pourtant, I'expression significative des aldéhydes déshydrogénases suggére la présence du
métabolite benzaldéhyde dans les cellules BEAS-2B, ce dernier étant le produit de la transformation par les
alcools déshydrogénase de I'alcool benzylique. Il serait donc intéressant de tester d’autres génes exprimés

dans les tissus pulmonaires appartenant a la famille des ADH, comme par exemple ADH1B, ADH5 ou ADH7.

Pour les 4 COV étudiés, I'expression de NQO1 et GSTM1 n’a montré aucune différence significative au
cours du temps par rapport aux cellules exposées a I'air filtré. Ces deux genes ont été sélectionnés puisqu’ils
codent pour les enzymes participant aux étapes de conjugaison de nombreux xénobiotiques (Jancova et al.,
2010; Kim et al., 2007). En effet, I'enzyme NQO1 est impliquée dans la réduction des molécules chimiques
composées d’'un groupement quinone en hydroquinone (de Oliveira et al., 2018). Cette transformation
empéche la formation d’espéces électrophiles susceptibles de former des adduits a I’ADN, ainsi que des ERO,
ce qui diminue le risque de générer un stress oxydant dans les cellules. GSTM1 est I'une des principales
enzymes de détoxification de la phase Il. Elle intervient dans un grand nombre de réactions, comme par
exemple la réaction de glucoconjugaison avec des métabolites hydrophobes formés par les EMX de la phase
I. GSTM1 joue également un réle dans la défense de la cellule contre le stress oxydant (Jancova et al., 2010).
L'absence de différence significative dans I'expression des deux génes de la phase Il aprés exposition des
cellules aux COV n’exclut pas la mise en place de réactions de détoxification cellulaire. Il serait donc
intéressant d’évaluer I'expression des protéines intervenant dans la phase Il du métabolisme des

xénobiotiques, telles que NQO1, GST, UGT ou MPO.

Le niveau d’expression relatif des 12 EMX mesurés apres 1, 3 ou 5 jours d’exposition au toluéne, au
benzéne, au m-xyléne ou au mésityléne est résumé dans le tableau 13. Les expositions répétées ont permis

de mettre en évidence I'expression tardive de certains génes tels que CYP1A1 et EPHX1, pouvant suggérer
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ainsi 'utilisation par les cellules BEAS-2B de différentes voies de métabolisation pour la biotransformation
d’un méme composé. Par exemple, le toluéne peut étre métabolisé en alcool benzylique par CYP2E1 ou en
composés phénoliques lors de I'activation de CYP1A1. Quant au benzéne, sa transformation en
1,2-époxybenzéne puis en benzene dihydrodiol pourrait étre liée a I'expression génique de EPHX1. Les
résultats d’expression génique obtenus aprées exposition des cellules au m-xyléne ou au mésityléne suggérent
la mise en place de voies de métabolisation identiques a celles utilisées par les cellules lors de I’exposition au
toluéne. Pour finir aucune surexpression de NQO1 et GSTM1, deux enzymes intervenant dans |I'étape de

conjugaison, n’a pu étre observée pendant les cing jours d’exposition. Des expérimentations

supplémentaires devront donc étre effectuées, comme |’évaluation de I'expression protéique de ces deux

EMX.

Tableau 13 : Expression relative des genes codant pour les EMX apres exposition des cellules BEAS-2B au benzéene, au toluéne, au m-
xylene ou au mésitylene pendant 1 heure/jour pendant 5 jours. L’expression des 12 génes a été mesurée par RT-qPCR (n = 3) et
analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I'air filtré comme référence et la

moyenne géométrique des C; de 18S, GAPDH et B2M comme genes de normalisation (= : aucune différence significative ; - : RQ <
0,5;,+:RQ>2;++:RQ>4)

Benzéne Benzéne Toluéne Toluéne m-Xyléne m-Xyléne Mésitylene Mésitylene
20 ppm 100 ppm 20 ppm 100 ppm 20 ppm 100 ppm 20 ppm 100 ppm

Jours 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5
CYP1A1 = = =|= 4+ =|= = =|= = +|= = =|= = =|= = =|= 4+ =
CYP1B1 = = =|= = =|= = =|= = =|= = =|= = =|= = =/|= = =
CYP2E1 = + + = + + + + = + + + = = = + + = = + + = + +
CYP2S1 = = = |= = =|= = =|= = =|= 4+ =|= + =/|= = =/|= = =
CYP2F1 = = =|= = =|= = =|= = =|= = =|= = =|= = =/|= = =
EPHX1 = 4+ =|= 4+ =|= = =|= = =|= = +|= = +|= = =|= = =+
NQO1 = = = |= = =|= = =|= = =|= = =|= = =|= = =/|= = =
GSTM1 = = = |= = =|= = =|= = =|= = =|= = =|= = =/|= = =
DHDH = = = = = = = = = = = = = = = = = = = + = =+ =
ADH1A = = = = = + = = = = = = = = = = = = = = = = = =
ALDH2 = = = = = = = = = = = = = + + = + + = = = = = +
ALDH3B1 = = = = = = = = = = = = = = ++ | = = 4+ | = = + | = = ++

Nous nous sommes également intéressés aux propriétés inflammatoires des 4 composés aromatiques.
Lors du processus d’inflammation, les cellules sécretent de nombreux médiateurs tels que les cytokines et
les chimiokines (Yu, 2002). Parmi les interleukines pro-inflammatoires, IL-6 et IL-8 sont régulierement
examinées dans les études toxicologiques sur les COV (Bardet et al., 2014; Fischader et al., 2008; Pariselli et
al., 2009b) et peuvent-étre induites et sécrétées par plusieurs types cellulaires, dont les cellules épithéliales

pulmonaires.
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L'interleukine IL-6 est, avec TNF-a et IL-1, I'un des principaux médiateurs sécrétés lors de la mise en
place de I'inflammation (Tanaka et al., 2014; Yu, 2002). Cette cytokine pro-inflammatoire intervient dans
plusieurs fonctions, telles que I'induction des réactions inflammatoires aigués ou encore la régulation des
réponses immunologiques (Kishimoto et al., 1992). Elle est libérée par un grand nombre de cellules comme
par exemple les cellules endothéliales, les fibroblastes, les cellules épithéliales ou encore les cellules
malignes. L'interleukine 8, IL-8, appartient au groupe des chimiokines (Fischdder et al., 2008) et a pour réle
de recruter les leucocytes sur les sites d’inflammation aigué grace a I'utilisation d’un gradient chimiotactique.
Cette derniere est peu détectable dans les cellules saines mais une large variété de stimuli, tels que la
présence de cytokines pro-inflammatoires et d’agents viraux ou encore l'induction d’un stress cellulaire

provoqgue rapidement son induction (Hoffmann et al., 2002).

Ainsi, ces deux marqueurs de I'inflammation ont été mesurés apres exposition répétée des cellules
épithéliales BEAS-2B au benzéne, au toluéne, au m-xyléne ou au mésityléne. La sécrétion extracellulaire de
leurs interleukines respectives a également été évaluée dans les surnageants de culture. Parallelement aux
expositions, les cellules BEAS-2B ont été exposées au LPS (0,1 pg.mL™?) utilisé comme témoin positif afin de
vérifier la capacité des cellules BEAS-2B a induire une réponse inflammatoire. Une augmentation significative
de la sécrétion d’'IL-6 et d’IL-8 a été observée par rapport aux cellules témoins non exposées. D’autres études
ont également évalué la réponse inflammatoire des cellules BEAS-2B avec le LPS (Longhin et al., 2018). La
capacité des cellules BEAS-2B a induire une réponse inflammatoire a ainsi été mise en évidence, validant

notre modele d’étude.

L’exposition répétée des cellules BEAS-2B aux 4 hydrocarbures aromatiques n’induit pas les marqueurs
de I'inflammation IL-6 et IL-8 de la méme fagon. En effet, le toluéne et le m-xyléne provoque la surexpression
du géne codant pour la cytokine pro-inflammatoire /L-6, avec une augmentation en fonction du temps et de
la concentration tandis que seule I'expression du géne codant pour la chimiokine /L-8 est induite par le
mésityléne. Les deux interleukines sont également exprimées lors des expositions a 20 ou 100 ppm de
benzéne. Ainsi, la surexpression de ces deux médiateurs inflammatoires démontre bien le pouvoir
inflammatoire des hydrocarbures aromatiques. Ce résultat est en accord avec les conclusions présentées

dans les études épidémiologiques (Billionnet et al., 2011; Rumchev, 2004) ou in vivo (Wang et al., 2014).

Cependant, aucun changement significatif de la concentration en IL-6 et IL-8 n’a été observé apres
expositions des cellules BEAS-2B aux hydrocarbures aromatiques. Pour des concentrations en composés
similaires a celles de notre étude (m-xyléne, styréne et chlorobenzéne), une absence de sécrétion des
interleukines 6 et 8 dans des cellules A549 exposées de maniére immergée, a également été observée

(Fischader et al., 2008). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cette absence de sécrétion significative. Tout
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d’abord, nos conditions expérimentales peuvent ne pas correspondre a la cinétique de sécrétion des deux
interleukines. En effet, nous avons choisi de récupérer les surnageants et les cellules 5 h aprés la fin des
expositions. Ce choix a été fait en prenant en compte I'expression rapide de certains genes codant pour les
EMX, tels que CYP2E1. Cependant, des études ont montré que les concentrations en IL-6 et IL-8, dans des
expectorations prélevées chez des volontaires exposés a des particules de diesel, étaient plus importantes a
partir de 24 h (Nordenhall et al., 2000). La mesure de plusieurs médiateurs de l'inflammation dans des
surnageants de cultures primaires de cellules nasales prélevées chez des individus atteints de maladies
respiratoires, a montré une plus forte sécrétion de IL-6 aprés 8 et 16 jours de culture respectivement par
rapport aux premieres heures (Kenney et al., 1994). Enfin, la présence ou I'absence de sécrétion des
chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires peuvent étre reliées a la présence dans les cellules, de
certains métabolites issus de la métabolisation des COV. En exemple, une production plus importante de IL-
8 par des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) a été observée en présence de I'hydroquinone par

rapport aux autres métabolites du benzeéne, tels que le catéchol (Gillis et al., 2007).

Pour finir, les profils en forme de « U inversé » obtenus pour les deux interleukines aprées exposition des
cellules BEAS-2B au benzéne et au mésityléne ne sont pas encore totalement élucidés. Toutefois quelques
pistes peuvent étre envisagées. D’abord, le lien entre la variation du ratio GSH/GSSG et la régulation du
processus inflammatoire dans le poumon a été établi (Rahman and MacNee, 2000). Pariselli et al. ont
également observé une modification du taux de glutathion intracellulaire causée par I'exposition en mode
ALl de cellules A549 au benzéne et au toluene (Pariselli et al., 2009b). Ensuite, la sécrétion de protéines de la
famille des mucines induirait une diminution de la sécrétion des interleukines, telles que IL-8, dans des
modeles in vivo (Kennedy et al., 1998). Ces protéines ont pour role de diminuer les lésions inflammatoires
des cellules, comme la sécrétion des interleukines pro-inflammatoires (Turner et al., 2014), et réguler
I'expression du géne codant pour la mucine dans le poumon par IL-8 (Bautista et al., 2009) ou IL-6 (Chen et
al., 2003). L’'un des mécanismes de défense mis en place par I'épithélium pulmonaire, lors d’expositions a des
molécules exogenes, correspond en effet a I’élimination de ces dernieres grace a la clairance mucociliaire
(Hiemstra et al., 2015). Ainsi, nous avons évalué I'expression des génes de 2 mucines pouvant étre induits
dans les cellules BEAS-2B (Noah et al.,, 1995; Podder et al., 2014) : MUC5AC et MUC1 appartenant

respectivement aux familles des mucines sécrétées et des mucines épithéliales membranaires.

