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Effets de la pollution atmosphérique particulaire sur la circulation pulmonaire: 
rôles du stress oxydant et de la signalisation calcique 

 
L’exposition humaine aux particules atmosphérique (PM) est une préoccupation 
majeure de santé publique. La pollution particulaire est constituée de particules 
grossières (PM10 diamètre < 10 µm), de particules fines (PM2.5 diamètre < 2.5 µm) et de 
particules ultrafines (PUF ou PM0.1 diamètre < 100 nm). L’excès de mortalité constaté 
par les études épidémiologiques est principalement associé aux pathologies 
respiratoires et cardiovasculaires. Après inhalation, les particules les plus fines (PM2.5 et 
PUF) pénètrent profondément dans les voies respiratoires jusqu’aux alvéoles 
pulmonaires. Des études ont montré qu’elles peuvent franchir la barrière alvéolo-
capillaire pour se retrouver dans la circulation systémique et y exercer leurs effets 
délétères sur les organes cibles tel que le système cardiovasculaire. La circulation 
pulmonaire constitue donc une cible privilégiée des particules inhalées, 
particulièrement les cellules endothéliales qui tapissent la lumière des vaisseaux. 
L’hypertension pulmonaire (HTP) est une pathologie de la circulation pulmonaire 
caractérisée par un remodelage des vaisseaux pulmonaires, une hyperréactivité et une 
inflammation. Des études récentes ont montré le rôle prépondérant du calcium et du 
stress oxydant dans la physiopathologie de cette maladie. Cependant, peu d’études 
mécanistiques visent à expliquer les effets des PM sur les cellules cibles vasculaires 
pulmonaires. Dans ce contexte, ce travail vise à mieux caractériser les effets cellulaires 
et moléculaires des particules sur les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 
humaines (HPAEC).  
 
L’impact des PM2.5 et des nanoparticules (NPs) noires de carbone (FW2) sur les cellules 
endothéliales d’artères pulmonaires humaines entraine des dérégulations de 
l’homéostasie cellulaire. En effet, nos résultats montrent une augmentation significative 
du stress oxydant et, notamment, de la production d’anion superoxyde cytoplasmique et 
mitochondrial, des perturbations de la signalisation calcique, des dommages 
mitochondriaux, ainsi qu’un déséquilibre de la sécrétion de facteurs vasoactifs tels que 
le monoxyde d’azote (NO). Nous avons, également, étudié sur ces cellules cibles 
vasculaires pulmonaires humaines, dans des conditions physiologique et pathologique 
mimant l’HTP, les effets des particules sur la signalisation calcique ainsi que le rôle du 
stress oxydant dans les effets observés. Nous avons, dans un premier temps, développé 
et validé un modèle in vitro qui mime la dynamique vasculaire observée dans l’HTP. 
Dans une deuxième étape, nous avons observé les effets des NPs FW2, dans les deux 
conditions expérimentales. Nos résultats montrent, dans les cellules placées en 
conditions pathologiques, une augmentation significative de la production d’espèces 
réactives de l’oxygène (ERO) ainsi qu’une augmentation significative de la réponse pro-
inflammatoire caractérisée par la sécrétion d’interleukines telles que l’IL-6 par rapport 
aux cellules placées en condition physiologique. De plus, la signalisation calcique semble 
également altérée dans les conditions pathologiques.  
 
En conclusion, l’exposition humaine aux particules atmosphériques pourrait être un 
facteur de risque dans l’aggravation de pathologies cardiovasculaires telles que l’HTP. 
 
Mots clés : pollution atmosphérique, PM2.5, nanoparticules noires de carbone, stress 
oxydant, signalisation calcique, cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines, 
hypertension pulmonaire 
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Effects of airborne particulate matter on the pulmonary circulation: roles of 
oxidative stress and calcium signaling 

 
Human exposure to airborne particulate matter (PM) is a health risk concern. 
Particulate air pollution is composed of different PM: coarse particles (PM10 diameter < 
10 μm), fine particles (PM2.5 diameter < 2.5 μm) and ultrafine particles (UFP) (PM0.1 
diameter < 100 nm). The excess of mortality observed in several epidemiological studies 
is mainly associated with respiratory and cardiovascular diseases. After inhalation, the 
finest particles (PM2.5 and UFP) penetrate deeply into the airways, accumulate in 
pulmonary alveoli, cross the epithelial barrier to reach the pulmonary circulation and 
exert deleterious effects on the cardiovascular system. Inhaled particles are therefore 
observed in the pulmonary circulation, in direct contact with endothelial cells lining the 
inner surface of blood artery. Pulmonary Hypertension (PH) is the main disease of the 
pulmonary circulation characterized by remodeling of the pulmonary wall, changes in 
pulmonary vascular hyperactivity and inflammation. Oxidative stress and alteration in 
calcium signaling are also critical events involved in the physiopathology of PH. 
However, the effect of PM on these pulmonary vascular cellular targets is poorly 
described. In this context, the objectives of the present study are to assess the cellular 
and molecular effects of particle exposures in human pulmonary artery endothelial cells 
(HPAEC). 
 
Our results highlighted various cellular homeostasis alterations of HPAEC in response to 
PM2.5 and black carbon nanoparticles (FW2 NPs). We observed a significant increase of 
oxidative stress including cytoplasmic and mitochondrial superoxide anion production 
in concentration dependent-manner. Moreover, we observed calcium signaling 
alterations, mitochondrial damages, as well as a deregulation of vasoactive factors 
secretion such as nitric oxide (NO). Finally, we studied these cellular targets under 
physiological and pathological conditions mimicking PH. We have first developed a new 
in vitro model that mimics the vascular dynamics observed in the PH. Then, we 
investigated the effects of FW2 NPs in both experimental conditions. Our results 
showed, in pathological conditions, a significant increase in reactive oxygen species 
(ROS) production and a significant increase in the pro-inflammatory response 
characterized by interleukin secretion such as IL-6 as compared to cells in physiological 
condition. In addition, the calcium signaling seemed also be impaired in pathological 
conditions. 
 
In conclusion, human exposure to atmospheric particles may thus be a risk factor for the 
exacerbation of pre-existing cardiovascular diseases such as pulmonary hypertension. 
 
Key words: air pollution, PM2.5, black carbon nanoparticles, oxidative stress, calcium 
signaling, human pulmonary artery endothelial cells, pulmonary hypertension 
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Je me suis intéressée à la Toxicologie petit à petit au 

cours de mon cursus universitaire. Le stage effectué au 
sein de l’OMS à Genève, entre mars et aout 2014, m’a 
ouvert les portes de la Toxicologie. J’ai eu l’opportunité 
de travailler dans le domaine des pesticides, et 
d’organiser une réunion avec des experts internationaux 
sur les résidus de pesticides à la FAO (Organisation des 
Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture), à 
Rome. En revenant en France, j’ai suivi les cours du 
master 2 TES (Toxicologie, Environnement, Santé) 
dirigé par Mme Baeza-Squiban, à Paris. Ces cours m’ont 
offert un nombre illimité de préoccupations 
environnementales: la pollution atmosphérique, les 
perturbateurs endocriniens, les eaux et les sols 
pollués… et j’en passe. C’est donc, curieuse et motivée, 
que j’ai réalisé mon stage de M2 sur la pollution 
atmosphérique à Bordeaux, avec Isabelle Baudrimont. 
Par la suite, l’obtention d’une bourse de thèse a été une 
étape difficile dans mon parcours professionnel. Je 
voulais absolument continuer le projet débuté au cours 
de mon M2. Après la non-obtention de la bourse 
ministérielle, c’est avec détermination que j’ai postulé à 
différentes bourses au sein de fondations et 
d’organismes. Je remercie particulièrement la FRM 
(Fondation pour la Recherche Médicale) de m’avoir 
donné l’opportunité de réaliser cette thèse, de m’avoir 
permis de réaliser des publications scientifiques et 
d’approfondir mes connaissances dans le domaine de la 
Toxicologie. La cause environnementale me tient très à 
cœur aujourd’hui, cela est surement lié à ces trois années 
de travail. Ma thèse s’est donc très bien passée, mais elle 
a été mise à rude épreuve par les imprévus de la vie. Un 
mois après avoir commencé ma thèse, ma vie 
personnelle a été chamboulée par des épreuves difficiles. 
Mes parents ont dû, chacun, affronter des maladies 
graves. Je ne pourrais donc jamais oublier que ma thèse 
a été parsemée d’obstacles personnels. Mais comme on 
me le répète souvent, et comme l’a écrit F. Nietzsche 
« ce qui ne nous tue pas nous rend plus forts ».  
 

 
Bordeaux, le 21 oct. 2018,  

Juliette Deweirdt 
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La pollution atmosphérique particulaire est une préoccupation majeure de santé 
publique. Selon l'Organisation Mondiale de la Santé, la pollution atmosphérique cause en 
moyenne chaque année la mort prématurée de 7 millions de personnes dans le monde, 
dont plus de 500 000 en Europe et autour de 48 000 en France. De plus, elle est 
incriminée, en France, dans la réduction de l’espérance de vie d’environ 9 mois à l’âge de 
30 ans, liée aux pathologies pulmonaires et cardiovasculaires. Les jeunes enfants, les 
personnes âgées ou les personnes souffrant de pathologies respiratoires et 
cardiovasculaires préexistantes font partie des populations les plus sensibles. Les fortes 
concentrations en polluants atmosphérique retrouvées dans l’air ont d'importantes 
répercussions sur la santé, on distingue les effets à court terme et à long terme. A court 
terme, les jours de pic de pollution, les services d’urgences médicales reçoivent des 
patients souffrant de maladies cardiovasculaires, et dans les jours suivant le pic, ceux 
souffrant d’asthme et de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO). A long 
terme (sur plusieurs mois mais surtout plusieurs années), la pollution est incriminée 
dans les pathologies respiratoires, cardiovasculaires et dans les cancers. Parmi les 
différents polluants, on distingue des particules (PM), des polluants gazeux (l’ozone, le 
dioxyde d’azote et de soufre) à cause de leur toxicité élevée vis-à-vis des organismes. Les 
particules atmosphériques sont des agrégats de matières liquides ou solides, dont la 
taille et les caractéristiques physico-chimiques vont dépendre de leur source d’émission. 
Elles peuvent être d’origine naturelle (incendies, éruptions volcaniques, érosion…) ou 
anthropique (le trafic routier, les chauffages, les incinérateurs, les centrales thermiques 
et les procédés agricoles et industriels). On distingue trois grands types de particules : 
les particules grossières ou PM10, les particules fines ou PM2.5 et les particules ultrafines 
(PUF) ou PM0 .1. Les premières ont un diamètre ≤ à 10 micromètres. Les particules fines 
ont un diamètre ≤ à 2,5 micromètres et les PUF ont un diamètre ≤ à 0,1 µm. La 
préoccupation actuelle de santé publique concerne particulièrement les PM2.5 et les PUF, 
car ce seraient les plus nocives pour la santé humaine. Les PM2.5 sont généralement 
constituées d’un noyau carboné, sur lequel sont adsorbés à leur surface des composés 
organiques et/ou inorganiques, des métaux, etc. Récemment, avec l’accélération des 
nanotechnologies, les risques d’exposition aux PUF, et plus particulièrement les 
nanoparticules NPs (diamètre < 100 nm), dans la population générale mais également 
dans les milieux professionnels, augmentent de façon exponentielle. Les NPs font donc 
l’objet d’études scientifiques suite à la découverte d’impacts néfastes sur la santé 
humaine dû à leurs propriétés physico-chimiques. Des NPs sont également présentes 
dans l’air, et proviennent essentiellement de tous les processus de combustion. L’excès 
de morbidité et mortalité, constaté par des études épidémiologiques, est principalement 
associé aux pathologies respiratoires et cardiovasculaires (1). En 2016, des relevés de 
l’OMS, ont montré que 75 % de la mortalité liée à la pollution de l’air correspond aux 
maladies cardiovasculaires (2). En effets, des études ont montré que, après inhalation, 
les particules les plus fines, caractérisées par une forte réactivité de surface, pénètrent 
profondément dans les voies respiratoires jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Les PM2.5 et 
les NPs, pourraient franchir la barrière alvéolo-capillaire, se retrouver dans la 
circulation générale et y exercer des effets délétères par des interactions directes avec le 
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système cardiovasculaire et, notamment, les cellules endothéliales qui tapissent la 
lumière des vaisseaux et qui contrôlent l’activité vasculaire (3). Des études menées au 
laboratoire ont pu montrer qu’une exposition aux NPs et aux PM modifiait la réactivité 
vasculaire d’artères pulmonaires de rats (4-7). Par ailleurs, il est connu que l’inhalation 
de NPs d’oxyde de titane entraîne, chez le rat, une dysfonction au niveau micro-
vasculaire (8). Enfin, il a été montré une corrélation entre l’exposition aux particules et 
une augmentation des pressions artérielles pulmonaires (caractéristique de 
l’hypertension pulmonaire-HTP) (9). 
L’HTP est une maladie rare, multifactorielle et mortelle. Elle est définie par une 
augmentation de la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) supérieure à 25 
mmHg au repos (10). Cette pathologie est caractérisée par la diminution de la 
production de facteurs vasodilatateurs et l'augmentation de facteurs vasoconstricteurs 
qui conduisent à une hyperréactivité vasculaire, un remodelage artériel dû à la 
prolifération des cellules musculaires lisses (CML) et endothéliales (CE), souvent 
accompagnée d’une inflammation. Les mécanismes moléculaires impliqués dans l’HTP 
sont peu connus mais des travaux récents ont montré que l’altération de la signalisation 
calcique joue un rôle majeur dans la physiopathologie de cette maladie (11). Le stress 
oxydant (avec la surproduction d’espèces réactives de l’oxygène: ERO) joue, également, 
un rôle important, dans le développement de l’HTP (12). La circulation pulmonaire 
pourrait donc constituer une cible privilégiée des particules issues de la pollution 
atmosphérique. Cependant, peu d’études mécanistiques visent à expliquer les effets 
directs cellulaires et moléculaires des PM2.5 et des NPs sur l’endothélium vasculaire 
pulmonaire.  
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1. La pollution atmosphérique  
 
D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la pollution de l’air est définie 
comme « la contamination de l’environnement intérieur ou extérieur par un agent 
chimique, physique ou biologique qui modifie les caractéristiques naturelles de 
l’atmosphère ». La pollution atmosphérique est composée de différents polluants, 
principalement des gaz et des particules, mais également, des agents biologiques. Les 
polluants les plus dangereux et les plus préoccupants, d’un point de vue de la santé 
publique, sont, notamment, les particules et les gaz. Les polluants peuvent provenir, 
d’une part, d’émissions naturelles ou d’émissions anthropiques (d’origine humaine). Les 
sources sont donc multiples et la propagation des polluants est sans frontières. En effet, 
une fois émis dans l’atmosphère, les polluants sont transportés sous l’effet du vent, de la 
pluie et des gradients de températures jusqu’à des milliers de kilomètres de la source 
d’émission. Les polluants peuvent également subir des transformations chimiques d’une 
part, sous l’effet de certaines conditions météorologiques (chaleur, lumière, humidité…) 
et, d’autre part, en interagissant entre eux, par réactions dans l’air. Il en résulte 
l’apparition d’autres polluants. Selon différents organismes de Santé (l’OMS, l'Agence 
Européenne pour l'Environnement (AEE) et le Ministère de l'environnement en France) 
la pollution serait responsable de la mort prématurée de 7 millions de personnes dans le 
monde, de plus de 400 000 personnes en Europe dont 48 000 personnes en France. La 
pollution particulaire est, également, incriminée dans la diminution de l’espérance de vie 
d’environ 9 mois en France. La qualité de l’air extérieur constitue donc un enjeu majeur 
de santé publique (13, 14). 
 

1.1 Les différents polluants de l’air  
 
Les polluants atmosphériques sont classés en 2 catégories (15-17):  

1.1.a Les polluants primaires 

Ils sont émis directement dans l’atmosphère et proviennent de différentes sources, le 
plus souvent de phénomènes de combustions incomplètes: les oxydes d’azote (NOx), le 
dioxyde de soufre (SO2), le monoxyde de carbone (CO), les particules (ou poussières), les 
métaux lourds, les composés organiques volatiles (COV), les hydrocarbures aromatiques 
polycycliques (HAP), les pesticides. 
 
-Les oxydes d’azote (NOx): regroupent le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote 
(NO2). Ils sont émis essentiellement de manière anthropique lors de processus de 
combustion (chauffage, moteurs thermiques des véhicules…). L’industrie est également 
une source émettrice (la fabrication de nitrate d’ammonium, verrerie…). Par ailleurs, 
l’agriculture avec l’utilisation des engrais azotés entraîne des rejets de NOx dans 
l’atmosphère. Une fois émis dans l’air, le NO se transforme en NO2, gaz irritant pour les 
bronches et favorisant les crises d’asthmes et des infections pulmonaires. Les personnes 
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à risque (asthmatiques, jeunes enfants et personnes âgées) sont plus sensibles à ce 
polluant. Les NOx sont également des précurseurs d’autres polluants dits secondaires 
tels que l’ozone (O3) troposphérique ou l’ammoniac (NH3). 
 
-Le dioxyde de soufre (SO2): est produit de manière anthropique à partir de la 
combustion d'énergies fossiles (charbon, gazole, fioul...). Certains procédés industriels, 
tel que le raffinage de pétrole, émet, également, des oxydes de soufre. Ils peuvent 
également provenir d’émissions naturelles (volcanisme). Ce polluant provoque une 
irritation des muqueuses, de la peau et des voies respiratoires (toux, gène respiratoire, 
troubles asthmatiques). Le SO2 est également un précurseur de polluants secondaires tel 
que l’acide sulfurique (H2SO4). 
 
-Les composés organiques volatils (COV): constituent une famille très large de molécules 
comme le benzène, l’acétone… qui peuvent se trouver à l’état de gaz ou s’évaporer 
facilement dans les conditions classiques de température et de pression lors de leur 
utilisation. Ils proviennent essentiellement des activités humaines dans trois principaux 
secteurs d’activités (secteur tertiaire 46%, industrie manufacturière 36%, et les transports 
8%). Les COV peuvent provoquer des irritations, une diminution de la capacité respiratoire et 
des nuisances olfactives. Ils réagissent avec d’autres polluants de l’atmosphère et sont ainsi 
des précurseurs de l’O3 troposphérique ou de particules secondaires. Les COV 
participent à l’effet de serre additionnel et sont considérés comme des gaz à effet de 
serre (GES). 
 
-Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP): sont issus des processus de 
combustions incomplètes (d’origine anthropique), de l’utilisation de solvants, de 
dégraissants, etc. Ils provoquent des irritations, une diminution de la capacité 
respiratoire et des nuisances olfactives, certains sont considérés comme cancérogènes 
(par exemple le benzène et le benzo-(a)pyrène B[a]P). Ils sont également les 
précurseurs de l’O3 troposphérique. 
 
-Les métaux lourds: sont, pour la plupart, des éléments constitutifs de la croûte 
terrestre. Ils proviennent principalement de sources naturelles (érosion, éruptions 
volcaniques ou de feux de forêts). Les sources anthropiques sont principalement liées 
aux activités métallurgiques (extraction minière, aciérie…), de combustion (incinération 
de déchets) et aux transports. Le secteur routier a connu une diminution spectaculaire 
de ses émissions de plomb au cours des deux dernières décennies suite à l’interdiction 
des essences au plomb au niveau européen. Les métaux lourds sont généralement 
inhalés directement par l’homme ou ingérés via l’alimentation lors de contamination de 
la chaîne alimentaire (sols, eau, aliments). Ils s’accumulent dans les organismes vivants 
et ont des effets toxiques, spécifiques à chaque espèce chimique, à court et long termes. 
Chez l’homme, ils peuvent affecter les voies respiratoires, le système nerveux, le foie et 
les fonctions rénales. Il a été montré que certains de ces métaux lourds sont 
cancérigènes (le cadmium, l’arsenic, le nickel). 
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1.1.b Les polluants secondaires 

Ces polluants sont formés dans l’atmosphère et sont issus de transformations physico-
chimiques entre les différents polluants de l’air sous l’effet de conditions 
météorologiques particulières.  
Ils sont essentiellement constitués de l’O3 troposphérique, de composés inorganiques, 
comme l’ammoniac, les nitrates et les sulfates, et de polluants particulaires.  
 
-L’ozone (O3): est un gaz indispensable à la vie terrestre. Naturellement présent dans 
l’atmosphère, il forme une couche dans la stratosphère qui protège des rayons 
ultraviolets. Dans la troposphère, l’O3 est en revanche un polluant atmosphérique nocif 
pour la santé humaine, les animaux et les végétaux, à cause de son caractère très 
oxydant. L’O3 est un polluant secondaire, résultant de transformations photochimiques 
complexes entre certains polluants comme les NOx, le CO et les COV. Il est irritant pour 
l’appareil respiratoire et les yeux et s’associe à l’augmentation du taux de mortalité 
durant les épisodes de pollution (particulièrement en période estivale).  
 
-L’Ammoniac (NH3): est lié aux activités agricoles (volatilisation lors des épandages 
d’engrais minéraux). C’est un gaz irritant qui possède une odeur piquante et qui brûle 
les yeux et les poumons. Il s’avère toxique quand il est inhalé à des concentrations 
importantes dans l’atmosphère et sont, en partie, responsable du phénomène des pluies 
acides qui perturbent les écosystèmes. Il provoque également une acidification des eaux 
et des sols. C’est également un gaz précurseur de particules secondaires, en se 
combinant avec d’autres substances il peut former des particules fines qui auront un 
impact sur l’environnement et la santé.  
 
-Nitrates (NO3 ̄) et Sulfates (SO42 ̄): les émissions de nitrates sont essentiellement 
d’origine anthropique, issus de processus de combustion à partir d’oxyde d’azote et de 
peroxydes d’azote. Les nitrates peuvent s’adsorber sur les particules. Les sulfates se 
forment dans l’atmosphère par oxydation de dérivés du soufre (H2SO4). Produits en 
excès, ils contribuent aux phénomènes des pluies acides. 
 