Pour les expositions des cellules aux 4 COV, I'expression de MUCI n’a pas montré de changement
significatif par rapport aux cellules exposées a I'air filtré. Ce gene code pour les mucines épithéliales
membranaires et peut étre détecté en grandes quantités dans le mucus (Porchet and Aubert, 2004). A la
différence des mucines sécrétées, les mucines membranaires sont exprimées par de nombreux tissus

épithéliaux, tels que les épithéliums pulmonaires, digestifs ou encore hépatiques. De plus, I'expression de
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MUCI1 est faible au sein des épithéliums normaux, mais une augmentation de sa production peut étre liée a
son réle anti-inflammatoire ou bien étre corrélée a la progression des maladies cancéreuses (Kato et al.,
2017; Lakshmanan et al., 2015). La non-expression de MUCI peut également étre liée a la surexpression du
géne IL-6 lors des expositions au benzéne, au toluéne ou au m-xylene. En effet, MUC1 est régulé, au sein des
cellules normales ou cancéreuses, par un certain nombre de régulateurs inflammatoires comme IL-6
(Albertsmeyer et al.,, 2010). En revanche, MUC5AC a été surexprimé lors des expositions au benzéne.
MUCS5AC est l'une des principales mucines sécrétées présentes dans les expectorations des personnes
asthmatiques (Hiemstra et al., 2015). Dans notre étude, le profil d’expression de MUC5AC est similaire a ceux
obtenus pour les deux enzymes de I'inflammation /L-6 et IL-8, avec une surexpression des 3 génes observée
a J3. Ainsi, il semble que l'induction d’IL-6 et IL-8 provoquée par I'exposition répétée aux COV, stimule la
surexpression des genes des mucines, comme MUCS5AC. En effet, I'induction des mucines par les médiateurs
pro-inflammatoires est I'une des principales causes de surproduction du mucus dans les cas de maladies

inflammatoires (Bautista et al., 2009; Chen et al., 2003).
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Chapitre 4 : Toxicité des effluents gazeux

apres traitement catalytique du toluene

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au traitement du toluene par oxydation catalytique et
plus précisément a la potentielle toxicité des effluents gazeux obtenus a I'issue de cette réaction. Pour cela,
trois expositions cellulaires ont été réalisées : une exposition au toluéne non traité (100 et 1 000 ppm) et
deux expositions apres traitement catalytique du toluéne, correspondant respectivement aux effluents
gazeux aprés utilisation d’un catalyseur commercial (Pd/yAl,Os) et d’un catalyseur a base d’oxyde de métal
de transition supporté sur de I'alumine (CosAl>-O) synthétisé par I'équipe TCEP de I'UCEIV (Chapitre 2). La
concentration en tolueéne en amont des catalyseurs était de 1 000 ppm. Les expositions cellulaires ont été
réalisées en considérant d’'une part I'effluent gaz issu de la réaction catalytique et d’autre part un mélange
constitué de 10 % d’effluent et de 90 % d’air filtré. En paralléle, des cellules ont été exposées a I'air et sont
utilisées comme témoin dans les analyses toxicologiques présentées dans ce chapitre 4. Ce travail a fait

I'objet d’'une publication dans le journal international « Toxicology In Vitro » (Méausoone et al., 2019).

1. Métrologie des flux de COV gazeux

Lors des expositions des cellules BEAS-2B au toluéne sans traitement catalytique, nous avons effectué
un suivi de la concentration du composé gazeux en sortie du générateur de COV (tableau 14). Les
concentrations d’exposition mesurées pendant les cing jours d’expositions sont comprises entre 999,6 et
999,8 ppm et sont donc proches de la valeur cible correspondant a 1 000 ppm. La dose de 100 ppm,
correspondant a notre deuxieme concentration d’exposition, a été obtenue par dilution du mélange gazeux
contenant 1 000 ppm de toluéne. Ces mesures permettent de s’assurer du respect de la concentration ciblée

au cours des expositions.

Tableau 14 : Suivi de la concentration en toluéne durant I'exposition en interface air-liquide. Les résultats représentent la valeur
moyenne ainsi que l'intervalle de confiance a 95%

Molécule Valeur cible J1 J2 J3 Ja J5
999,6 999,8 999,6 999,7 999,8
Toluéne 1000 ppm
[887,6;1111,6] [999,5 ; 1000,0] [943,7 ; 1055,5] [999,5 ; 999,8] [950,0 ; 1049,6]
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2. Analyse chimique des effluents issus de I’oxydation catalytique du toluéne.

En parallele des expositions cellulaires, une analyse chimique de I'effluent gazeux issu du traitement
catalytique a été réalisé afin de mettre en évidence la présence potentielle de toluéne non-converti et/ou de
sous-produits formés lors de la réaction (figure 37 et tableau 15). Pour cela, un piégeage des composés sur

une cartouche adsorbante Tenax™ a été réalisé avant de procéder a leur analyse par la technique GC-MS.
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Figure 37 : Chromatogrammes obtenus pour I'analyse par GC-MS des effluents gazeux aprés réaction en présence du catalyseur
Pd/yAl,03 (A) et du catalyseur CogAl,-O (B)
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Tableau 15 : Concentration (en ppb) du toluene non converti et des sous-produits présents dans les effluents issus du traitement
catalytique du toluéne en présence du catalyseur Pd/yAl,03 (Tex, = 260°C) et du catalyseur CogAlz-O (Texp = 350°C) (<LD : sous la
limite de détection)

Toluéne (ppb) Benzéne (ppb) Acide acétique (ppb)

J1. J3 J5 Jg1 J3 )5 1 J3 J5

Pd/yAl,O0s 239 228 265 549 447 396 <LD <LD <LD
CocAl-O 96 90 46 <LD <LD <LD 659 170 <LD

En utilisant chacun des catalyseurs, la conversion du toluéne est trés élevée (Pd/yAl,Os: 99, 97% et
CosAl-0 : 99,99%) mais n’est cependant pas totale. La quantité la plus élevée en toluene non-converti est
retrouvée dans les effluents gazeux obtenus en utilisant le catalyseur Pd/yAl,Os. La concentration dans le flux
gazeux est stable pendant les 5 jours d’analyse, avec une quantification comprise entre 228 et 265 ppb.
Lorsque la réaction d’oxydation est réalisée en utilisant le catalyseur CosAl>-O, la concentration de toluene
dans I'effluent gazeux est plus faible comparée a celle mesurée avec le catalyseur Pd/yAl,Os. De plus, une

diminution est observée entre J1 et J5 (soit 96 ppb a 46 ppb).

L'analyse chimique a également permis d’identifier 4 sous-produits : le benzéne, I'acide acétique, le
pentane et I'hexane. La présence du benzéne est uniquement observée aprés oxydation catalytique du
toluéne avec le catalyseur commercial Pd/yAl,Os. Sa concentration dans le flux de gaz diminue au cours du
temps, passant de 549 ppb aprées J1 a 396 ppb aprés J5. Deux composés de la famille des alcanes, le pentane
et I’hexane, ont également été formés lors de la réaction catalytique. Leur quantification n’a pas été réalisée.
L’acide acétique formé en présence du catalyseur CosAl,-O, a une concentration de 659 ppb lors du premier
jour d’exposition. Toutefois, cette derniere diminue rapidement dans le temps et le composé n’est plus
quantifiable a J5. La présence de dichlorométhane (DCM) a également été détectée sur le chromatogramme
du catalyseur CogAl,-O. Ayant été détecté lors de I'analyse du blanc de cartouche TENAX™ réalisé
préalablement a I'adsorption des composés présents dans I'effluent, le DCM ne provient pas de I’oxydation

du toluéne.

L’analyse chimique a révélé la présence de toluéne non-converti et la formation de 4 sous-produits pour
les deux catalyseurs testés. Toutefois, les concentrations mesurées en sortie de réacteur aprés réaction
catalytique sont de I'ordre du ppb (part per billion), alors que la concentration initiale en toluéne était de
1000 ppm. Les catalyseurs ont donc une efficacité élevée dans la dégradation du toluene. Les analyses
toxicologiques présentées dans la suite du chapitre permettront de comparer les deux catalyseurs en
considérant les effets toxiques et les réponses biologiques observées quand les cellules épithéliales BEAS-2B

sont exposées aux effluents gazeux obtenus apreés la réaction catalytique.
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3. Evaluation de la viabilité cellulaire

La quantification de la LDH dans le milieu extracellulaire n’a montré aucun changement significatif, ce
qui suggere qu’il n’y a pas eu d’altérations de I'intégrité membranaire des cellules exposées aux différents
effluents gazeux testés (air filtré, toluene dilué ou effluents aprés oxydation catalytique). En effet, un taux de
LDH inférieur a 10 % par rapport au contréle positif a été observé aprés 5 jours d’exposition des cellules aux
deux effluents issus des réactions catalytiques. Pour les cellules exposées 1h/jour pendant 5 jours a 1 000

ppm de toluéne, la concentration en LDH dans le milieu de culture était inférieure a 20 %.

Ainsi, la faible cytotoxicité observée, y compris pour les conditions limites (1000 ppm toluéne, 5 jours)
indique que ces conditions d’exposition peuvent étre conservées en vue d’étudier la réponse cellulaire des

BEAS-2B exposées aux différents effluents.

4. Activation des enzymes de métabolisation des xénobiotiques

Les analyses chimiques effectuées sur les effluents gazeux ont montré que la conversion du toluéne
n’était pas totale et que des sous-produits étaient formés lors de la réaction catalytique. Suite a ce constat,
I’expression de 12 génes codant pour les enzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques

organiques a été mesurée. La figure 38 représente les niveaux d’expression de ces EMX.
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Figure 38 : Expression relative de 12 EMX apreés exposition des cellules BEAS-2B au toluéne (100 et 1000 ppm) ou aux effluents
gazeux issus de son oxydation catalytique pendant 1 heure/jour durant 5 jours (effluent non dilué (100 %) ou dilué (10 %) dans I'air
filtré. L’expression des génes a été mesurée par RT-qPCR (n = 3) et analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en
utilisant des cellules exposées a I'air filtré comme référence et la moyenne géométrique C: de 185, GAPDH et B2M comme génes de
normalisation. Le niveau d’expression des genes est considéré comme significativement différent du témoin exposé a I’air filtré pour
RQ>2ouRQ<0,5
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Figure 38 : Expression relative de 12 EMX apreés exposition des cellules BEAS-2B au toluéne (100 et 1000 ppm) ou aux effluents
gazeux issus de son oxydation catalytique pendant 1 heure/jour durant 5 jours (effluent non dilué (100 %) ou dilué (10 %) dans I'air
filtré. L’expression des génes a été mesurée par RT-qPCR (n = 3) et analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en
utilisant des cellules exposées a I'air filtré comme référence et la moyenne géométrique C; de 18S, GAPDH et B2M comme genes de
normalisation. Le niveau d’expression des génes est considéré comme significativement différent du témoin exposé a I’air filtré pour
RQ>2ouRQ<0,5
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Aprés exposition au toluéne, trois génes appartenant a la famille des cytochromes P450 (CYP450)
montrent une surexpression significative : CYP2E1, CYP2F1 et CYP1A1. Pour CYP2E1, cette augmentation de
I’expression est observée pour les cellules exposées aux différentes concentrations de toluéne (100 et 1 000
ppm). Toutefois, les valeurs de RQ diminuent entre les jours 1 et 5, passant de 3,2 a 2,2 pour 100 ppm et de
4,8 a 2,3 pour 1 000 ppm de toluéne. Une diminution est également observée pour le géne CYP2F1 entre le
jour 1aujour5 (RQ=2,8 et 2,3 respectivement), mais ce dernier n'est surexprimé que pour la concentration
en toluéne la plus élevée. Enfin, CYP1A1 est surexprimé uniquement le 5™ jour d’exposition pour les deux

concentrations testées.