La pollution atmosphérique est également constituée de polluants particulaires. Ces 
derniers font l’objet de notre étude, en raison de leurs effets toxiques sur la santé. Parmi 
les différents polluants, les particules seraient particulièrement les plus nocives pour la 
santé, en particulier sur les maladies cardiovasculaires (18, 19). 
 

1.2 La pollution particulaire 
 
Le terme de "particule" regroupe différentes définitions :  
-Les aérosols. Ils sont formés de particules solides ou liquides (gouttes) de dimension 
inférieure à 100 µm, également appelés particules atmosphériques totales (TSP pour 
« Total Suspended Particles »). La définition stricte d’un aérosol est la "suspension, dans 
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un milieu gazeux, de particules solides ou liquides présentant une vitesse de chute 
négligeable."  
-Les poussières. Ce sont de grosses particules solides inférieures à 75 µm en suspension 
dans l’air et sédimentables.  
-Les "fumées noires". Ce sont des petites particules carbonées en suspension dans l’air 
de diamètre compris entre 0.1 et 5 µm qui proviennent de processus de combustion.  
 
La pollution particulaire est composée de différents types de particules solides 
microscopiques tels que les PM (de l’anglais « Particulate Matter » qui signifie « matières 
particulaires ») et des gouttelettes liquides en suspension dans l’air.  
Ces particules atmosphériques constituent des mélanges hétérogènes, dont les 
caractéristiques physico-chimiques varient en fonction des sources et du moment de 
prélèvement. On définit les particules, essentiellement en fonction de leur diamètre 
aérodynamique. Le diamètre aérodynamique est défini comme le diamètre d'une sphère 
à la densité normalisée de 1 g/cm³ qui a la même vitesse de décantation que les 
particules elles-mêmes (20). On distingue les particules par leur granulométrie (fig. 1):  

Les particules totales en suspension  
 
Ce sont des particules qui ont un diamètre aérodynamique moyen compris entre 0.01 et 
100 µm. Les particules totales en suspension (appelées aussi TSP pour « Total Suspended 
Particles ») regroupent l'ensemble des particules quelle que soit leur taille. 
 

Les particules grossières (PM10)  
 
Ce sont des particules qui ont un diamètre aérodynamique moyen inférieur à 10 µm. 
Leur durée de vie est assez courte dans l’atmosphère car elles sédimentent rapidement 
(effet de gravité terrestre). Elles ont été les premières particules à être l’objet de 
préoccupations politiques. Elles permettent d’évaluer le degré de pollution 
atmosphérique en milieu urbain et sont citées lors des pics de pollution aux particules. 
 

Les particules fines (PM2.5)  
 
Ces particules présentent un diamètre aérodynamique moyen inférieur à 2.5 µm. Les 
particules fines tendent à demeurer plus longtemps dans l’atmosphère pouvant aller 
jusqu’à quelques semaines et seront plutôt éliminées par un dépôt humide 
(précipitations, brouillard) (21). Leur concentration dans l’atmosphère devient un enjeu 
majeur de santé publique. 
 
 
 

http://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1561948
http://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/503485
http://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1715485
http://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/498348
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Les particules ultrafines (PUF) 
 
Elles sont appelées également nanoparticules (PM0.1) et possèdent un diamètre 
aérodynamique moyen inférieur à 0.1 µm (100 nm). Leur durée de vie dans l’air varie en 
fonction de leur taille (22). Le phénomène de diffusion va éliminer les particules de très 
petite taille (< 10 nm), leur temps de résidence atmosphérique est de quelques minutes 
à quelques jours. Les PUF peuvent se mesurer en concentration (nombre par centimètre 
cube : particules/cm3). En raison de la forte toxicité des particules les plus fines, leur 
concentration dans l’atmosphère est également une préoccupation majeure de santé 
publique. 
 
Les NPs, émises directement dans l’atmosphère, peuvent être d’origine naturelle ou 
anthropique. Il existe des NPs secondaires qui se forment dans l’atmosphère à partir de 
processus de nucléation et de condensation gaz-particules (issus des réactions 
chimiques entre polluants se produisant dans l’atmosphère) (25).  
 
Remarque : Dans le domaine des nanotechnologies, le terme nanoparticules est défini 
comme un nano-objet : « un matériau dont au moins une dimension externe est à 
l’échelle nanométrique (entre 1 nm et 100 nm) ou qui possède une structure interne ou 
de surface à l’échelle nanométrique » (norme ISO/TS 80004). 
 

 
Figure 1: Echelle de la taille des particules atmosphériques. Echelle de la taille des particules 
atmosphériques. Les PM10 et PM2.5 sont des microparticules, de la taille du micromètre. Les particules 
fines (PUF) sont de la taille du nanomètre (14). 
 
Les interactions entre les particules et un organisme vivant vont principalement 
dépendre de la source d’émission, de la composition chimique et de la réactivité de 
surface.   
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1.2.a  Les différentes sources  

 Les sources naturelles des PM 
 
Elles résultent des émissions environnementales essentiellement véhiculées par les 
vents. Il s’agit de particules résultant des phénomènes d’érosion, du volcanisme, de 
sable, de sels marins ou de particules provenant de sources biologiques.  
 

Les sources anthropiques des PM 
 
Les particules qui proviennent de phénomènes anthropiques sont issues de l’activité 
humaine. Les principales sources anthropiques de la pollution particulaire sont 
généralement la combustion d’énergies fossiles comme le trafic motorisé (routier, 
aérien, maritime…), les centrales électriques et chauffage industriel et résidentiel, les 
processus d’incinération, l’agriculture, l’usure des pneus et plaquettes de freinage, la 
fumée de cigarette, etc. (Tableau 1). Les PM sont essentiellement émises lors des 
processus de combustions d’énergie complètes et/ou incomplètes.  
 
 

Principales sources 
 

Polluants 

Industrie 83% SO2, 40% COV, 27% PM10, 21% PM2.5, 
Arsenic, Cadmium, Nickel, Plomb. 

Transport routier 61% NOx (NO2), 14% PM10, 18% PM2.5, 8% 
COV, Plomb 

Résidentiel et chauffage au bois 31% PM10, 49% PM2.5, 46% COV 
Agriculture 28% PM10, 11% PM2.5, 97% NH3 

Pas de source directe Ozone 
Tableau 1: Les différents polluants (et leur pourcentage d’émission en France) en fonction de leurs 
sources (23). 
 
Ci-dessous, exemple de l’évolution des émissions de PM2.5 en Europe sur une quinzaine 
d’années (fig. 2).  
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Figure 2 : Sources d’émission des PM2.5 en Europe entre 1990 et 2016. (a) évolution des émissions des 
cinq catégories les plus importantes. (b) pourcentage par secteur d’activité (24). 
 

Le cas particulier des nanoparticules (NPs)   
 
Il existe une autre classification pour les sources d’émission des NPs: 
¾ Les NP d’origine « non intentionnelle » proviendraient de l’activité humaine 

comme la combustion de biomasse, le trafic routier (combustion d’énergie fossile, usure 
des pneus, les plaquettes de freinage), du toner des imprimantes, de certains procédés 
industriels… Les NPs peuvent également être remises en suspension lors de 
l’incinération de nanomatériaux. Le trafic routier étant l’une des principales sources 
(26). 
¾ Les sources de NPs d’origine intentionnelle sont fabriquées intentionnellement 

dans l’industrie pour des utilisations dans différents domaines (automobile, 
aéronautique, chimie et matériaux, agroalimentaire, pharmacie et santé, cosmétique…).  

1.2.b Les caractéristiques chimiques  

Les PM sont généralement composées d’un noyau carboné sur lesquels vont s’adsorber 
différents éléments chimiques. Les éléments chimiques adsorbés vont dépendre des 
sources d’émission mais également des transformations qu’elles peuvent subir dans 
l’atmosphère.  
 
Les principaux composés des PM sont : 
-Les composés carbonés comprennent le carbone organique, principalement issu de 
combustions incomplètes, et le carbone élémentaire (noir de carbone) souvent issu de 
combustions complètes de la matière organique.  
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Ce sont généralement de fines particules qui peuvent s’agréger entre elles et adsorber 
d’autres composés organiques. Parmi ces composés organiques, il y a les HAP, les 
hydrocarbures aliphatiques, des dérivés quinones et d’autres encore. (27). 
 
-Les composés minéraux et les sels sont des matériaux d’origine terrestre, des 
poussières minérales (oxydes d'aluminium, silice) ou encore des composées d’éléments 
issus de l'érosion comme le fer, mais aussi des embruns (chlorure d’hydrogène, HCl). 
 
-Les composés inorganiques comme les nitrates et les sulfates. En général ce sont les 
particules secondaires, formées dans l’atmosphère, issues de transformations physico-
chimiques entre polluants de l’air, il s’agit particulièrement de particules de soufre. Le 
SO2 est souvent associé à des particules en suspension notamment des sulfates (SO4) 
sous forme de sels ou d'acides. Les particules secondaires peuvent évoluer tout au long 
de leur durée de vie, par le biais de réactions chimiques et physiques telles que la 
nucléation, la condensation et la coagulation (fig. 3). 
 
Remarque: les particules atmosphériques formées par nucléation résultent de la 
combinaison d’une molécule d’acide sulfurique (provenant du SO2) et d’une molécule 
organique. La formation de particules par condensation est un mécanisme par lequel des 
molécules gazeuses se condensent sur des particules. Cela augmente le diamètre 
aérodynamique des particules tout en conservant leur nombre. Les particules peuvent 
également se former par le processus de coagulation, cela augmente le diamètre 
aérodynamique des particules primaires mais diminue leur nombre (28). 
 

 
Figure 3: les trois principaux mécanismes de formation des particules secondaires de la pollution 
atmosphérique (29). 

 
-Les métaux lourds (ou éléments traces métalliques : ETM) peuvent être adsorbés sur 
le noyau carboné des PM (en général en faible quantité (µg/g) de PM). Leurs effets sont 
divers et dépendent de l'état chimique sous lequel on les rencontre (métal, oxyde, sel, 
organométallique). Par exemple, les transports émettent principalement du cuivre (Cu) 
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et du fer (Fe) alors que les usines d’incinération plutôt du zinc (Zn) et du cadmium (Cd) 
(30). 
 
-Les composés biologiques sont des microorganismes morts, vivants ou sous forme de 
fragments comme des bactéries, des virus, des champignons, des spores, du pollen, des 
algues, des débris organiques et des endotoxines (31).  

Les PM10 

 
Les PM10  jouent un rôle dans la physicochimie de l'atmosphère via leurs actions 
catalytiques et dans l'adsorption et l'absorption des polluants gazeux (32). Elles sont 
constituées majoritairement de six composants différents: des matériaux d’origine 
terrestre, des poussières minérales (oxydes d'aluminium, silice), du carbone organique, 
du carbone élémentaire et des composés inorganiques. Elles peuvent également être 
composées d’éléments issus de l'érosion comme le fer, mais aussi des embruns (HCl). 
Les PM principalement constituées de matière carbonée proviennent des sites de 
prélèvements à proximité du trafic routier.  
 

Les PM2.5 

 
Des observations au microscope électronique ont montré qu'elles sont majoritairement 
constituées d’un noyau carboné (résidus solides sous forme de suie) et imprégnées de 
divers composés, en particulier des HAP imbrûlés, et de composés inorganiques (14). 
Les PM2.5 provenant de l’agriculture sont principalement des particules inorganiques et 
sont considérées comme moins toxiques comparé aux particules carbonées qui 
proviennent du trafic routier et de sources de combustions fossiles.   

Les PUF 
 
Les particules ultrafines provenant du trafic routier (combustion d’énergie fossile, pots 
d’échappements) ont un diamètre aérodynamique entre 20 à 100 nm pour les moteurs 
diesel, et de 20 à 60 nm pour les moteurs à essence (33). Elles peuvent être sous forme 
de poudres, suspensions liquides, aérosols… il existe donc différentes formes avec des 
surfaces spécifiques (nanotubes, nanofils, nanocristaux…). Elles peuvent avoir une 
chimie de surface différente : coating, charges, dissolution, solubilité. Il peut, également, 
y avoir des interactions avec d’autres particules (agglomération/agrégation) et 
l’adsorption de composés. Concernant les NPs, elles vont avoir leurs propres propriétés 
physico-chimiques (carbonée ; agrégats de petites molécules : TiO2 ZnO… ou encore être 
un ensemble d’atomes : Ag, Au…). 
 

Ces propriétés physico-chimiques sont importantes à prendre en compte pour 
comprendre leur distribution dans les voies respiratoires et analyser leur toxicité vis-à-
vis de l’organisme. 
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1.2.c Les caractéristiques physiques : la réactivité de surface  

Les particules sont également caractérisées par leur nombre, leur surface et leur 
volume.  
 
-Les particules les plus fines sont plus importantes en nombre à masse égale que les 
particules grossières. En effet, il faut un million de NPs (à 100 nm) pour égaler la masse 
d’une PM10 (fig. 4). 
 
-La surface des particules est plus importante lorsqu’elles ont un plus faible diamètre. 
Les NPs n’ont presque pas de masse mais leur surface de réaction est 
proportionnellement plus importante (par unité de poids). Elles ont donc une grande 
surface spécifique avec la présence de nombreux sites d'adsorption (fig. 5).  
 
-Le volume est également pris en compte, il sera plus important pour les particules fines 
(de 30 à 300 nm) et pour les PM plus grosses (de 2 à 20 µm) (fig. 6).  
 

 
Figure 4: L’importance de la taille des particules pour obtenir une masse égale.   
 

 
Figure 5: Importance de la surface des particules. Nombre des particules et leur surface pour avoir 10 
µg/m3 en fonction de leur diamètre (34). 
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Figure 6: Comparaison de la distribution d’une particule en fonction du nombre, de leur surface ou de 
leur volume selon leur taille. D’après le cours de Mme Baeza-Squiban, 2015. 
 
Ces paramètres et les caractéristiques physico-chimiques peuvent varier en fonction de 
la source d’émission et des conditions météorologiques. 
 

1.3 Réglementations et prélèvements 

1.3.a La réglementation  

Dans le monde 
 
L’OMS a publié des lignes directrices sur la qualité de l’air en 1987, révisées en 1997 et 
finalement mises à jour en 2005. Elles ont été publiées afin d’informer les responsables 
politiques dans les différentes parties du monde et cibler une série d’actions à mener 
dans le cadre de la prévention de la pollution de l’air ambiant. L’OMS recommande des 
objectifs à atteindre concernant la qualité de l’air afin de réduire les risques sanitaires 
(35, 36). 
 

Dans l’Union Européenne (UE) 
 
La pollution de l’air est un enjeu majeur depuis les années 70. La politique de l’UE est de 
développer et de mettre en œuvre des dispositifs pertinents d'amélioration de la qualité 
de l'air, mais également de contrôler les émissions des sources mobiles. Les législations 
européennes concernent la qualité de l’air ambiant, la mesure et la gestion de la qualité 
de l’air, les sources d’émission stationnaires, etc. Dès 1980, une directive (80/779/CEE) 
établit des valeurs limites et les valeurs recommandée pour le dioxyde de soufre et les 
particules en suspension. Entre 1996 et 2000, plusieurs polluants sont déjà réglementés 
par les textes européens (PM10, le benzène, le plomb, NO2, SO2, O3, NOx). Depuis 2004, la 
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stratégie de surveillance de la qualité de l’air de plusieurs polluants se base sur des 
directives du Parlement européen (2004/107/CE et 2008/50/CE). D’autres polluants 
sont ajoutés à la réglementation : l’arsenic, le cadmium, le nickel, les HAP et les PM2.5 
(ces dernières ont été ajoutées en 2008) (fig. 7). Des objectifs pour la protection de la 
santé sont mis en place : valeurs limites d’exposition, seuils d’informations et de 
recommandation, afin d’éviter, de prévenir et de réduire les effets nocifs sur la santé 
humaine et sur l’environnement. La réglementation demande que certains polluants 
soient mesurés mais aucun seuil n’est imposé (PM2,5, SO42-, NO3-, Na+, K+, NH4+, Cl-, 
Ca2+,Mg2+, carbone organique et carbone élémentaire) (37). Les valeurs limites 
proposées par l’Union Européenne sont dérivées des valeurs guides de la qualité de l’air 
ambiant de l’OMS (basées sur des études toxicologiques et épidémiologiques). 
 

En France 
 
Depuis la création de l’ADEME (Agence de l'environnement et de la maîtrise de 
l'énergie) au début des années 90, des lois et des directives ont été pensées et rédigées 
sur la pollution des sols et des eaux. L’état des connaissances scientifiques d’un grand 
nombre de polluants chimiques était suffisant pour alimenter les débats. Fin 1996, est 
édictée une des premières lois sur la pollution de l’air (LAURE n°96-1236) qui instaure 
le droit de chacun à respirer un air qui ne nuise pas à la santé. Cette loi sur l’air impose 
de mettre en place des procédures de surveillance de la qualité de l’air, des normes de 
qualité (objectifs à atteindre, des valeurs cibles, des valeurs limites) et l’information du 
grand public. Suite à ces réglementations, a suivi des prises de consciences politiques et 
écologiques qui ont amenées le gouvernement à voter pour le Grenelle 1 de 
l’Environnement en 2007 qui concerne l’environnement et le développement durable, 
ainsi que la restauration de la biodiversité à long terme. La réglementation se durcit 
petit à petit en 2010 suite à la loi Grenelle 2, qui propose des outils novateurs comme les 
zones d’actions prioritaires pour l’air (ZAPA) pour les collectivités afin de lutter contre 
les émissions du trafic routier et qui vise à baisser les émissions de PM2.5 dans les 
secteurs de l’industrie, des transports et lors de pics de pollution. Le « plan particule » 
consiste à appliquer des mesures pour réduire la pollution de fond par les particules, de 
manière continue dans différents secteurs d’activité (industrie, agricole, transport…). Un 
« plan d’urgence pour la qualité de l’air » en 2013 a été mis en place avec comme 
objectifs de réguler les flux de transports dans les zones très polluées, promouvoir les 
véhicules électriques (fiscalement), les transports en commun, l’extension des pistes 
cyclables, etc. Enfin, en 2016, une loi relative à la transition énergétique pour la 
croissance verte crée un second « Plan national de réduction des émissions de polluants 
atmosphériques » (qui décline la directive européenne 2016/2284 CE) (38). 
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Figure 7 : Représentation schématique des principaux textes de la réglementation relatifs à la qualité de 
l’air en Europe et en France (39). 
 
Aujourd’hui, lorsque les seuils sont dépassés, des mesures préfectorales d‘urgence sont 
mises en place telles que des restrictions d’activités industrielles, des restrictions de 
circulation, accompagné de seuil d’information et d’alerte. De plus, suite à différentes 
études et dans l'attente d'une réglementation européenne, la municipalité de Paris a 
lancé un nouveau plan visant à réduire les émissions: développement d’alternatives 
(covoiturage et l'autopartage par exemple) mais également la mise en place du dispositif 
de vignettes "Crit’Air" pour lutter contre la pollution de l'air, elle permet d’identifier et 
classer les véhicules en fonction de leur niveau d'émissions polluantes (motorisation et 
âge du véhicule). Cela permettra de réduire la circulation des véhicules les plus 
polluants (les diesels plus particulièrement). Cette formule est déjà en vigueur dans 
environ 200 villes d'Europe.  
En France, les concentrations moyennes en NO2 et PM10 sont en baisse d’environ 30% 
entre 2000 et 2015 ; mais leurs concentrations restent plus élevées à proximité des 
trafics routiers par rapport au fond urbain (2 fois plus pour le NO2 et 1.2 fois plus pour 
les PM10). Après avoir atteint un pic au début des années 90, l’émission des PM2,5 a 
diminué régulièrement de 4 % par an (fig. 8): la moyenne annuelle des émissions de 
particules fines en France était de 469 kilotonnes en 1991 et elle s'est réduite à 174 
kilotonnes en 2015 d’après le Centre interprofessionnel technique d'études de la 
pollution atmosphérique (36). En Europe, les émissions de plusieurs polluants ont petit 
à petit diminué ces dernières décennies, entrainant des améliorations concernant la 
qualité de l'air. Cependant, les concentrations de polluants atmosphériques restent très 
élevées et les problématiques dues à la qualité de l'air persistent. Une proportion 
importante de la population en Europe, surtout dans les grandes agglomérations, vit 
toujours dans des zones où les standards fixés pour la qualité de l'air sont dépassés.  
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Figure 8 : Evolution des concentrations moyennes annuelles de PM2.5 en France (40). 
 

Les PM10 

 
Pour les PM10, l’objectif de qualité est de 30 µg/m3 en moyenne annuelle (41). 
Les valeurs limites pour la protection de la santé humaine sont :  
x 50 µg/m3 en moyenne journalière, à ne pas dépasser plus de 35 jours par an ; 
x 40 µg/m3 en moyenne annuelle. 
 

Les PM2.5 

 
Pour les PM2.5, l’objectif de qualité est de 20 μg/m3 en moyenne annuelle (41). En 
France, le Grenelle de l’environnement souhaitait atteindre 15 μg/m3.  
L’OMS qui a pour objectif d’établir des recommandations afin de protéger chaque 
population, recommande, une valeur de 10 μg/m3. 
Les particules ultrafines et en particulier les NPs ne sont pas suivies ou très mal 
mesurées, mais elles pourraient avoir des impacts similaires voire plus graves. Des taux 
élevés sont retrouvé, par exemple, dans les tunnels routiers et les zones de grande 
circulation.  

1.3.b Les prélèvements en France 

Au niveau national, le LCSQA (laboratoire central de surveillance de la qualité de l’air) 
assure la coordination technique des dispositifs de surveillance de la qualité de l’air. La 
surveillance de la qualité de l’air extérieur et les prélèvements sont assurés par les 
AASQA (associations agréées de surveillance de la qualité de l'air) qui effectuent des 
mesures en continu des polluants atmosphériques dans les différentes régions de 
France. Les AASQA sont chargés de mesurer et d’étudier la qualité de l’air ambiant sur le 
territoire français et d’en informer le public. Elles mesurent, font l’inventaire, 
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modélisent, réalisent des études sur la qualité de l’air extérieur pour améliorer la qualité 
de l’air. Une association est présente au sein de chacune des régions administratives 
françaises et l’ensemble de ces organismes est regroupé au sein de la fédération ATMO 
France. Pour surveiller la qualité de l’air, les AASQA sont équipées de différents types de 
stations de mesure.  
 