Dans un deuxiéme temps, les cellules ont été exposées aux effluents gazeux obtenus aprés réaction
catalytique. En utilisant le catalyseur Pd/yAl,Os I'exposition répétée des cellules a 10 % du flux gazeux produit
une augmentation significative de I'expression de CYP1A1, CYP1B1 et CYP2E1 (RQ = 2,7, 3,0 et 2,7
respectivement a J5). Le méme résultat est observé pour les génes CYP1A1 et CYP1B1 lorsque les cellules
sont exposées a 100 % du flux émis. Concernant CYP2E1, nos résultats montrent une augmentation
dépendante du temps avec des valeurs de RQ supérieures a 4,0 les jours 3 et 5. Les autres génes testés ne
sont surexprimés que pour 100 % du flux sortant. Ainsi, CYP2F1 est significativement surexprimé du jour 1 au
jour5,avecun RQde 3,4. Apres 5 jours d’exposition les genes CYP2S1, EPHX1, NQO1, GSTM1, DHDH et ALDH2

sont surexprimés avec une valeur de RQ supérieure a 2,0 et ADH1A avec un RQ de 8,7.

En utilisant le catalyseur CosAl>-O, I'exposition pendant 5 jours des cellules BEAS-2B a 10 % du flux de
provoque la surexpression de tous les EMX testées a I'exception de CYP2F1 et ADH1A. Ainsi, les niveaux
d’expression de CYP1A1, CYP1B1, GSTM1 et ALDH2 sont tous supérieurs a 4,0. Apres exposition a I'effluent
gazeux non dilué (100 %), aucune différence significative dans I'expression de CYP2F1 n’est observée. Un
profil en forme de « U inversé » est obtenu pour |'expression relative de CYP1A1, CYP1B1, CYP2S51, GSTM1,
EPHX1, DHDH, ADH1A et ALDH2, avec une augmentation significative de I'expression pour le 3™ jour. En
revanche, le gene NQO1 est surexprimé mais avec un profil d’induction en forme de « U ». Enfin, CYP2E1 est
surexprimé significativement du jour 1 au jour 5 avec des RQ de 2,1, 3,2 et 3,4 respectivement tandis que

ALDH3B1 a montré une surexpression a partir du 3™ jour d’exposition, avec une valeur de RQ de 3,3.

En résumé, I'exposition des cellules BEAS-2B aux flux gazeux apreés oxydation catalytique entraine des
différences dans I'expression des génes codant pour les EMX par rapport aux cellules témoins et aux cellules
exposées au toluéne (100 et 1 000 ppm). Ces observations suggérent une influence du toluéne non-converti
et des sous-produits issus de I'oxydation catalytique du toluéne. L’expression des enzymes différe également

entre les deux catalyseurs. En effet, CYP2E1 et CYP2F1 sont plus exprimés lorsque le catalyseur commercial
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Pd/yAl,Os est utilisé tandis que DHDH, CYP2S1 et ALDH tendent a étre davantage exprimés aprés exposition

au flux gazeux obtenu avec le catalyseur CogAl>-O.

5. Réponse inflammatoire des cellules BEAS-2B

La réponse inflammatoire des cellules aprés exposition au tolueéne ou aux effluents gazeux obtenus
apres réaction catalytique a été évaluée par la mesure du niveau d’expression des genes codant pour les
enzymes IL-6 et IL-8 (figure 39) et du niveau relatif de sécrétion extracellulaire de leur interleukine respective
(figure 40). Contrairement a I’expression génique, les valeurs obtenues lors de la quantification des
interleukines sécrétées par les cellules exposées ne sont pas significativement différentes de celles obtenues

pour les cellules témoins. Certaines tendances peuvent étre toutefois notées.
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Figure 39 : Expression relative de 2 génes de I'inflammation (IL-6 et IL-8) aprés exposition des cellules BEAS-2B au toluéne ou aux gaz
issus de son oxydation catalytique pendant 1 heure/jour durant 5 jours. L’expression des génes a été mesurée par RT-qPCR (n = 3) et
analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I’air filtré comme référence et la
moyenne géométrique C; de 18S, GAPDH et B2M comme genes de normalisation. Le niveau d’expression des génes est considéré
comme significatif par rapport au témoin exposé a I'air filtré pour RQ >2 ou RQ < 0,5
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Figure 40 : Mesure de la sécrétion relative des interleukines (IL-6 et IL-8) aprés exposition des cellules au toluéne ou au flux gazeux
apres oxydation catalytique pendant 1 heure/jour pendant 5 jours. Les concentrations d’interleukines ont été mesurées par méthode
ELISA dans le surnageant de réplicas biologiques (n = 3) et les valeurs ont été comparées aux cellules exposées a I'air filtré. Aucune
différence statistique n'a été observée (test U de Mann Whitney ; p <0,05).
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Tout d’abord, I'exposition répétée des cellules BEAS-2B au toluéne (100 et 1 000 ppm) entraine un
augmentation significative de I'expression du gene /L-6 avec des valeurs de RQ supérieures a 2 seulement a
J5. Lors des expositions aux effluents gazeux aprés oxydation catalytique (10 %), une surexpression génique
significative est mesurée a J5, avec une valeur de RQ de 2,7 pour les deux catalyseurs. En revanche, un profil
en forme de « U inversé » du niveau d’expression d’/L6 est observé en fonction du temps suite a I'exposition
des cellules a I'effluent non dilué (100 %). En effet, le géne est plus exprimé le troisieme jour par rapport aux
premier et cinquiéme jours d’exposition. Les valeurs de RQ ne sont significatives que pour J3 et J5, soit
respectivement 3,0 et 2,1 pour le catalyseur Pd/yAl,Os et 5,5 et 4,9 pour CosAl,-O. Concernant la sécrétion
relative d’IL-6, cette derniere semble légerement augmenter en fonction de la concentration en toluéne et
du temps d’exposition. L’exposition répétée aux effluents générés avec les deux catalyseurs (10 % et 100 %)

semble également augmenter la sécrétion de la cytokine IL-6.

Aucune différence significative de I'expression d’/L-8 n’est observée apres exposition des cellules au
toluéne ou a 10 % du flux issu de 'oxydation catalytique de Pd/yAl,Os. Le géne n’est surexprimé qu’a partir
du 5™ jour pour 10 % du flux de CosAl,-O, avec une valeur de RQ de 3,2. Par ailleurs, I’exposition & 100 % du
flux émis par ce catalyseur provoque un profil d’expression d’/L-8 en forme de « U inversé » avec une valeur
de RQ a J3 de 4,8, tandis que les valeurs de RQ apreés le premier et le cinquieme jour sont respectivement de
4,4 et 3,5. En revanche, un profil en forme de « U » est révélé pour les cellules exposées au flux gazeux en
sortie du catalyseur Pd/yAl,O3 (100 %). En effet, I'expression d’/L-8 ne montre aucune variation significative
a J3 par rapport au témoin tandis que les valeurs de RQ a J1 et J5 sont respectivement de 2,0 et 2,1. Ces deux
profils sont également obtenus lors de la mesure du niveau d’expression de I'interleukine pour les mémes
expositions (100 % du flux). Enfin, I'exposition au toluéne semble induire une augmentation de la sécrétion

d’IL-8 en fonction du temps tandis qu’une diminution est observée pour 10 % du flux sortant de Pd/yAl,Os.

La mesure du niveau d’expression des genes pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 a mis en évidence leur
surexpression dans les cellules exposées aux flux de toluene et aux gaz issus de son oxydation catalytique. Les
genes codant pour les 2 interleukines sont davantage exprimés dans le cas de I'utilisation du catalyseur CogAl,-
O, comparativement au catalyseur Pd/yAl,Os. Des profils d’expression en fonction du temps en forme de « U »
et de « U inversé » sont observés aprés exposition aux différents effluents gazeux aprés réaction catalytique.
La sécrétion des interleukines n’est pas significativement augmentée suite a I'exposition des cellules aux
composés gazeux ; seules certaines tendances a la hausse ont été observées en fonction de la dose et des

expositions répétées, notamment lors de I'exposition au toluéne.
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6. Expression des mucines
Les niveaux d’expression des deux genes codant pour des mucines, MUC1 et MUCSAC, sont représentés

sur la figure 41.
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Figure 41 : Expression relative de 2 genes des mucines (MUC1 et MUC5AC) apres exposition des cellules BEAS-2B au toluéne ou aux
gaz issus de son oxydation catalytique pendant 1 heure/jour durant 5 jours. L’expression des génes a été mesurée par RT-gPCR (n =
3) et analysée par la méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I’air filtré comme référence et la
moyenne géométrique C; de 18S, GAPDH et B2M comme genes de normalisation. Le niveau d’expression des génes est considéré
comme significatif par rapport au témoin exposé a I'air filtré pour RQ > 2 ou RQ < 0,5

Tout d’abord, les génes codant pour les protéines du mucus ne sont pas surexprimés dans les cellules
BEAS-2B lors de I'exposition aigué au toluene ou aux effluents gazeux aprés oxydation du toluene en utilisant
Pd/vAl,O; et CosAl>-O, a I'exception de I'exposition des cellules a 100 % de l'effluent correspondant au
catalyseur CogAl>-O. Lors des expositions répétées, aucune variation significative n’est observée pour MUC1
et MUC5AC entre les cellules exposées a 100 ppm de toluene et les cellules témoins. En revanche, I'exposition
a la concentration en toluéne la plus élevée (1 000 ppm) provoque la surexpression de MUC1. Son expression
est dépendante du temps avec des valeurs de RQ supérieures a 2,0 les jours 3 et 5. Concernant le catalyseur
Pd/yAl,0s, les génes MUCI et MUC5AC ne sont surexprimés que pour 100 % du flux sortant et seulement lors
du 5% jour (RQ = 2,6 et 2,1 respectivement). Enfin, une tendance similaire est observée pour les 2 protéines
lorsque les cellules sont exposées de maniere répétée a I'effluent gazeux relatif au catalyseur CogAl,-O. A la
concentration la plus faible, I'expression de MUC1 et MUC5AC est augmentée significativement le cinquiéme
jour avec des RQ de 2,9 et 2,6, respectivement. Apres exposition a 100 % du flux sortant, I'augmentation de
I’expression est significative a partir du 3™ jour avec des RQ supérieures a 2 pour MUC5AC et supérieures a

4 pour MUC1.