Il existe deux types de stations de mesure (fig. 9):  
-Les stations de fond (urbaine, périurbaine, rurale) qui sont relativement éloignées des 
fortes sources de pollution. Elles permettent de mesurer la qualité de l’air global. 
-Les stations de proximité (trafic, industrielle) sont des stations fixes ou mobiles, situées 
à proximité de la source émettrice qu'elle est censée mesurer (carrefour, périphérique, 
industrie…).  
 

 
Figure 9 : Station de mesure de l’AASQA à Bordeaux, mars 2018. 
 
L’évaluation de la pollution atmosphérique s’effectue par la mesure de certains 
polluants appelés « indicateurs de pollution » (NO2, SO2, PM10, PM2.5 et l’O3). Les 
polluants classiques sont mesurés par différentes méthodes d'analyse (tableau 2). 
 
 

Polluants Méthode d’analyse 
SO2 Fluorescence UV 
NOx Chimiluminescence 
CO Absorption IR 
O3 Absorption UV 

PM10/PM2.5 Microbalance (TEOM : tapered element oscillating 
microbalance) 

 

Tableau 2 : Les différentes méthodes d’analyses en fonction des polluants 
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Pour le prélèvement des particules, certaines stations (fig. 10) utilisent la méthode 
classique des impacteurs en cascade pour collecter des échantillons : les TEOM. Ces 
derniers sont équipés de tête de prélèvements qui permettent de recueillir les particules 
PM10 et PM2.5. L’appareil dispose d’une pompe, qui aspire l’air, cet air atmosphérique 
passe par un impacteur où les particules sont récupérées sur un support. Les 
caractérisations physico-chimiques des particules sont ensuite déterminées par 
spectrométrie de masse à particule (single particle mass spectrometer) et par 
microscopie électronique. 
 

 
Figure 10 : Station fixe de proximité, périphérique de Paris Porte d’Auteuil (Projet POTOX).  
 
Les particules sont réglementées en fonction de leurs concentrations massiques 
(µg/m3). Cependant, les caractéristiques comme la concentration en nombre, la 
distribution granulométrique et la composition chimique permettraient d’avoir des 
informations plus précises sur ces particules.  
La réglementation actuelle ne prend en compte que la masse des PM. Etant donné la 
forte implication des caractéristiques physico-chimiques dans les effets toxiques 
observés, il serait pertinent d’envisager de les prendre en compte dans la 
réglementation. 
 
La pollution atmosphérique entraîne 7 millions de décès par an dans le monde. La 
principale voie d’exposition aux particules atmosphériques est l’appareil respiratoire.  
Des études ont montré que, après inhalation, les particules fines, et ultrafines fines ainsi 
que les nanoparticules pénètrent profondément dans les voies respiratoires jusqu’aux 
alvéoles pulmonaires.  
 
Le chapitre suivant a pour objectif de décrire les mécanismes de dépôt des particules 
dans l’appareil respiratoire, ainsi que leur translocation dans la circulation systémique 
et pulmonaire ce qui pourrait entraîner des effets délétères au niveau d’organes cibles 
tels que le système cardio-vasculaire. 
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2. L’appareil respiratoire : voie d’entrée des particules 
atmosphériques  

 

2.1 L’appareil respiratoire  
 
Les poumons constituent les organes fondamentaux de la respiration. Ils permettent de 
fournir de l’oxygène à l’ensemble de l’organisme et d’éliminer le gaz carbonique contenu 
dans le sang. Les poumons sont à l’interface entre l’organisme et l’extérieur, sont donc 
exposé à diverses agressions (polluants) et sont soumis à de nombreuses forces 
mécaniques nécessaires au mécanisme de la respiration. Pendant l’inspiration les 
poumons augmentent de volume et un air, riche en oxygène (O2) et pauvre en dioxyde 
de carbone (CO2), transite chaque jour dans les poumons. Les poumons mobilisent 6 
litres d’air par minute (L/min) en moyenne au repos et jusqu’à 200 L/min en cas 
d’exercice intense. Chaque jour 15 000 litres d’air transitent dans les poumons et un 
nombre non négligeable de composants (microorganismes, particules, gaz…) qui se 
trouvent dans l’air peut donc transiter dans les poumons. 
 
Les poumons sont situés à l’intérieur de la cage thoracique et reposent sur le 
diaphragme (fig. 11). Ils sont entourés d’une plèvre, fine membrane, qui les protège. 
Chez l’être humain, le poumon droit est constitué de 3 lobes et le poumon gauche de 2 
lobes. L’appareil respiratoire est constitué de voies aériennes supérieures (nez, fosse 
nasale, bouche, pharynx, larynx) et de voies aériennes inférieures (trachée, bronches, 
bronchioles). L’air transite donc à travers ces différentes voies de conduction jusqu’aux 
alvéoles pulmonaires (42). 
 

 
Figure 11 : Structure de l’appareil respiratoire (d’après l’Institut National du Cancer). 
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Bien que complexes, les voies aériennes supérieures ne sont pas le siège des échanges 
gazeux. Elles ont pour rôle de réchauffer, hydrater et débarrasser l'air des contaminants 
tels que les particules en suspension, par l’intermédiaire de l’épithélium mucociliaire. 
Les échanges gazeux sont ensuite effectués au niveau des voies aériennes inférieures, 
dont les principaux acteurs sont les alvéoles pulmonaires.  

2.1.a La muqueuse respiratoire   

L’épithélium mucociliaire constitutif de la muqueuse respiratoire est pseudo-stratifié. Il 
repose sur une lame basale associée à du tissu conjonctif (chorion) et une sous 
muqueuse constituée de muscle lisse. Le chorion est conjonctivo-élastique, très 
vascularisé dans la trachée, très riche en fibres et lames élastiques dans les bronches. 
L’épithélium des bronches est composé de cellules caliciformes, qui produisent du 
mucus et de cellules ciliées qui permettent le mouvement unidirectionnel du mucus des 
bronches distales aux bronches proximales. Les glandes sous muqueuses, présentes sous 
l’épithélium, possèdent aussi la capacité à produire du mucus. Plus on descend vers les 
voies respiratoires inférieures (bronchioles), plus la structure de l’épithélium s’amincie. 
Au niveau des alvéoles, l’épithélium est très fin et ne présente plus de cellules ciliées, ni 
de cellules à mucus.  

2.1.b Les alvéoles pulmonaires  

Les alvéoles sont constitués de sacs alvéolaires où se produisent les échanges gazeux. 
Les alvéoles sont constituées majoritairement de fibroblastes et de la matrice 
extracellulaire (MEC) synthétisée par ces cellules. Les alvéoles sont également tapissées 
de deux types de cellules épithéliales, nécessaires au bon fonctionnement des échanges 
gazeux (fig. 12).  

x Les pneumocytes de type I (ou cellules alvéolaires I), incluant plus de 90% des 
cellules épithéliales alvéolaires, sont des cellules permettant les échanges gazeux avec le 
système capillaire : ils forment avec les cellules endothéliales des capillaires sanguins la 
barrière alvéolo-capillaire. Les pneumocytes de type I sont très minces, permettant à 
cette barrière de ne pas dépasser les 2 µm d’épaisseur et ainsi de minimiser la résistance 
de diffusion et donc de maximiser les échanges gazeux entre l’air alvéolaire et le sang, 
permettant, d’une part, d’apporter le sang riche en oxygène aux organes et, d’autre part, 
d’épurer le CO2.  

x Un autre type de cellules épithéliales tapissant les alvéoles sont les pneumocytes 
de types II (ou cellules alvéolaires II), cellules non impliquées dans la diffusion gazeuse. 
En effet, en plus d’être des cellules progénitrices des pneumocytes de type I, ces cellules 
ont pour rôle de produire le surfactant, un agent tensio-actif composé de phospholipides 
ayant comme propriété de diminuer les tensions de surface au niveau alvéolaire: la 
pression intra-alvéolaire varie en fonction du mouvement du flux d’air lors de la 
respiration.  
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Il existe un autre type cellulaire: les macrophages qui peuvent participer à l’épuration des 
contaminants de l’air.  
 

 
Figure 12 : Représentation schématique d’une alvéole pulmonaire tapissées de deux types de cellules 
épithéliales : pneumocytes de type I et de type II  (d’après le cours sur la physiologie des systèmes 
intégrés, les principes et fonctions de l’UTC de Compiègne). 

2.1.c Epuration des voies aériennes 

L’appareil respiratoire a la capacité d’épurer l’air des poussières fines et d’autres 
contaminants toxiques. De nombreux mécanismes de défense empêchent la pénétration 
de contaminants dans les poumons.  Il existe deux principaux mécanismes de clearance 
au niveau pulmonaire: la clearance mucociliaire et la clearance alvéolaire.  

La clearance mucociliaire  
 
La clearance mucociliaire est un mécanisme de défense qui permet une épuration rapide 
(moins de 36 heures) des contaminants de l’air. Le mécanisme principal est le 
mouvement des cils des cellules ciliées qui va se faire de façon unidirectionnelle en 
favorisant ainsi l’élimination des polluants vers le pharynx (43). Le film humide de la 
muqueuse nasale facilite leur élimination par leurs cils vibratiles. C’est le battement 
régulier et coordonné des cils vibratiles qui transportent le tapis muqueux vers les voies 
aériennes supérieures. La composition du mucus contribue à l’efficacité de l’épuration : 
environ 1 % de sels et composés dialysables, 1 % de protéines, 1 % de glycoprotéines et 
plus de 95 % d’eau. Le mucus, qui joue le rôle de gel viscoélastique, piège les 
contaminants de l’air en remontant vers les voies aériennes supérieures où il va être 
expectoré ou avalé. La clearance mucociliaire est un mécanisme de défense inné des 
voies aériennes qui associe différents événements: transport épithélial d’eau et d’ions, 
sécrétion de mucines, mouvement ciliaire et toux. Un dysfonctionnement de la clearance 
mucociliaire peut entraîner une obstruction des voies aériennes. La clearance 
mucociliaire peut-être également altérée par différents facteurs naturels (âge, exercice 
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physique) ou environnementaux (polluants gazeux ou particulaires, fumée de tabac…) 
(44-46). 

La clearance alvéolaire 
 
Les macrophages alvéolaires sont l’un des acteurs principaux de ce mécanisme. Leur 
rôle est de phagocyter de manière non spécifique les contaminants de l’air. Il s’agit d’un 
mécanisme d’épuration lent pouvant aller jusqu’à plusieurs mois. Il existe 2 populations 
de macrophages alvéolaires : ceux qui y résident et ceux qui y sont recrutés, notamment 
lors de processus inflammatoire (47).  
 