100



L’exposition répétée des cellules permet de mettre en évidence I'expression de deux génes du mucus,
MUCI1 et MUC5AC. Alors que MUCI a été le seul des 2 génes surexprimés lors de I’exposition au toluéne (1 000
ppm), les génes codant pour les mucines MUC1 et MUC5AC sont surexprimeés pour le catalyseur commercial
Pd/yAl,Os a partir du jour 5 et pour 100 % du flux sortant. En revanche, I’exposition a I’effluent gazeux aprés
oxydation catalytique du toluéne en utilisant CoeAl,-O a provoqué la surexpression des génes aux deux

concentrations testées et des le troisieme jour pour la concentration la plus élevée.

7. Discussion

L'industrie est aujourd’hui le premier secteur d’activité dans le classement des émissions de COV dans
I'atmosphere. Afin de limiter leur impact sur I'environnement, de nombreux industriels sont amenés
aujourd’hui a prendre des mesures de réduction de leurs émissions. Les techniques de remédiation
recommandées ont essentiellement pour objectif de récupérer ou détruire les composés présents dans des
effluents gazeux afin d’éviter leur rejet dans I'atmosphére. L’efficacité de ces méthodes, comme par exemple
I’oxydation catalytique, doit étre validée avant leur utilisation a I'échelle industrielle. L'efficacité d’un
catalyseur d’oxydation totale est évaluée a partir de sa capacité a convertir le ou les composés a éliminer et
de sa sélectivité pour former le dioxyde de carbone et I'eau, comme produits de réaction. Toutefois,
I’oxydation catalytique d’'un composé comme le toluéne peut entrainer la formation de sous-produits
toxiques, comme par exemple le benzéne (Al Zallouha et al., 2017). C'est pourquoi, en complément des
analyses chimiques, une évaluation toxicologique du toluéne résiduel et de sous-produits de réaction a été

effectuée dans le cadre d’un travail collaboratif avec I'équipe TCEP de I'UCEIV.

Le niveau d’expression de 12 geénes intervenant dans le métabolisme des COV a été évalué apres
exposition répétée des cellules au toluéne ou aux effluents gazeux obtenus apres réaction en présence des

deux catalyseurs testés : Pd/yAl,03 et CocAl,-O.

CYP1A1, CYP2E1 et CYP2F1 sont les 3 genes surexprimés suite a I'exposition des cellules BEAS-2B au
toluéne. CYP2E1 et CYP1A1 sont des enzymes connues pour participer a la premiére étape du métabolisme
du toluene. En effet, ces enzymes sont associées a la transformation du toluene en alcool benzylique (Lee
and Yang, 2008; Nakajima et al., 1997). Concernant CYP2F1, une précédente étude menée au laboratoire a
permis également d’observer une surexpression du gene lors de I’exposition de cellules épithéliales
alvéolaires A549 a 1 000 ppm de toluéne pendant 1 heure (Al Zallouha et al., 2017). Cependant, ces 3 EMX
ne sont pas spécifiques d’une exposition au toluene. lls sont également impliqués dans le métabolisme des
HAP pour CYP1A1 (Savary et al., 2018), et du benzene pour CYP2E1 (Kim et al., 2015; Pohl and Scinicariello,
2011) et CYP2F1 (Castell et al., 2005; Sheets et al., 2004).
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En exposant les cellules BEAS-2B aux effluents gazeux résultant de I'oxydation du toluéene par les deux
catalyseurs testés, I'expression de 4 CYP a été augmentée significativement. Ainsi, CYP1A1, CYP1B1 et CYP2E1
ont été surexprimés dans les deux cas, tandis que I'expression de CYP2F1 a été significativement augmenté
apres utilisation du catalyseur commercial Pd/yAl,O; et CYP2S1 pour le catalyseur CosAl>-O. D’apres la
littérature, I'expression de CYP2E1 et CYP2F1 peut-étre liée a la présence de toluéne non converti et a celle
du benzene, qui correspond a un sous-produit de la réaction d’oxydation (Al Zallouha et al., 2017). Ce premier
résultat corrobore la présence de toluéne pour les 2 catalyseurs et de benzéne pour Pd/yAl,0s, deux
composés dont la présence dans les effluents gazeux a été révélée par analyse chimique. En plus de la
présence de ces 2 COV, nous pouvons également soupconner la formation de HAP en tant que sous-produits
formés par le catalyseur CogAl,-O. En effet, nous avons constaté une expression plus forte de CYP1A1 dans
les cellules exposées aux effluents suite a l'utilisation de ce catalyseur par rapport a celle observée dans les
cellules exposées au toluéne non oxydé. CYP1A1, CYP1B1 et CYP251 peuvent étre surexprimés par la présence
de HAP et pour cette raison, ils sont parfois utilisés comme biomarqueurs d’exposition (Saarikoski et al., 2005;

Shimada and Fujii-Kuriyama, 2004).

L'expression des genes NQO1, EPHX1 et GSTM1 a également été testée. Ces genes codent pour des
enzymes qui jouent un réle dans le métabolisme de nombreux xénobiotiques comme le benzene (Kim et al.,
2007). Ainsi, nous avons observé que ces 3 genes sont surexprimés significativement apres exposition des
cellules BEAS-2B aux gaz résultant de I'oxydation catalytique du toluéne. En revanche, le niveau d’expression
est plus élevé dans le cas de I'utilisation du catalyseur CosAl,-O par rapport a ceux obtenus pour le catalyseur
commercial Pd/yAl,Os. Cette surexpression pourrait étre expliquée par la présence d’autres sous-produits en
concentrations trés faibles dans I'effluent gazeux. En particulier, il est connu que le BaP augmente
I’expression de NQO1 (Rossner et al., 2016) tandis que I'expression de EPHX1 peut résulter de la présence de
butadiéne, de styréne ou de HAP (Vaclavikova et al., 2015). Pour ces raisons, nous ne pouvons pas exclure la

formation d’HAP, comme sous-produits de I'oxydation catalytique du toluéne.

Pour les expositions aux effluents aprés oxydation catalytique, nous avons également mesuré une
surexpression du gene DHDH (dihydrodiol déshydrogénase). Sa présence peut étre liée a la présence de HAP
dans les effluents gazeux. En effet, la toxicité des métabolites réactifs des HAP peut intervenir a travers deux
voies différentes. Premiérement, la combinaison des enzymes CYP et de I'époxyde hydrolase génere des
molécules pouvant interagir avec 'ADN et conduire a la formation d’adduits a I’ADN. Deuxiémement,
I'activation de la voie DHDH induit la formation de I'o-quinone par oxydation du catéchol entrainant la
formation d’especes réactives de I'oxygéne (ERO) et provoquant ainsi des dommages a I’ADN (Moorthy et

al., 2015). Ainsi, comme suggéré aprés la mesure d’'une augmentation de I'expression de CYP1A1, CYP1B1 et
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CYP2S1, la surexpression significative de DHDH pourrait-étre expliquée par la présence de HAP dans les

effluents obtenus aprés oxydation catalytique.

Une augmentation de I'expression du géne ADHI1A, appartenant a la famille des alcools
déshydrogénases, a été mise en évidence le 5°™ jour aprés exposition des cellules aux effluents obtenus avec
le catalyseur Pd/yAl,0s. ADH1A a également été significativement surexprimé & partir du 3™ jour apreés
oxydation du toluéne par le catalyseur CogAl,-O. Les enzymes appartenant a la famille des alcools
déshydrogénases participent a la phase | du métabolisme des xénobiotiques et ont notamment pour réle de
catalyser la transformation de I'alcool benzylique (INRS, 2012b). D’autres études ont également analysé
I'effet des COV sur I'expression des génes codant pour les enzymes de la famille des ADH. Toutefois, les
résultats obtenus ne sont pas similaires aux notres. Bird et al. ont en effet montré une diminution de I’activité
des alcools déshydrogénases apres exposition de souris pendant 15 jours au benzéne ou au toluéne, mais
aucun changement significatif du niveau d’expression n’a été observé apres exposition au mélange des deux
COV (Bird et al., 2010). Les alcools déshydrogénases interviennent non seulement dans I'oxydation des
alcools en aldéhydes mais aussi dans la réduction de ces derniers en alcools (Edenberg and Bosron, 2010).
Ainsi, nous pouvons émettre I'"hypothése que I'exposition au toluéne non converti, au benzéne, voire a
d’autres sous-produits non détectés par analyse chimique, tels que des composés oxygénés, génere une

modification dans I'expression des genes ADH, comme observé dans notre étude.

Pour finir, ALDH2 et ALDH3B1 ont également été surexprimés apres exposition des BEAS-2B aux deux
effluents. Ces enzymes participent au métabolisme du toluene et du benzene. ALDH?2 est la premiere enzyme
impliquée dans I'oxydation de l'acétaldéhyde (Marchitti et al., 2008). En revanche, I'augmentation de
I’expression de ALDH3B1 peut étre liée a la présence de différents aldéhydes, tels que le benzaldéhyde,
I’hexanal et I'acétaldéhyde (Marchitti et al., 2010). Toutefois, la surexpression de ALDH2 et ALDH3B1 causée
par la présence de sous-produits formés lors de I'oxydation catalytique du toluene, mais non détectés par les

analyses chimiques, ne peut pas étre exclue.

Le tableau 16 résume I'expression relative de ces génes aprés 1, 3 ou 5 jours d’exposition. Ainsi,
I"augmentation significative de I'expression de plusieurs genes impliqués dans le métabolisme des
xénobiotiques organiques aromatiques, tels que CYP2E1, CYP2F1 ou GSTM1 est cohérente avec la présence
de toluéne non converti et de benzéne, identifié par analyse chimique comme étant un sous-produit. Les
expositions répétées ont permis de montrer I'expression tardive de CYP1A1, CYP1B1, CYP251 et DHDH
probablement liée a la formation d’hydrocarbures aromatiques polycycliques non détectés par les méthodes
analytiques classiques utilisées pour I'évaluation des performances de catalyseurs. Les niveaux d’expression

des génes codant pour les enzymes ALDH2 et ALDH3B1 tendent a montrer la présence de composés oxygénés
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de la famille des aldéhydes, qui correspondraient soit a des composés de métabolisation du toluéne et/ou
du benzéne ou bien a des composés émis lors de la réaction catalytique du toluéne. Les HAP et les aldéhydes
pourraient donc avoir été émis principalement lors de l'utilisation du catalyseur CogAl,-O tandis que le
catalyseur commercial Pd/yAl,0; semble a I'origine de la formation de benzéne, comme I'a montré I'analyse

chimique (tableau 15).

Enfin, la surexpression tardive des EMX montre I'intérét des expositions répétées. En effet, lors d’une
précédente étude réalisée au sein du laboratoire (Al Zallouha et al., 2017), la toxicité des effluents gazeux
générés par le catalyseur Pd/yAl,0; avait été évaluée uniquement lors d’une exposition aigué de cellules
épithéliales alvéolaire A549. Les résultats obtenus étaient similaires aux notres puisqu’aucune surexpression
significative des EMX (CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1, CYP251, NQO1 et EPHX1) n’avait été mesurée apres 1h
d’exposition dans les cellules exposées par rapport aux cellules témoins. Toutefois, dans le cadre de la
présente étude, la réalisation d’expositions répétées a permis de montrer 'apparition d’'une augmentation
significative de I’expression de ces mémes génes a J3 et J5, qui peut étre expliquée par la présence de toluene
non converti et la formation du sous-produit benzéne aprés réaction catalytique. Alors que la premiére étude
avait tendance a montrer que le toluéne résiduel et le benzéne en petites quantités n’avait pas d’effet sur
I’expression de ces EMX, nous montrons désormais une surexpression de ces génes dans le temps, grace a la

réalisation d’expositions répétées.

Tableau 16 : Expression relative des genes EMX apreés exposition des cellules BEAS-2B au toluene ou aux gaz issus de son oxydation
catalytique pendant 1 heure/jour pendant 5 jours. L’expression des 12 génes a été mesurée par RT-gPCR (n = 3) et analysée par la
méthode AAC: (Livak and Schmittgen, 2001) en utilisant des cellules exposées a I'air filtré comme référence et la moyenne
géométrique C; de 18S, GAPDH et B2M comme génes de normalisation (= : aucune différence significative de l'expression ; - : RQ<0,5; +: RQ >

2;++:RQ>4)
Toluéne Tolutne | Pd/yAlLO; | Pd/yALO; | CogAl-O CosAl-0
10% 100% 10% 100% 10% 100%

Jours 1 3 5 1 3 51 3 5,1 3 5/1 3 5 1 3 5

CYPIAI = = + = = + [= = + = = = | = = + + ++ +
CYP1B1 = = = = = = = = + = = + = = 4+ |+ ++ o+t
cvpasi = = = = = == = =|= = s le =2 +0e w & HAP (sous-produit envisagé)
DHDH = = = = = =/|= = =|= = + = = 4+ |+ o+ o+
CYP2E1 + + + |+ + + | = = + [+ H#+ +H | = = + + + +
CYP2F1 = = = + + + | = = = | + + + = = = = = =
EPHX1 = = =|= = =|= = =|= = + = = + = + + Toluéne non converti
NQol | = = = = = = = = =|= = + = = +|= = & Benzéne formé (sous-produit connu)
GSTM1 | = = =| = = =|= = =|= = = = 4= a4
ADHIA | = = =| = = =|= = =|= = 4+ |= = = |= 4+ +
ALDH2 - = =] = = =|= - =|= = + = = +H  + ++ =
AIDH3BI - = = = = =|= = =|= = = |= = + = + +
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La réponse inflammatoire des cellules apres exposition au toluéne (100 ou 1 000 ppm) ou au flux issu de
son oxydation catalytique (10 ou 100 %) a été évaluée par mesure de I'expression génique et de I'expression
protéique des interleukines 6 et 8. La variation significative des deux génes aprés exposition des cellules
BEAS-2B peut étre reliée a la présence, dans les effluents gazeux apres oxydation catalytique par CosAl,-O et
Pd/yAl,Os, de toluéne non converti et des sous-produits identifiés par analyse chimique (benzéne et acide
acétique) et de ceux potentiellement présents (aldéhydes et HAP), comme suggéré par les résultats

d’activation des EMX.

Le toluene et le benzéne ont été identifiés dans les effluents gazeux aprés oxydation catalytique par
Pd/yAl,Os, avec des gammes de concentrations respectives de 228 a 265 ppb et de 396 a 549 ppb. Nos
mesures ont ainsi mis en évidence une augmentation significative de I'expression d’/L-6 a partir du cinquieme
jour d’exposition pour 10 % de I'effluent et du troisieme jour dans le cas de la plus forte concentration
(100 %). En revanche, IL-8 n’a été surexprimé qu’a J5 pour les deux concentrations testées. L’induction des
interleukines provoquée par ces deux hydrocarbures aromatiques a également été évaluée dans le chapitre
3, mais pour des concentrations plus élevées que celles mesurées dans les flux aprés traitement par
Pd/yAl,Os. En effet, les cellules BEAS-2B ont été exposées a 20 et 100 ppm de benzéne et 20, 100 et 1 000
ppm de toluéne. Toutefois, une plus forte expression des génes a été observée dans les cellules exposées aux
effluents apres oxydation catalytique en comparaison a celle des cellules exposées au toluéne seul. Au vu de
ces résultats, nous émettons I'hypothése que le mélange des deux composés peut-étre a l'origine de
I"augmentation du pouvoir inflammatoire a J5 par rapport a I'exposition au toluéne seul. Des études ont en
effet reportées une accentuation des effets lors de I'exposition de cellules pulmonaires en ALl aux deux
molécules associées, se traduisant par une augmentation de la mortalité cellulaire et des dommages a ’ADN
(Pariselli et al., 2009b). Une hausse de la sécrétion de la chimiokine MCP-1 a également été observée aprés
exposition de cellules A549 a un mélange de 3 hydrocarbures aromatiques (m-xyléne, styréne et

chlorobenzéne) (Fischader et al., 2008).

Lors de l'utilisation du catalyseur CogAl,-O, une surexpression d’/L-6 et IL-8 a été mesurée. Dans les
mémes conditions d’exposition, I'augmentation significative de I'expression des enzymes ALDH2 et ALDH3B1
permet de suggérer la présence d’aldéhydes, tels que I'acétaldéhyde ou le benzaldéhyde, dans I'effluent
gazeux (Marchitti et al., 2008, 2010). Cependant, la surexpression de ces deux genes peut également étre
liée a la formation de composés aldéhydes lors du métabolisme du toluéne. Les aldéhydes sont connus pour
leur pouvoir irritant et leur réle dans I'apparition de syndromes asthmatiques (Hulin et al., 2010). L’exposition
des voies respiratoires a ces composés, majoritairement présents dans les fumées de tabac, a d’ailleurs été
corrélée avec I'apparition d’inflammation aigué et avec la production de cytokines pro-inflammatoires telles

que IL-8 (Van Der Toorn et al., 2018). Une sécrétion extracellulaire des interleukines IL-6 et IL-8 a également
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été observée lors d’une exposition de cellules A549 a du butanal, propanal et pentanal pendant 48 h (Song
et al., 2015). Les HAP, deuxieme sous-produits envisagés, peuvent également induire une augmentation de
la sécrétion d’IL-6 et IL-8 par des cellules BEAS-2B (Totlandsdal et al., 2014). Pour finir, la tendance a la
production d’IL-8 au troisieme jour d’exposition pourrait étre liée a la présence d’acide acétique dans le flux
de gaz aprés oxydation catalytique. En effet, une augmentation de la sécrétion d’IL-8 a déja été observée
apres exposition de cellules pulmonaires a des acides, tels que I'acide acétique (Okubo et al., 2016) ou I’acide

chlorhydrique (Chen et al., 2013).

Concernant l'expression protéique d’IL-6 et IL-8, aucune modification n’a été observée lors de la
guantification des deux interleukines sécrétées par les cellules exposées au toluene ou aux effluents issus de
son oxydation catalytique et ceux obtenus pour les cellules exposées a |'air filtré. Seule une tendance non
significative a I'augmentation a été mesurée pour la sécrétion d’IL-6 au cours du temps dans les cellules
exposées aux doses les plus élevées de toluéne (1 000 ppm) et des effluents aprés traitement. Cependant,
de nombreuses publications ont également étudié la sécrétion de médiateurs de lI'inflammation par des
cellules pulmonaires exposées a des hydrocarbures aromatiques ou a des aldéhydes. Ainsi, I'exposition
répétée de cellules épithéliales nasales exposées au formaldéhyde a une concentration de 160 ppb (200
pg.m=3), a mis en évidence une augmentation du niveau d'IL-8 (Bardet et al., 2014). En revanche, il n’y a pas
eu de modifications significatives du niveau relatif de sécrétion d’IL-6 aprés exposition des cellules 1h/jour
pendant 3 jours. Une sécrétion extracellulaire d’IL-8 a également été observée lors d'une exposition aigué de
cellules A549 a 0,2 ppm de toluéne ou de benzéne (Pariselli et al., 2006, 2009b). Nos observations different
de celles reportées dans la littérature. Dans ces deux études, les analyses des concentrations extracellulaires
des interleukines ont été réalisées 24h apreés la fin des expositions. |l peut étre suggéré que les conditions
expérimentales retenues dans notre projet pourraient étre a I’origine des résultats obtenus. En effet, comme
discuté dans le chapitre 3, I'analyse menée 5 heures apres la fin des expositions pourrait se révéler trop

courte pour la sécrétion des deux interleukines (Kenney et al., 1994; Nordenhall et al., 2000).

Une augmentation significative des deux protéines du mucus MUCI1 et MUC5AC en fonction de la dose
et du temps, a également été observée apres exposition des cellules BEAS-2B au toluéne ou aux effluents
gazeux apres réaction catalytique. La surexpression de MUCI observée dans les cellules BEAS-2B exposées
aux flux issus de I'oxydation catalytique du toluéne par Pd/yAl,O; peut étre due a I'effet du mélange benzéne
et toluene ou a la présence de sous-produits non identifiés. En revanche, le méme effluent provoque une
expression moindre de MUC5AC que lors de I'exposition au benzéne seul. Ce gene code pour les mucines
sécrétées et ces dernieres sont souvent présentes dans les expectorations des patients atteints de syndromes

asthmatiques ou de BPCO (Voynow et al., 2006).
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Comme observé pour les enzymes de I'inflammation, I’expression des deux mucines MUC1 et MUC5AC
est la plus importante quand les cellules sont exposées a I'effluent aprés oxydation catalytique par CogAl,-O
et ce dés J3 pour la plus forte concentration. A nouveau, ce profil d’expression peut étre expliqué par la
présence des sous-produits dans le flux gazeux (Hulin et al., 2010). Tout d’abord, MUC1 est exprimée dans
certaines cellules épithéliales respiratoires. Son role dans les processus anti-inflammatoires a été démontré
lors de I'exposition de cellules épithéliales du systéme respiratoire a des virus (Kato et al., 2017). En effet, la
présence de virus active le récepteur TNF-a, I'un des premiers récepteurs de I'inflammation. Cette activation
permet I'expression du gene MUCI pour protéger la cellule et diminuer la sécrétion des interleukines. Ainsi,
il peut étre suggéré que la surexpression de MUCI soit reliée a la présence de composés irritants et

inflammatoires, tels que les aldéhydes ou les HAP, dont la présence est supposée dans les effluents gazeux.