2.2 Le dépôt des particules dans l’appareil respiratoire 
 
Après exposition, les particules atmosphériques pénètrent dans les voies respiratoires 
et sont transportées plus ou moins profondément dans les poumons. Le dépôt des 
particules dépend de leur masse, de leur taille et de leur forme (48-50). Il existe 
plusieurs mécanismes de dépôt en fonction du diamètre aérodynamique de la particule 
(51).  

2.2.a Les mécanismes de dépôt  

Interception: Ce mécanisme concerne les voies aériennes supérieures et des particules 
de diamètre assez important.  Une particule se dépose ou est interceptée après impact 
avec la surface des voies aériennes. 
 
Impaction inertielle: Ce mécanisme se produit principalement au niveau des voies 
aériennes supérieures. Les particules en suspension dans l’air suivent 
préférentiellement une trajectoire initiale. Cependant, de nombreuses particules, en 
fonction de leur masse et de la vitesse de l’air, peuvent, au lieu de suivre l’écoulement de 
l’air, dévier de leur trajectoire initiale et impacter ou adhérer sur la surface placée sur 
leur trajectoire (52).  
 
Sédimentation: Ce mécanisme est retrouvé au niveau des voies aériennes inférieures (au 
niveau des bronches et bronchioles) et concerne essentiellement les particules avec un 
diamètre aérodynamique moyen > 0.5 µm. La vitesse des particules diminue petit à petit 
tout au long de l’appareil respiratoire, en revanche le débit d’air reste contant.  
L’attraction gravitationnelle et la résistance de l’air peuvent modifier la flottabilité 
(tendance à rester dans l’air) des particules dans l’air jusqu’à entraîner leur dépôt.  
 
Diffusion brownienne: Ce mécanisme qui prédomine au niveau des bronchioles et au 
niveau des alvéoles, est un mouvement aléatoire des particules (mouvement 
« brownien ») semblable à celui des molécules de gaz dans l’air. Il concerne 
essentiellement les particules ayant un diamètre aérodynamique moyen < 0.5 µm (53).  
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Les PM possédant un diamètre aérodynamique moyen < 10 µm peuvent pénétrer et se 
déposer dans les voies respiratoires inférieures. Leur dépôt va dépendre de nombreux 
paramètres : la structure des voies respiratoires, l’état physiologique du patient (âge, 
pathologies…), les conditions météorologiques (humidité, température) et les propriétés 
physico-chimiques des particules inhalées (54). Certaines pathologies respiratoires 
altèrent la structure des voies respiratoires ou la composition du mucus et peuvent 
augmenter le dépôt des particules (55). 
 
Il existe de nombreuses études de modélisations mathématiques permettant de prédire 
le dépôt des PM dans les différentes structures de l’appareil respiratoire (régions naso-
pharyngée, trachéo-bronchique, alvéolaire) (56). D’après Oberdörster et coll., 2005 (57), 
les particules possédant avec un diamètre compris entre 1 nm et 0.1 µm se déposent 
dans tout l’appareil respiratoire mais préférentiellement dans les régions trachéo-
bronchiques et alvéolaires. Les particules possédant un diamètre compris entre 0.1 et 1 
µm se déposent essentiellement au niveau naso-pharyngé, ainsi que les particules plus 
grosses (> 1 µm) (fig. 13). Cette différence de dépôt lié à la taille serait due au fait que les 
particules ultrafines ont un mouvement brownien et vont se déposer par diffusion (58). 
La taille et la réactivité de surface des particules vont donc jouer un rôle sur la 
pénétration des particules dans l’organisme (59, 60). 
 

 
Figure 13 : Déposition dans l’appareil respiratoire des particules atmosphériques inhalées en fonction de 
leur diamètre selon le modèle d’Oberdörster et coll., 2005 (57). 
 

2.2.b La clearance des particules  

Il existe deux types d’épuration des particules: la translocation physique (déplacement 
des poumons vers d’autres tissus ou organes) de particules insolubles et les mécanismes 
chimiques dans le cas des particules solubles (dans les liquides biologiques). Pour les 
particules insolubles, en fonction de leur localisation pulmonaire, les mécanismes 
diffèrent. Au niveau des voies aériennes supérieures elles peuvent subir une 
translocation vers les neurones sensoriels, vers l’interstitium pulmonaire, jusqu’à la 
circulation lymphatique (61). Dans les voies inférieures, au niveau des alvéoles, elles 
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peuvent subir une translocation vers les capillaires sanguins (fig. 14) (59). Au niveau des 
bronches et des bronchioles, le mouvement des cils unidirectionnel vers les voies 
aériennes supérieures peut entraîner les particules vers le larynx où elles sont 
expectorées ou avalées. Au niveau alvéolaire, les macrophages peuvent phagocyter les 
particules et les entraîner ainsi vers les voies aériennes supérieures (45).  
 
 

 
Figure 14 : Voies de translocation des particules dans et hors les voies respiratoires. Il existe des 
différences significatives entre les PUF et les particules plus grosses pour certaines de ces voies. D’après 
Oberdörster G et coll., 2005 (34). 
 
La clairance des particules pourrait être altérée et potentiellement entraîner, d’une part, 
une translocation accrue vers l'interstitium pulmonaire associée à une fibrose ou, 
d’autre part, entraîner une accumulation pulmonaire de particules à l’origine d’effets 
délétères (62, 63). La translocation des particules vers les tissus pourrait s’expliquer par 
une transcytose des particules à travers les cellules ou par la perturbation des jonctions 
entre les cellules (fig. 15) (64). 
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Figure 15 : Translocation des particules à travers les jonctions cellulaires. Dans les cellules, différentes 
formes de cavéoles et de jonctions serrées fonctionnent comme des mécanismes de translocation à 
travers les couches de cellules (1 à 5 correspondent à des cavéoles, 6 correspond à une jonction serrée de 
CE, 7 correspond à une jonction serrée de cellule alvéolaire, ○ correspond à des nanoparticules). D’après 
Oberdörster G et coll., 2005 (34). 
 
Des études d’expositions contrôlées ont été réalisées chez l’être humain (études 
cliniques et études de dosimétrie). Les études sur l’être humain ont été réalisées avec 
des particules marquées par des atomes radioactifs (65) et par l’utilisation de particules 
d’oxyde de fer (66). Certaines études ont également été réalisées sur des animaux de 
type rongeurs (67-69). Les résultats montrent que les particules inhalées peuvent se 
retrouver dans différentes régions de l’appareil respiratoire, mais également, au niveau 
de la circulation sanguine et lymphatique, ainsi qu’au niveau de différentes tissus et 
organes. D’autres études ont montré, au niveau pulmonaire, des dépôts des particules 
inhalées chez des personnes saines et atteintes de pathologies respiratoires (asthme, 
BPCO) (70, 71). 
 
Churg et coll., 2000 (72), ont comparé des coupes de parenchyme pulmonaire de 
personnes vivant à Mexico, ville très polluée en particules (environ 66 µg/m3 de PM10) et 
de personnes vivant à Vancouver, ville peu polluée (14 µg/m3). Une accumulation de 
PUF carbonées a été observée sous l’épithélium bronchique des personnes vivant à 
Mexico par rapport à celles vivant à Vancouver. Ces résultats suggèrent qu’une 
exposition à long terme à une forte concentration en PM induit une accumulation 
importante de PM dans l’appareil respiratoire (sous l’épithélium pulmonaire) qui 
pourrait expliquer l’apparition ou l’aggravation de pathologies respiratoires ou 
cardiovasculaires.  
 
Ces résultats laissent, également, suggérer que les PM pourraient être distribuées dans 
l’organisme via la circulation sanguine. La circulation pulmonaire pourrait donc être une 
des premières cibles des particules inhalées, après le dépôt dans les poumons. La 
translocation des particules vers la circulation pulmonaire se ferait via la barrière 
capillo-alvéolaire.  
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2.3 Passage de la barrière capillo-alvéolaire 
 
La paroi entre les alvéoles et les capillaires est appelée barrière capillo-alvéolaire (fig. 
16), avec plus de 450 millions d’alvéoles chez l’Homme (130 m²), chacune entourée par 
un réseau dense de vaisseaux sanguins : les capillaires. Les capillaires sont des vaisseaux 
sanguins très fins qui tapissent la paroi des alvéoles. La surface d’échange au niveau 
alvéolaire est très importante (équivalent à la taille d’un terrain de tennis) ce qui 
augmente la quantité d’O2 entrant dans le sang. Le sang quitte les poumons par les 
veines pulmonaires pour irriguer les différents tissus et organes de l’organisme.  
La barrière capillo-alvéolaire est extrêmement fine (5 à 15 µm) et perméable à l‘O2 et au 
CO2. L’O2 se fixe aux globules rouges dans le sang. Les capillaires sanguins ont de fines 
parois qui contiennent principalement des cellules endothéliales et peu de cellules 
musculaires lisses et opposent une faible résistance au flux sanguin. 
 
Les PM10 une fois inhalées, vont plutôt rester bloquées au niveau de la fosse nasale. Les 
plus grosses particules, d’une taille supérieure à 10 µm, se collent sur les muqueuses au 
niveau du nez et du pharynx où peut survenir des irritations locales et des brûlures. 
 
Les PM2.5 peuvent avoir des constituants solubles sur le noyau carboné, qui peuvent se 
désorber, subir un métabolisme et déclencher des réactions inflammatoires locales (73). 
L’inflammation des voies aériennes peut causer des symptômes comme la toux, des 
expectorations, un essoufflement, puis des maladies chroniques comme un asthme, une 
BPCO, notamment.  
 
Les NPs peuvent traverser la barrière capillo-alvéolaire et se retrouvent dans la 
circulation sanguine, d’où elles peuvent atteindre différents tissus et organes.   
 
En effet, de nombreuses études in vivo, ont montré un passage rapide des particules 
ultrafines et fines, ainsi que leurs constituants solubles dans la circulation systémique 
(59, 60, 74) ce qui pourrait entraîner des effets délétères au niveau d’organes cibles tels 
que le système cardio-vasculaire. La circulation pulmonaire est donc une des premières 
cibles des particules inhalées et particulièrement les cellules endothéliales à l’interface 
du sang et des tissus. 
 
Le chapitre suivant décrit le système cardiovasculaire, la circulation pulmonaire, ainsi 
que l’hypertension pulmonaire, principale pathologie de la circulation pulmonaire. 
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Figure 16 : Schéma de la barrière capillo-alvéolaire, les sacs alvéolaires sont entourés de capillaires 
sanguins. D’après Virtual Medical Centre©. 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

56 
 

3. Le système cardio-vasculaire 
 
Le rôle central du système cardiovasculaire est le transport des éléments nutritifs 
indispensables à la vie, des biomolécules et, surtout, le transport des gaz vers et depuis 
tous les organes, tissus et cellules (75). De plus, le système cardiovasculaire est un 
important régulateur de la défense de l'hôte par le système immunitaire (76) et de 
l'hémostase sanguine (77). On distingue deux circulations: la circulation systémique 
(également appelée grande circulation) qui permet d’acheminer le sang riche en 
oxygène (O2) vers tous les organes et la circulation pulmonaire (encore appelée petite 
circulation) qui permet d’apporter le sang pauvre en O2 vers les poumons. La circulation 
générale, qui comprend la circulation systémique et la circulation pulmonaire, est 
assurée par l’appareil cardio-vasculaire (fig. 17). 
 