Concernant MUC5AC, une corrélation peut étre faite entre son profil d’expression obtenu suite aux
expositions a CogAl,-O et I'expression génique d’/L-6 et IL-8. En effet, une expression significative des deux
génes est observée a J5 pour la plus faible concentration et dés la premiére journée d’exposition pour 100 %
du flux. Ainsi, comme discuté dans le chapitre précédent, I'induction des mucines comme MUC5AC par les
interleukines IL-6 et IL-8 peut étre envisagée (Bautista et al., 2009; Chen et al., 2003). Des études ont
également révélé I'implication d’aldéhydes et de HAP dans I'expression de MUC5AC. Ainsi, une augmentation
significative de I'expression de ce géne a été observée lors de I'exposition de cellules primaires HBEC a des
flux gazeux d’acroléine et d’acétaldéhyde pendant 28 jours (Haswell et al., 2010). La surexpression de
MUCS5AC peut également étre provoquée par l'activation du récepteur AhR dans les cellules épithéliales
bronchiques via la production d’ERO, ce qui est cohérent avec la surexpression du géne antioxydant NQO1 a
J5 pour les deux concentrations de flux gazeux testées (Chiba et al., 2011; Meldrum et al., 2016). L'expression
de MUCS5AC pourrait donc étre liée a la présence de composés oxydants soit directement dans les flux gazeux,
tels que les HAP ou soit issus de la biotransformation de ces derniers dans les cellules exposées. De plus,
CYP1A1 et CYP1B1, genes des principales EMX intervenant dans la phase | du métabolisme des HAP, sont
également induits par I'activation de I’AhR (Moorthy et al., 2015). Comme MUC5AC et NQO1, ces deux genes
ont été surexprimés apres exposition des cellules BEAS-2B aux effluents gazeux issus du catalyseur CogAl>-O.
Ces observations tendent a valider I’hypothése de la présence de composés organiques polycycliques formés

lors de I'oxydation du toluéne.
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Discussion générale

En 2016, pres de 8 000 Gg de composés organiques volatils non méthaniques ont été émis dans
I'atmosphere en Europe (EEA, 2019), faisant de ces derniers I'une des 7 familles majoritaires de polluants
identifiés par I’'Union Européenne (Koolen and Rothenberg, 2019). A cause de leur volatilité a température
ambiante, ces composés se retrouvent facilement dans I'atmosphére et peuvent alors avoir un double impact
sur la santé. Tout d’abord, certains d’entre eux peuvent causer des réactions allergiques et des irritations
mais aussi avoir des effets cancérogénes, mutagenes et/ou reprotoxiques (Laurent and Hauschild, 2014). Par
ailleurs, les COV sont des précurseurs de la formation de I'ozone troposphérique (Os), composé tres oxydant
qui peut engendrer des irritations des yeux et des voies respiratoires (Seinfeld and Pandis, 2006). Ces
polluants peuvent également provoquer des effets néfastes directs et indirects sur I'environnement, et
entrainer par exemple, une altération du développement des plantes (Cape, 2003) ou de la microfaune

aquatique (Roy et al., 2018).

Avec 48 % des émissions totales, I'industrie est le premier secteur émetteur en COVNM en Europe (EEA,
2019; Koolen and Rothenberg, 2019). Parmi les COVNM majeurs se trouvent les BTEX (pour benzéne, toluéne,
éthylbenzéne et xylénes). Initialement substitut du benzéne, le toluéne est aujourd’hui I'un des principaux
composés aromatiques utilisés comme solvant dans de nombreux procédés industriels tels que la fabrication
et l'utilisation de peinture, l'imprimerie ou la cordonnerie. Cependant, de nombreuses enquétes
épidémiologiques ou des études in vivo ont mis en évidence sa toxicité sur les voies respiratoires ainsi que
sur le systeme nerveux (INRS, 2012b; Wang and Chen, 1993; Wang et al., 2014; Win-Shwe and Fujimaki,
2010). De plus, ce composé a été classé comme reprotoxique de catégorie 2 par I'Union Européenne (Donald

et al., 1991).

Compte tenu de sa nocivité, il semble nécessaire de diminuer les émissions de toluéne dans
I'atmosphere, que ce soit pour protéger les travailleurs exposés ou la population générale. Pour cela,
plusieurs mesures peuvent-étre envisagées par les entreprises, avec en premier lieu sa substitution par des
composés moins toxiques comme les xylénes et les triméthylbenzénes. En deuxieme lieu, des méthodes de
remédiation a I'émission de COV dans I'atmosphéere, comme le traitement catalytique permettent la
conversion totale des COV en composés ayant un impact limité sur la santé, a savoir CO, et H,0. Néanmoins,
selon les conditions de réaction, une formation de sous-produits en faible concentration nous incite a évaluer

la toxicité des effluents gazeux issus de I'oxydation catalytique des COV.

108



Dans ce contexte, la premiére étape du projet a été de mettre au point les conditions expérimentales
d’exposition de cellules épithéliales pulmonaires en interface air-liquide. L'enjeu de cette mise au point
était de parvenir a réaliser des expositions répétées, de facon a se rapprocher des conditions d’exposition

subaigué.

Les techniques in vitro sont de plus en plus utilisées dans les études d’évaluation de la toxicité des
polluants atmosphériques. Afin de se rapprocher des conditions physiologiques pulmonaires, de nouveaux
dispositifs en interface air-liquide ont été développés. Tout d’abord, ce mode de culture permet une mise en
condition proche de celle des voies aériennes avec la partie basale des cellules en contact avec un milieu
liquide et la partie apicale exposée a une phase gazeuse. De plus, en ce qui concerne I'exposition, les
méthodes ALl permettent d’éviter les interactions entre le composé testé et le milieu de culture, et ainsi
favoriser la biodisponibilit¢é du composé de maniere réelle. En outre, le mode d’exposition ALl permet
d’étudier I'impact toxique d’une concentration atmosphérique réelle d’'un composé volatil ou gazeux et non
une dose diluée en milieu liquide. Les travaux de Ahmad et al. ont mis en évidence des modifications de
toxicité du dichlore entre le mode immergé et I’exposition ALl dues a la formation de sous-produits comme
I’acide chlorhydrique ou hypochlorique dans le milieu de culture (Ahmad et al., 2014). D’autres travaux ont
récemment identifié une diminution de la réponse inflammatoire entre I'exposition a différents aldéhydes
(acroléine, crotonaldéhyde et hexanal) en ALl et en mode immergé, liée a la solubilisation des composés dans
le milieu de culture, les rendant ainsi inactifs (Dwivedi, 2017). Dans I'étude de Kastner et al., des cellules
épithéliales pulmonaires Calu-3 ont été exposées a I'aide d’un systeme ALl pendant 30 min, 1 h ou 2 h et
celles-ci ont présenté une augmentation de la sécrétion d'lIL-6 apres une exposition a l'air purifié avec un

effet temps-réponse démontrant ainsi I'influence de la durée d'exposition (Kastner et al., 2013).

Méme si ces premieres études in vitro en interface air liquide ont produit des résultats intéressants, la
plupart d’entre elles ont été réalisées en exposition aigué et ne permettent donc pas d’estimer les effets
d’une exposition répétée. En effet, I'exposition répétée des cellules pulmonaires présente l'intérét de
pouvoir mettre en évidence de nouvelles réponses cellulaires aux xénobiotiques, comme la modification de
la morphologie des cellules (Vales et al., 2015), I'altération de I'expression de certains genes, tels que les
génes codant pour les cytokines et chimiokines (Van Der Toorn et al., 2018) ou de permettre la détection de
mécanismes de toxicité tardifs. Actuellement, quelques études ont été réalisées en expositions répétées a
des produits chimiques en suspension dans |'air a I'aide de systémes ALl (Bardet et al., 2014; Gostner et al.,
2016). Bardet et al. ont étudié en AL, les effets de I'exposition de cellules nasales primaires humaines a 160
ppb (200 pg.m3) de formaldéhyde & raison de 1 h/jour pendant 3 jours. Aucune mortalité cellulaire, ni
modification de I'intégrité cellulaire n'ont été observées aprés I'exposition. Une augmentation significative

de la production d'lL-8 a été mesurée apres trois jours d’exposition, par rapport aux témoins exposés a l'air.
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Cette augmentation n’est pas significative pour les cellules exposées pendant seulement une heure au

formaldéhyde, montrant ainsi I'effet sur les cellules de I'exposition répétée (Bardet et al., 2014).

Nous avons donc débuté notre projet par une phase de mise au point des conditions de culture et
d’exposition en ALI. Pour cela, nous avons tout d’abord sélectionné les cellules BEAS-2B comme modele
cellulaire. Ce type de cellules a été choisi car les bronches sont I'une des premiéres cibles des substances
inhalées qu’il s’agisse de I’air mais aussi des contaminants du compartiment aérien. Selon plusieurs auteurs,
la lignée cellulaire BEAS-2B constitue un modele pertinent pour I'étude toxicologique des polluants
atmosphériques en interface air-liquide (Hiemstra et al., 2018; Vales et al., 2015). Ensuite, nous avons exposé
les cellules BEAS-2B a I'air filtré grace au systéme Vitrocell®. La cytotoxicité mesurée par le test LDH aprés
exposition des cellules était inférieure a 10 % (CEp) jusqu'au jour 5. Nous avons également évalué la
prolifération cellulaire par le test AlamarBlue®. Un comportement similaire a été observé avec une
diminution de la prolifération cellulaire aprés le 6™ jour d’exposition. Enfin, 'étude de la morphologie des
cellules par microcopie apres exposition au flux gazeux d’air filtré et de toluéne pendant 5 jours a confirmé
I'absence de modifications phénotypiques observables. Ce travail préalable a montré la possibilité de
conduire en interface air-liquide des expositions de 1h/jour jusqu’a 5 jours, tout en conservant une viabilité

cellulaire permettant la réalisation des expérimentations portant sur I'évaluation des effets des COV.

Dans un second temps, notre projet s’est focalisé sur I’étude de la toxicité des molécules COV pouvant
substituer le toluéne, comme par exemple le m-xyléne et le mésitylene. Une étude sur le benzéne,
hydrocarbure aromatique modele et utilisé pendant de nombreuses années dans I'industrie a également été
réalisée. Cette série d’expositions a été effectuée en se basant sur les concentrations de la Valeur Limite
d’Exposition Professionnelle (VLEP) et de la Valeur Limite Court Terme (VLCT) du toluéne, soit 20 et 100 ppm,
respectivement. Ces valeurs représentent les concentrations dans I’air ambiant de travail a ne pas dépasser

sur 8 heures (VLEP) ou 15 minutes (VLCT).

Au niveau européen, le principe de substitution est un élément déterminant du réglement REACh
(1907/2006). Ce dernier a pour objectif de mieux connaitre la nocivité pour la santé humaine et
I’environnement des produits chimiques produits ou importés dans 'UE. Dans le cadre de notre étude, la
substitution du toluéne par ses homologues supérieurs comme le m-xylene ou le mésityléne doit permettre
I'utilisation de composés moins dangereux. Toutefois, la toxicité de ces deux molécules sur les voies
respiratoires est peu connue car peu de recherches ont porté sur I’évaluation de leur toxicité chez I’'Homme.
Nos travaux ont donc eu pour objectif d’évaluer I'effet de I'exposition de cellules épithéliales bronchiques a

ces composés. Cette évaluation in vitro a été centrée sur 'activation de mécanismes cellulaires comme
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I'activation des enzymes du métabolisme des xénobiotiques, I'apparition d’un processus inflammatoire ou la

sécrétion de mucus.

Concernant 'activation des EMX, notre étude a mis en évidence |'activation de différentes voies de
métabolisation utilisée par les cellules BEAS-2B pour éliminer les 4 xénobiotiques. Ces observations révelent
I'utilisation d’un mécanisme de protection des cellules contre les 4 COV (Casarett et al., 2001). L’activation
des génes de métabolisation a également été observée lors d’expositions de cellules BEAS-2B en ALl a des
aérosols atmosphériques (Lin et al., 2017) ou a des particules provenant d’échappements de moteurs diesel

(Grilli et al., 2018).

L’étude de l'initiation d’un processus inflammatoire permet de mettre en évidence des effets irritants
qui peuvent s’avérer déléteres a long terme puisqu’il s’agit de I'un des premiers symptomes observés lors de
I'exposition de I'épithélium pulmonaire (Lee and Yang, 2013). De nombreuses études ont évalué les
propriétés inflammatoires des composés chimiques gazeux comme le formaldéhyde (Kastner et al., 2013;
Persoz et al., 2012) ou des composés particulaires (Ghio et al., 2013). Dans le cadre de notre étude, la réponse
inflammatoire du toluéne pourrait étre lié aux irritations respiratoires, syndrome souvent évoqué dans les

enquétes épidémiologiques recherchant I'impact sanitaire des COV (Hulin et al., 2010; Rumchev, 2004).

Les hydrocarbures aromatiques étudiés au cours de ce travail sont également connus pour étre
neurotoxiques et/ou CMR. Par exemple, le toluéne a des effets néfastes sur la reproduction (ANSES, 20173a;
Plenge-Bonig and Karmaus, 1999). Ainsi, le fait d’avoir étudié uniquement grace a notre modéle la toxicité
sur le systeme respiratoire en ne considérant que 3 fonctions est I'une des limites de nos travaux. Afin de
compléter notre modele d’étude in vitro, il apparait essentiel de prendre en considération les effets sur
d’autres voies. L’évaluation du caractere mutagéne ou génotoxique des composés peut étre réalisée en
mesurant les cassures simples et double brin par le test des cometes (Gminski et al., 2010; Weber et al.,
2013), en évaluant la réparation des dommages a I’ADN par quantification de yH2A.X (Zhang et al., 2019) ou
des adduits d’oxydation a I’ADN (Zhang et al., 2017).

Ensuite, notre projet s’est intéressé a I’étude d’'une méthode de remédiation a I’émission du toluéne
alasource. Le traitement catalytique d’un flux de toluéne représente I'une des solutions recommandées afin
de diminuer les émissions de COV dans I'atmosphére (Berenjian et al., 2012) mais l'utilisation de ces
techniques peut générer des effluents gazeux pouvant renfermer des substances toxiques lorsque la réaction
ne présente pas une sélectivité totale en CO; et H,0 et qu’il se forme des sous-produits. Le couplage du

systeme d'exposition en interface air-liquide avec un dispositif de test catalytique constitue un point original
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du projet, mais nous confronte aussi avec une difficulté qu’est I'étude de la toxicité des mélanges, car ces

sous-produits issus de I'oxydation catalytique du toluene peuvent étre nombreux.

Nous avons donc évalué la toxicité des effluents en complément des analyses chimiques utilisées
classiquement pour estimer la performance des catalyseurs. Apres exposition des cellules BEAS-2B aux flux
gazeux résultant de I'utilisation de deux catalyseurs (Pd/yAl,O3 et CosAl,-0), I'expression de certaines EMX a
été reliée a la présence de toluéne non converti et de benzene formé mais a également permis de supposer
la présence d'autres sous-produits, tels que les HAP et des composés oxygénés, non détectés par la méthode
analytique. Les concentrations en toluéne non-converti et en sous-produits mesurées lors de I'analyse
chimique, ont montré une diminution de ces derniéres entre le premier et le cinquieme jour d’exposition.
Cette méme diminution a été observée concernant les niveaux d’expression des genes codant pour les EMX.
Cette observation est cohérente avec une évolution de I'activité du catalyseur aux premiers temps
d’utilisation et qui tend a se stabiliser ensuite (Genty, 2014). Il pourrait donc étre recommandé d’effectuer
I’évaluation toxicologique des effluents issus de l'oxydation catalytique du toluéne sur une période
supérieure a 5 jours, afin de se situer dans les conditions les plus stables du régime de fonctionnement du
catalyseur. Pour une application en milieu industriel, il faudrait donc laisser un délai de stabilisation du

catalyseur avant d’y envoyer les effluents a traiter.

Pour une oxydation catalytique du toluéne a I'échelle industrielle, il subsiste également la question du
reste de toluéne non converti, méme si cette part ne représente que 0,01 a 0,03% du toluéne a traiter, et
celle des sous-produits formés (benzéne, composés oxygénés et/ou HAP). Ayant observé une réponse
biologique significative des cellules liée a la présence de ces composés dans les effluents apres catalyse, il
pourrait étre recommandé de renforcer I'efficacité globale du procédé de traitement. Dans cette logique,
I'un des objectifs du projet Interreg V Depollutair est de proposer le couplage de techniques de traitement
des COV adaptées a l'effluent a traiter. Pour y parvenir, I'utilisation de techniques complémentaires placées
en série peut étre préconisée pour permettre un traitement total des COV sans émission de sous-produits.
Dans le contexte du traitement du toluéne et au regard des résultats obtenus dans ce travail, il peut étre
recommandé de placer en aval du catalyseur d’oxydation, un second dispositif capable de piéger le toluéne
résiduel et les sous-produits formés. En particulier, un procédé d’adsorption pourrait étre envisagé. L'effluent
gazeux apreés catalyse serait alors envoyé sur une colonne renfermant un matériau a fort pouvoir adsorbant

vis-a-vis des types de COV restant apres la réaction catalytique.

L’évaluation de la toxicité de ces mélanges peut permettre de mettre en évidence des phénomeénes de
synergie telles que I'addition et la potentialisation ou d’antagonisme entre les composés et les voies

d’exposition (European Commission, 1997). La présence de plusieurs composés dans le mélange d’exposition
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pourrait provoquer des interactions entre les voies de métabolisation et limiter la détoxication de certains
composés, notamment ceux présents aux plus faibles concentrations (Kienzler et al., 2016). De hombreux
projets européens se focalisent actuellement sur les meilleures méthodes d’évaluation de la toxicité de ces
mélanges (Bopp et al., 2018), qu’il s’agisse d’'un mélange de plusieurs composés chimiques sur un organe
cible ou d’'un composé chimique sur plusieurs organes cibles. Dans notre cas, nous nous sommes intéressés
a I'évaluation de la toxicité d’un mélange de composés sur des cellules épithéliales bronchiques. D’autres
travaux ont été réalisés sur I'évaluation du caractere toxique de mélanges de formaldéhyde et de dioxyde
d’azote (Kastner et al., 2013) ou de toluéne et de benzéne (Pariselli et al., 2009b) sur des cellules exposées
en ALl. Dans le contexte de notre étude, il est particulierement important d’évaluer cette toxicité sachant
que les individus exposés aux COV le sont le plus souvent a un mélange de composés peu concentrés, que ce
soit en atmosphére de travail, en air intérieur ou en air ambiant (Delgado-Saborit et al., 2011; Edwards et al.,

2001).

Enfin, les résultats que nous avons obtenus en termes d’effets suite a une exposition aux COV grace a
I'utilisation d’une approche in vitro en interface air-liquide nous améne a I'extrapolation de ces
observations. En effet, le remplacement des méthodes in vivo par des méthodes in vitro fait partie des
recommandations dans la méthodologie 3R. Afin de pouvoir remplacer une méthode, certains criteres
d'acceptation réglementaire des approches de test des 3R ont été définis et doivent étre respectés (EMA,
2016). Par exemple, il est nécessaire de démontrer que la méthode de substitution fournit soit de nouvelles
données, soit des données au moins aussi utiles et de préférence meilleures que celles obtenues avec les
méthodes existantes. De plus, ces derniéres doivent étre fiables et robustes. Dans le cadre de notre étude, il
est important de définir la pertinence du modele in vitro utilisé, c'est-a-dire la mesure dans laquelle le modele
peut prédire correctement I'effet biologique d'intérét. Une revue récente a pu mettre en évidence l'intérét
du systéeme d’exposition en interface air-liquide pour I'étude des mécanismes de toxicité pulmonaire
(Upadhyay and Palmberg, 2018), mais certains effets de ces toxiques comme notamment les effets
neurotoxiques ou CMR ne peuvent pas étre évalués. Le développement de nouveaux parametres pertinents
pour I'étude des mécanismes de toxicité des composés inhalables est une étape importante dans la validation
des méthodes en ALl (Lacroix et al., 2018). Enfin, un nombre limité de tests permettant le remplacement
partiel ou total de I'expérimentation animale n’a pas été validé ou ne I'est que partiellement (Kandarova and
Letasiova, 2011). Concernant I’évaluation de la toxicité par inhalation, aucune méthode in vitro réglementaire
n’est actuellement disponible. De nouvelles recherches sont donc a entreprendre afin de trouver le modéle
idéal. Dans cette recherche, il semble également que la modélisation des effets et les prédictions QSAR (Price
and Krishnan, 2011; Schindler, 2016) aient un réle a jouer, le modeéle in vitro parfait n’existant probablement

pas.
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Conclusion et perspectives

Le premier objectif du travail de thése consistait en I'évaluation de I'effet d’une exposition aigué ou
répétée de cellules épithéliales bronchiques humaines a des composés organiques volatils régulierement
mesurés dans les atmosphéres de travail. Dans ce projet, le toluéne a été choisi comme molécule de
référence en se basant sur les résultats de prélevements effectués en milieu industriel. La toxicité de son
homologue inférieur, le benzéne et de ses homologues supérieurs, le m-xylene et le mésityléne a également
été étudiée. Le deuxieme objectif a été, en complément des analyses chimiques, d’évaluer le potentiel

toxique d’effluents gazeux issus de I'oxydation catalytique du toluéne.

Afin de répondre a ces objectifs, des cellules BEAS-2B ont été exposées aux différents flux gazeux en
interface air-liquide, a I'aide du systéme Vitrocell®. Afin de suivre la cinétique des mécanismes d’action de
ces composés, trois temps d’exposition ont été choisis, correspondant a une exposition unique, soit 1 h et a
deux expositions répétées, soit 1 h par jour durant 3 ou 5 jours. Lors de I'exposition des cellules aux quatre
COV, deux concentrations ont été testées : 20 ppm et 100 ppm, représentant respectivement la Valeur Limite
d’Exposition Professionnelle et la Valeur Limite a Court Terme du toluéne. Pour I’étude des effluents issus de
I’oxydation catalytique du toluéne, la lignée cellulaire BEAS-2B a été exposée au toluene non traité (100 et
1 000 ppm) ainsi qu’a deux effluents obtenus apres traitement catalytique (100 % et dilué a 10 %) pour un

flux d’entrée a 1 000 ppm de toluéne.

Toxicité du benzéne, du toluene, du xylene et du mésityléne

Nous avons tout d’abord comparé la toxicité du benzene et du toluéne ainsi que celle de leurs
homologues supérieurs pouvant étre utilisés comme substitut dans l'industrie. Tout d’abord, le niveau
d’induction des EMX a permis de mettre en évidence différentes voies de métabolisation des xénobiotiques.
La premiere voie identifiée correspond a une étape d’oxydation provoquée par I'induction des CYP450, tels
que CYP2E1. Ce dernier a été mesuré lors des expositions aux 4 COV. La surexpression de CYP1A1 apres
exposition des cellules au toluene ou au mésityléne a révélé I'utilisation d’une voie de biotransformation
minoritaire, qui permet de transformer les composés benzéniques en composés phénoliques. Nos travaux
ont par ailleurs mis en évidence la voie métabolisation du benzéne par EPHX1, permettant la formation de
1,2-époxybenzéne. Les enzymes de la famille des alcools déshydrogénases, ADHIA et des aldéhydes
déshydrogénases, ALDH2 et ALDH3B1 ont également été exprimés révélant la présence de métabolites issus

de la biotransformation au sein des cellules.
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Concernant le parametre inflammatoire, nous avons observé une induction plus importante des
marqueurs de I'inflammation lors des expositions répétées au benzéne par rapport aux autres hydrocarbures
aromatiques. Le benzéne est la seule molécule ayant induit la surexpression des deux enzymes IL-6 et IL-8,
ainsi que celle de la mucine MUC5AC. En revanche, les résultats obtenus pour les 3 autres COV sont différents
avec une induction temps-dépendante d’/L-6 lors des expositions au toluéne ou au xyléne et une
surexpression d’/L-8 a J3 pour le mésitylene. Les résultats obtenus lors de I'expression génique ont révélé,
pour les 4 COV, la mise en place d’'un mécanisme de protection cellulaire ainsi que l'initiation d’un processus
inflammatoire. Cependant, ces observations ne permettent pas a elles seules de conclure sur une différence
de toxicité entre ces composés et sur la possibilité de recommander la substitution du toluene par ces

homologues.