 
Figure 17 : La circulation sanguine.  
Le cœur droit comprend l'oreillette droite, placée au-dessus du ventricule droit. Le cœur droit assure la 
récupération du sang veineux, de retour des tissus et organes qu'il a nourris. De l'oreillette droite, le sang 
pauvre en O2 et riche en CO2 (en bleu) est propulsé dans l'artère pulmonaire, vers les poumons où il se 
réoxygène et élimine le CO2. Le sang, revenu des poumons où il s'est oxygéné (en rouge), se déverse dans 
l'oreillette gauche via les veines pulmonaires. Le cœur gauche, constitué par l'oreillette gauche qui 
surmonte le ventricule gauche, propulse le sang dans tout l'organisme grâce à l'aorte (78). 
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Le cœur, par ses contractions, propulse le sang à l'intérieur des artères. L’artère 
principale est l’aorte (2.5 cm de diamètre), puis les différentes artères efférentes, se 
ramifient et diminuent de diamètre au fur et à mesure qu'elles s'éloignent du cœur, les 
plus petites artères sont appelées artérioles (2 mm de diamètre). Le sang est alors 
conduit jusqu’aux différents organes, où les capillaires assurent les échanges gazeux et 
nutritifs.  
 
Le cœur est un muscle (myocarde) composé de cellules spécifiques (les cardiomyocytes) 
qui consomme, à lui seul, 10 % de tout l'oxygène fourni à l'organisme et ne pèse 
qu'environ 300 grammes chez un adulte. Le sang circule à l'intérieur d'un réseau de 
vaisseaux constitué de 100 000 kilomètres, aux diamètres parfaitement adaptés à leurs 
fonctions. La fréquence cardiaque au repos est en moyenne de 60 à 80 battements par 
minute. 
 

3.1 La circulation pulmonaire 

3.1.a Rôle et organisation 

Le rôle principal de cette petite circulation se joue au niveau des poumons: elle permet 
de ré-oxygéner le sang dans les capillaires pulmonaires et d’éliminer le CO2. Le système 
vasculaire est divisé en 3 compartiments anatomiques : l’arbre artériel, l’arbre veineux 
et un vaste réseau de capillaires. Le tronc de l’artère pulmonaire se divise au niveau du 
poumon en, au moins, 17 embranchements chez l’Homme jusqu’aux artérioles et aux 
capillaires (79) (fig. 18). 
 

  
Figure 18 : La circulation pulmonaire.  
(A) Schéma du bloc cœur/poumon. Le sang passe par les artères extrapulmonaires puis 
intrapulmonaires au niveau de l’entrée dans les différents lobes pulmonaires. Les artères 
intrapulmonaires se ramifient en artères de plus en plus petites (artérioles) jusqu’à devenir des 
capillaires au niveau des alvéoles où se font les échanges gazeux (80). (B) Artériogramme de contraste 
de l’artère pulmonaire des poumons chez l'homme adulte (81). 

 
La circulation pulmonaire est un système à faible pression et haut débit. Les pressions 
artérielles systoliques et diastoliques sont de 22 et 10 mmHg respectivement au repos. 
La pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) est de 15 mmHg au repos (82). A 
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titre de comparaison, la pression systémique est beaucoup plus élevée, avec un PA 
systolique entre 80 et 120 mmHg au repos.   
 
Remarques : la circulation pulmonaire est particulièrement sensible à l’hypoxie ; elle va 
y répondre par une vasoconstriction pulmonaire (réponse adaptative) permettant de 
maintenir constant le rapport ventilation/perfusion afin de réguler l’hématose du sang. 
Cela permet d’éviter une hypoxémie qui serait dangereuse pour l’organisme. Cette 
capacité de vasoconstriction en réponse à l’hypoxie est propre aux vaisseaux de la 
circulation pulmonaire, puisque l’hypoxie induit une vasodilatation au niveau des 
vaisseaux de la circulation systémique.  

3.1.b Structure de la paroi artérielle pulmonaire 

La paroi artérielle est composée de trois couches distinctes concentriques: la couche 
interne du vaisseau (ou l'intima) en contact direct avec le sang, la couche intermédiaire 
(ou la tunica media) et l'adventice, couche externe de l'artère (83). L’endothélium est 
séparé de la média par une limitante élastique interne principalement composée de 
fibres de collagène et d’élastine et la limitante élastique externe qui sépare la média et 
l’adventice (fig. 19). 
 

 
Figure 19: Schéma de la paroi artérielle pulmonaire.  
Représentation schématique des différentes couches de la paroi artérielle pulmonaire : de la lumière 
vasculaire à la périphérie on distingue trois tuniques concentriques dans l’artère : l’intima, la média et 
l’adventice (84). 

 
L'intima est composée d’une fine couche de tissu conjonctif, appelée la membrane 
basale, sur laquelle repose un endothélium, composé d’une monocouche jointive de 
cellules endothéliales (CE) qui borde la lumière du vaisseau. Le contact direct des CE 
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avec le flux sanguin signifie qu'elles sont particulièrement vulnérables et sensibles aux 
molécules physiologiques présentent dans le sang (hormones, facteurs de croissance, 
neuromédiateurs, ainsi qu’aux xénobiotiques…) et aux forces mécaniques (85).  
 
La média est la tunique centrale de la paroi des vaisseaux sanguins, elle est dotée d'une 
élasticité naturelle grâce à ses différentes couches de cellules musculaire lisses (CML) 
séparées par des fibres de collagène et d’élastine. C’est la plus épaisse des trois couches 
du vaisseau. Les CML sont des cellules fusiformes disposées de façon hélicoïdale 
perpendiculairement à l’intima et possèdent une activité contractile. Les composants de 
la matrice extracellulaire (MEC) permettent d’assurer à la fois une élasticité et une 
rigidité du vaisseau afin d’éviter une déformation suite à des changements de pression. 
Les CML sont sensibles à l’action des médiateurs sécrétés par les CE, et vont en 
conséquence se contracter ou se relâcher afin de réguler le flux sanguin et la pression 
sanguine (86, 87). Les artérioles et les capillaires sont dépourvus de CML (88). 
 
L'adventice est la couche la plus externe des vaisseaux ayant un rôle de soutien et de 
protection. C’est la couche la plus hétérogène, elle est composée de MEC, de fibroblastes, 
de cellules immunitaires (mastocytes) et interstitielles. On y trouve également de petits 
vaisseaux capillaires ayant pour rôle de vasculariser la paroi artérielle : les “vasa 
vasorum“ (vaisseaux dans les vaisseaux) (89). L’adventice est innervée par les fibres 
nerveuses du système autonome sympathique et parasympathique. Elle a un rôle dans la 
régulation de la fonction vasculaire à travers les cellules immunitaires et les fibroblastes. 
Les fibroblastes participent à plusieurs phénomènes: production et dégradation de 
protéines de la MEC (fibres de collagène, de fibronectine, de protéglycanes et d’élastine) 
et l’interaction avec les autres cellules du vaisseau via divers molécules (facteurs de 
croissance, cytokines…). Tout comme la média, l’épaisseur et la complexité de 
l’adventice s’amoindrit avec la diminution du calibre des artères. 
 
Remarque : il y a une différence entre la structure des veines et des artères. L’épaisseur 
de la média est plus épaisse dans les artères, afin de résister aux fortes pressions 
auxquelles elles sont soumises. Etant donné la faible pression dans les veines, elles 
possèdent contrairement aux artères, des valves pour d’éviter un reflux du sang. 
 

3.2 L’endothélium  

3.2.a Généralités  

L’endothélium est à l’interface entre le sang et les tissus. Il est composé d’une 
monocouche de cellules tapissant la surface interne des vaisseaux sanguins qui agit 
comme une barrière pour contrôler l'échange de nutriments, de molécules et de 
messagers avec les tissus environnants. Les principales fonctions de l'endothélium 
pulmonaire comprennent le maintien du tonus vasculaire, l'hémostase, le trafic des 
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leucocytes, la production de facteurs de croissance et de signaux cellulaires avec 
fonction autocrine et paracrine (90).  
 
Les CE des artères pulmonaires humaines sont en contact direct avec le sang et sont 
donc soumises à des forces mécaniques. La transduction des forces mécaniques est un 
élément clé dans la régulation du tonus vasculaire et du flux sanguin local. On peut 
distinguer plusieurs formes majeures de stress mécanique: les forces de cisaillement 
(shear-stress, en anglais), et les forces de compression et de tension au sein de la paroi 
artérielle (stretch, en anglais) qui diffèrent en termes d’amplitude, de direction et 
d’oscillation, mais varient également en intensité et en fréquence au cours du cycle 
cardiaque. Les forces de tension sont la résultante de l’étirement, de la circonférence de 
la paroi vasculaire due à une distension de son diamètre (loi de Laplace).  
 

Loi de Laplace : T = P.  

T est la tension pariétale; P la pression ; r le rayon de l’artère et H l’épaisseur de la paroi artérielle 
 
Lorsque la pression augmente, les forces de tension augmentent elles aussi, augmentant 
le stress mécanique et étirant les composants de la paroi artérielle (fig. 20). 
 

     
Figure 20 : Forces mécaniques agissant sur l’artère pulmonaire.  
Les CE sont organisées longitudinalement par rapport au vaisseau et donc dans le sens de l’écoulement 
sanguin. Le flux sanguin exerce des forces physiques sur l’endothélium. Il peut y avoir les contraintes de 
cisaillement (shear-stress) dues aux forces de frottements du flux sanguin. Et la pression du sang peut 
exercer des forces perpendiculaires au flux qui vont induire des augmentations du calibre de l’artère 
générant des forces de tension (stretch) (80). 
 
L’endothélium a également un rôle important dans le trafic des cellules inflammatoires, 
puisque c’est au travers des cellules endothéliales que se déroule la diapédèse, 
phénomène permettant la migration de leucocytes depuis la circulation vers les tissus.  
 
Remarque : l’origine embryologique des CE confère aux cellules hématopoïétiques et 
endothéliales des marqueurs de surface communs comme les clusters de différentiation 
CDs 34/ 31/ 45, le facteur de von Willebrand (vWF), la VE-cadhérine et le récepteur 2 du 
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). 