Toxicité des effluents gazeux aprés traitement catalytique du toluéne

L'un des points originaux de ce projet est le couplage du systéme d'exposition en ALl avec un dispositif
de test catalytique permettant I'oxydation totale du toluéne. Nous avons ainsi évalué la toxicité des effluents
en complément des analyses chimiques utilisées pour estimer la performance des catalyseurs. Aprés
exposition répétée des cellules BEAS-2B aux flux gazeux résultant de I'utilisation de deux catalyseurs
(Pd/yAl,O3 et CosAl>-0), I'induction de certains EMX utilisés comme biomarqueurs d’exposition, a été reliée
a la présence de toluéne non converti et de benzéne formé lors de la réaction d’oxydation, mais a également
permis de supposer la présence d'autres sous-produits, tels que les HAP et des composés oxygénés, non
détectés par la méthode analytique. Le mode d'exposition répétée nous a permis de mettre en évidence la
présence de sous-produits, probablement a de trés faibles concentrations, en raison de I'expression tardive
du gene, comme par exemple CYP1A1 ou CYP2S1, impliqués dans la métabolisation des HAP. L’induction
d’enzymes appartenant a la famille des ALDH a également été observée. Pour le moment, il n’est pas possible
d’interpréter avec certitude cette induction. Cette surexpression pourrait étre liée a la présence d’un
composé de la famille des aldéhydes dans les effluents gazeux ou bien a la présence de métabolites formés

lors de la biotransformation du toluéne.

Parallelement a I’évaluation de I'expression génique, nous avons analysé la réponse inflammatoire des
cellules exposées. Nous avons ainsi remarqué une augmentation de I'expression des genes IL-6 et IL-8, ainsi
gue des deux genes codant pour des mucines dans les cellules exposées a I’effluent gazeux produit lors de la
réaction catalytique. Cette induction peut étre reliée a la présence des différents sous-produits formés
(benzene et HAP). Ainsi, cette approche in vitro a souligné la pertinence de procéder a une évaluation
toxicologique des systémes catalytiques, en complément des analyses chimiques. Pour finir, notre étude a

également montré que des expositions a des mélanges de composés (toluene et benzéne) méme a tres
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Iy

faibles doses parvenaient a induire des effets toxiques supérieurs a ceux des deux molécules prises
séparément. Ainsi, il peut étre envisagé lors de I'utilisation en industrie des catalyseurs testés, de coupler ces

derniers avec un deuxieme dispositif de remédiation, comme par exemple un procédé d’adsoption.

Perspectives

L'utilisation d’une monoculture de cellules épithéliales bronchiques nous a permis d’examiner un aspect
de la métabolisation des COV étudiés et d’évaluer I'effet inflammatoire provoqué par I'exposition répétée
aux COV et nous a également renseignés sur la réponse biologique aprés exposition des cellules aux effluents
gazeux issus de I'oxydation catalytique du toluene. Cependant certaines limites ont été observées durant nos
expérimentations. Plusieurs perspectives de recherche, a court et a plus long termes, s’ouvrent donc a la

suite de ce travail afin notamment d’améliorer notre modele in vitro.

Tout d’abord, compte tenu des résultats obtenus pour les marqueurs de I'inflammation /L-6 et IL-8, il
serait intéressant d’élargir le panel de paramétres impliqués dans cette voie. Ainsi nous souhaiterions tester
TNF-a qui est I'une des premieres cytokines synthétisées lors des processus inflammatoires aigus et qui
pourrait étre présente dans nos surnageants récupérés de facon précoce. Il pourrait également étre
intéressant d’évaluer les niveaux d’expression de MCP-1, régulierement mesuré dans les études de toxicité
des COV. La mesure par la méthode ELISA des mucines secrétées permettraient également de compléter nos
analyses. En parallele, I'analyse des protéines fonctionnelles permettraient d’identifier les EMX intervenant
dans la métabolisation des 4 COV testés. Enfin, des analyses chimiques supplémentaires pourront étre
réalisées afin d’élucider la question de la formation d’aldéhydes ou d’autres composés oxygénés lors de

I’oxydation du toluéne en présence du catalyseur CogAl,-O.

Dans notre étude, la durée des expositions était de 1 heure. Afin de se rapprocher des conditions
réglementaires, il nous semble intéressant d’effectuer des expositions des cellules aux COV plus longues,
pour atteindre 8 heures, qui correspondent a la durée prise en considération dans le calcul de la VLEP. Ces
études, réalisées sur les cellules BEAS-2B devront faire I'objet d’'une mise au point pour s’assurer de la

possibilité d’'une exposition pendant 8h, en mode répété.

Il peut également étre envisagé d’étudier les effets des COV sur d’autres modeéles cellulaires. Dans un
premier temps, cette expérimentation pourrait également étre réalisée avec des cellules nasales et
alvéolaires afin de tester I'impact des composés volatils sur la globalité du systéme respiratoire. Dans un
deuxieme temps, 'utilisation de co-cultures formées de cellules épithéliales et de cellules du systéeme

immunitaire, comme des macrophages, nous permettrait de mieux modéliser les interactions existantes au

116



niveau pulmonaire. Enfin, dans le but d’étudier les effets a long terme de ces xénobiotiques sur le systeme
respiratoire, il serait intéressant de réaliser des expositions en ALl avec des cultures organotypiques pour une

durée allant jusque 28 jours.

Ensuite, I'évaluation de la transformation métabolique des COV et la mesure de leur pouvoir
inflammatoire ne sont pas des parametres suffisants pour conclure sur la toxicité des molécules. Ainsi, la
réalisation d’autres tests toxicologiques s’avére nécessaire. Il serait intéressant d’évaluer le potentiel CMR
grace a des tests de mutagénicité, comme le test des micronoyaux ou de génotoxicité, comme le test des
cometes. Ces études complémentaires nous permettraient de mieux connaitre les mécanismes d’action des
COV afin d’interpréter et d’anticiper I'impact des COV sur la santé des travailleurs mais également de

renseigner sur la possibilité de remplacer ces molécules toxiques par des composés moins nocifs.

Enfin, les résultats obtenus lors de I'exposition des cellules BEAS-2B aux effluents gazeux apres
oxydation catalytique du toluéne ont montré I'importance de s’intéresser aux mélanges de composés. Afin
d’évaluer leur toxicité, il serait intéressant de réaliser des mélanges binaires ou plus complexes de COV et

d’identifier les voies de métabolisation impactées aprés exposition des cellules.
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Etude en Interface Air-Liquide de la toxicité des Composés Organiques Volatils lors d’expositions répétées. Cas
du toluéne, de ses homologues et des émissions issues de son traitement catalytique.

Le toluéne est un solvant fréquemment utilisé par I'industrie manufacturiére. Il appartient a la catégorie des
composés organiques volatils (COV), dont nombre d’entre eux présentent des impacts néfastes sur la santé
humaine et sont aujourd’hui classés cancérogénes, mutageénes et/ou reprotoxiques. Afin de diminuer la présence
dans l'air de composés nocifs comme le toluéne, il apparait essentiel d’envisager leur substitution dans les
procédés industriels par des composés moins toxiques et/ou de réduire au maximum leurs émissions a la source.
Dans ce contexte, le premier objectif du travail de recherche est d’étudier la toxicité aigué et répétée du toluene,
de ses homologues supérieurs, pouvant étre utilisés comme composés de substitution, ainsi que de son
homologue inférieur sur des cellules épithéliales bronchiques humaines a I'aide d’un dispositif d’exposition en
interface air/liquide. Le deuxiéme objectif vise a évaluer le caractére toxique d’effluents gazeux issus de la
dégradation du toluene par oxydation catalytique. Pour cela, les cellules BEAS-2B ont été exposées 1 heure par
jour pendant 1, 3 et 5 jours au benzeéne, au toluéne, au xyléne ou au mésityléne, ainsi qu’aux effluents gazeux
obtenus apres traitement catalytique du toluéne. Les effets toxiques ont été évalués au travers des paramétres
de cytotoxicité, de réponse inflammatoire et d’expression génique des enzymes de métabolisation des
xénobiotiques (EMX). L'exposition des cellules BEAS-2B au toluene et a ses homologues a révélé I'implication de
voies métaboliques spécifiques a chaque composé. Une augmentation significative des marqueurs de
I'inflammation a également été observée, avec une concentration plus importante pour le benzéne et le xylene
par rapport aux autres molécules. Concernant I'exposition aux effluents gazeux issus de |’oxydation catalytique du
toluéne, I'expression tardive de genes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques organiques aromatiques,
est compatible avec la présence de sous-produits, tels que le benzéene ou les hydrocarbures aromatiques
polycycliques. En conclusion, les résultats obtenus dans ce projet montrent I'intérét de mener des expositions in
vitro en condition répétée permettant de déceler de potentiels effets tardifs et la pertinence de la validation
toxicologique des systemes catalytiques avant leur formulation en pilote industriel.

Mots clefs : Toxicologie, Exposition en Interface Air-liquide, Composés Organiques Volatils, Expositions répétées

Study of Volatile Organic Compounds toxicity at Air-Liquid Interface during repeated exposure. Case of toluene,
its homologous and outflow emissions after its catalytic treatment.

Toluene is a solvent widely used in manufacturing industries. It belongs to a family of volatile organic compounds
(VOCs), many of which have adverse impacts on human health and are classified as carcinogenic, mutagenic or
toxic for reproduction. Different measures have been implemented to reduce the emissions of toxic compounds,
such as their replacement in the industry by less harmful compounds and/or reducing gas emissions at the source.
In this context, the first objective of the research was to investigate the acute toxicity and the one after repeated
exposure to toluene and its superior homologous solvents, which can be used as its substitution compounds, as
well as its lower homologous on human bronchial epithelial cells using an air/liquid interface exposure device. The
second objective was to assess the toxicity of gaseous effluents from the degradation of toluene by catalytic
oxidation. For this purpose, BEAS-2B cells were exposed during 1 hour for 1, 3 or 5 days to benzene, toluene,
xylene or mesitylene, and to the exhausts of catalytic oxidation of toluene. Toxic effects were evaluated through
cytotoxicity, inflammatory response and gene expression of xenobiotic metabolism enzymes (XME). Exposure of
BEAS-2B cells to toluene and its homologous compounds revealed the involvement of metabolic pathways specific
to each compound. A significant increase in inflammatory marker response was also observed, with a higher
concentration after cell exposure to benzene and to xylene compared to the other molecules. With regard to
exposure to gaseous effluents from the catalytic oxidation of toluene, the late expression of genes involved in the
metabolism of aromatic organic xenobiotics has made possible to highlight the presence of by-products, such as
benzene or polycyclic aromatic hydrocarbons. In conclusion, the results obtained in this project show the interest
of conducting repeated in vitro exposures to detect potential late effects, and the importance of toxicological
validation of catalytic systems before scaling-up in industrial pilots.

Key words: Toxicology, Air-Liquid Interface Exposure, Volatile Organic Compounds, Repeated Exposures