T 

P 
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3.2.b Les cellules endothéliales 

Les CE jouent un rôle primordial dans la physiologie de la circulation pulmonaire. La 
signalisation calcique a un rôle important dans les CE en régulant les facteurs vasoactifs. 
Le réticulum endoplasmique et les mitochondries qui ont un rôle central dans 
l’homéostasie calcique sont décrits ci-dessous, ainsi que les facteurs vasoactifs libérés 
par les CE. 

i. Le calcium  
 
Le calcium (Ca2+) est un second messager essentiel dans toutes les cellules, contrôlant 
un large éventail d’événements cellulaires, notamment, la dépolarisation, la contraction 
des muscles lisses ou striés, la sécrétion hormonale, l’activation d’enzymes ou protéases, 
la migration d’organites intracellulaires et l’activation de transports d’ions (91). Dans les 
CE, le calcium joue une rôle dans la régulation du tonus vasculaire, du débit sanguin, 
dans l’angiogenèse et de nombreuses autres fonctions (92). Les variations de 
concentration calcique intracellulaire ([Ca2+]i) jouent un rôle clé dans le réseau 
complexe des voies de transduction du signal dans les CE pour maintenir l'homéostasie 
cardiovasculaire (93).  
Le Ca2+ cytoplasmique est maintenu à 100-200 nM, alors qu’il est de 1 à 2 mM dans le 
milieu extracellulaire. Pour maintenir l’homéostasie calcique, le Ca2+ peut être 
rapidement tamponné par des protéines cytoplasmiques et/ou des organites 
intracellulaires (le réticulum endoplasmique, les mitochondries, les lysosomes). Les flux 
de Ca2+ cytoplasmique, peuvent provenir des sources extracellulaires (via la membrane 
plasmique) ou des sources intracellulaires (réticulum endoplasmique, mitochondries, 
lysosomes). Il existe, également, divers récepteurs membranaires, transporteurs et 
canaux ioniques, situés à la fois à la membrane plasmique et aux membranes des 
réservoirs intracellulaires de Ca2+ qui régulent l’homéostasie calcique (94). La 
perturbation de l’homéostasie calcique est impliquée dans de nombreuses pathologies. 
  

x Le calcium à la membrane plasmique: 
 
Les influx et efflux de calcium dans la cellule fait intervenir divers canaux et 
transporteurs situés sur la membrane plasmique (fig. 21).  
Concernant les efflux de Ca2+, les transporteurs actifs tels que les échangeurs Na+/Ca2+ 
participent à la sortie d’un ion calcium (Ca2+) vers le milieu extracellulaire en échange de 
l’entrée de trois ions sodium (Na+) dans la cellule, selon le gradient de sodium. Il y a 
également des pompes Ca2+-ATPase, qui ont besoin d’ATP pour fonctionner, comme les 
PMCA (pour « Plasma Membrane Calcium ATPase ») qui participent aux efflux de Ca2+ en 
échange de protons (H+). Pour les influx de Ca2+, les canaux calciques voltage-
dépendants (CCVD) participent à l’entrée de calcium dans les cellules en favorisant leur 
ouverture suite à une dépolarisation de la membrane. Les CCVD ne semblent pas jouer 
de rôle fonctionnel important dans la vaso-réactivité des CE (95).  
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Le calcium peut également entrer dans la cellule par les canaux mécanotransducteurs 
comme les SAC (pour « stretch activated channels »). Ils sont sensibles à différents 
stimuli extérieurs (forces de cisaillements, changement de température…). Les 
principaux récepteurs SAC que l’on retrouve à la membrane des CE sont les TRP 
(« Transient Receptor Potential »). Les TRP forment une superfamille divisée en 7 sous-
familles : les TRPC (« Canonical »), les TRPV (« Vanilloid) », les TRPM (« Melastatin »), les 
TRPA (« Ankyrin »), les TRPP (« Polycystin »), les TRPML (« Mucolipin ») et les TRPN 
(« NO Mechanoreceptor Potential C ») (96). L’influx de Ca2+ à partir de l’espace 
extracellulaire en réponse aux stimuli joue un rôle essentiel dans le relâchement 
vasculaire dépendant de l’endothélium (97, 98).  
La relation entre l’entrée et le stockage du Ca2+ fait intervenir les canaux ioniques tels 
que les SOCE (pour « Store-Operated Calcium Entry ») permettent de faire entrer du 
calcium quand les niveaux de [Ca2+]i sont faibles. 
 

 
Figure 21: Schéma de la signalisation calcique.  
Le calcium intracellulaire est régulé par la présence de récepteurs comme des canaux, des pompes et des 
échangeurs d’ions. Les différents récepteurs du calcium à la membrane et au niveau des organites 
intracellulaires (ER= RE ) sont les TRP : Transient Receptor Potential channel, CCVD : canaux calciques 
voltages-dépendants, PMCA : Plasmic membrane Ca2+ ATPase, TPC : Two-Pore channel, SERCA :  
Sarco/Endoplasmique Reticulum Ca2+ ATPase, RyR : Ryanodine receptor, RIP3 : IP3 receptor, MCU : 
Mitochondrial calcium uniport, VDAC : Voltage dependant anion channel (80). 

 
x Le calcium et le réticulum endoplasmique (RE): 

 
Le RE, appelé réticulum sarcoplasmique (RS) dans les cellules musculaires, forme un 
réseau continu de tubules dans le cytoplasme des cellules. Il existe deux types de RE: le 
RE rugueux et le RE lisse. Le premier est le siège de la synthèse des protéines via les 
ribosomes, le second est le lieu de modifications post-transcriptionnelles des protéines. 
Le RE est le principal réservoir de Ca2+ d’une cellule (99). Les augmentations globales ou 
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localisées de calcium cytoplasmique peuvent également provenir du Ca2+ libéré au 
niveau du RE par les stocks intracellulaires après l’ouverture des récepteurs à la 
ryanodine (RyR) ou des récepteurs à l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R) (fig. 21).  
 
Les RyR sont présents à la membrane du RE. Il existe trois isoformes (RyR1, RyR2 et 
RyR3) dont l’expression de chaque isoforme dépend des tissus (cœur, cerveau, muscle 
squelettique…). L’activité des RyR est régulée par différents mécanismes, le principal 
modulateur étant le calcium. Les différents activateurs des canaux RyR sont l’ADP ribose 
cyclique (ADPRc) et la caféine. Les IP3R présents à la surface de la membrane du RE sont 
des canaux calciques qui ont la capacité à « relarguer » du Ca2+. Trois isoformes de IP3R 
ont été caractérisés (types 1, 2 et 3). Ils sont activés par l’inositol 1,4,5-triphosphate 
(IP3) ; celui-ci est produit lors de l’activation de nombreux récepteurs membranaires 
couplés à des protéines G qui active la phospholipase C β (PLCβ), qui va cliver le 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en IP3 et diacylglycérol (DAG) (100) (fig. 
22). Les différents activateurs des IP3R sont l’ATP, l’IP3, le Ca2+, les protéines RACK1, qui 
augmentent la probabilité d’ouverture induite par IP3 et donc la sortie du Ca2+ vers le 
cytoplasme.  
 

 
Figure 22 : Schéma de la voie de l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) dans une cellule (101). 

 
L’homéostasie calcique du réticulum est régulée par l’activité concertée entre les 
différents canaux du RE dont les pompes SERCA (pour « Sarco/Endoplasmique 
Reticulum Ca2+ ATPase »). La recharge du RE à partir du cytoplasme se fait presque 
exclusivement par les pompes SERCA du RE, grâce à l’énergie fournie par l’ATP. Ce 
mécanisme contribue à diminuer le [Ca2+]i. Les pompes SERCA changent de 
conformation en présence d’ATP, ce qui permet un passage de deux ions Ca2+ du 
cytoplasme vers le RE. Cette entrée de charge positive est compensée par un co-
transport d’ions H+ vers le cytoplasme. Il existe plusieurs isoformes de SERCA, on 
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retrouve surtout la SERCA3 dans les CE d’artère pulmonaire impliquée dans la 
vasorelaxation (102). Il existe différents activateurs et inhibiteurs des pompes SERCA. 
Les inhibiteurs pharmacologiques tels que la thapsigargine (TG), le 2,5-di(t-
butyl)hydroquinone (tBHQ), le vanadate… vont bloquer les pompes SERCA et vider les 
stocks du RE en Ca2+. Une dysfonction des pompes SERCA peut entraîner des pathologies 
cardiaques, musculaires et des cancers (prostate, foie…).  
La vidange du RE peut faire entrer du Ca2+ extracellulaire par le système STIM/ORAI. Les 
protéines STIM, sensible aux variations de Ca2+ à la membrane du RE, peuvent migrer 
vers la membrane plasmique et interagir avec les protéines ORAI. Cela favorise l’entrée 
de Ca2+ dans le cytoplasme puis vers le RE via les pompes SERCA (103, 104).  
 

x Les mitochondries: 
 
Bien que le RE soit le principal site de stockage du calcium, 25% du calcium 
intracellulaire est localisé dans les mitochondries. Les fonctions des mitochondries sont 
multiples, c’est tout d’abord le siège de la production de la molécule la plus énergétique 
pour la cellule: l’adénosine 5’‐triphosphate (ATP) par la chaine respiratoire 
mitochondriale, mais également, de la synthèse des hormones stéroïdes, du 
métabolisme du glucose, et des mécanismes de mort et survie cellulaire (105).  
Plusieurs molécules d’ATP sont synthétisées au cours de différentes voies du 
catabolisme du glucose et des acides gras telles que le cycle de Krebs mitochondrial, 
l’oxydation mitochondriale des acides gras ou les phosphorylations oxydatives. Les CE 
obtiennent une grande partie de leur énergie lors de la glycolyse (106). La chaîne 
respiratoire est la voie finale d’oxydation des substrats énergétiques (sucres et graisses). 
Cette étape va assurer la ré-oxydation des composés réduits par la glycolyse et le cycle 
de Krebs, au niveau des complexes I, II et II qui permettent le transfert des électrons. La 
chaîne respiratoire mitochondriale aboutit finalement à la réduction de l’oxygène 
moléculaire en eau par le dernier complexe de la chaîne respiratoire. L’énergie libérée 
par ces oxydations successives produit de l’ATP. En effet, le gradient électrochimique 
d’H+, de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne se fait par l’expulsion 
d’H+ entre l’espace inter-membranaire et la matrice mitochondriale, couplé au transfert 
d’électrons dans les complexes I, II et III (fig. 23). Ce gradient est utilisé par l’ATP 
synthétase qui permet la phosphorylation des molécules ADP en ATP. La chaine 
respiratoire mitochondriale est également le siège de la production des radicaux 
superoxydes et hydroxyles. Durant la respiration, 4 électrons sont ajoutés à l’O2 au 
niveau du complexe IV. Mais l’O2 peut être réduit en amont au niveau des complexes I et 
III, formant des espèces réactives de l’oxygène (ERO).  Leur excès ou leur fuite peuvent 
entraîner des dommages importants (cf. partie 3.4).  
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Figure 23 : Schéma de la chaine respiratoire mitochondriale.  
Les différents complexes qui permettent le transfert des électrons, avec la co-enzyme Q qui permet la 
transition entre le complexe I ou II et le complexe III et le cytochrome C qui permet la transition entre le 
complexe III et le complexe IV (107).  

 
La mitochondrie est également un acteur important dans la régulation de l’homéostasie 
calcique. Le potentiel de membrane mitochondrial (Δψm ou PMM) très négatif permet 
l’entrée passive du calcium à travers un canal ou uniporteur calcique : MCU (pour 
« Mitochondrial Calcium Uniporter ») (108). La sortie du calcium mitochondrial passe 
par des échangeurs Na+/Ca2+ qui nécessite l’entrée d’ions sodium ou par l’échangeur 
H+/Ca2+, ce qui nécessite, ici, l’entrée de proton afin de maintenir le gradient 
électrochimique de la membrane interne mitochondrial (109, 110). Elle peut se faire 
aussi par l’ouverture du pore de transition (PTP). En revanche, l’ouverture prolongée du 
PTP entraîne un gonflement des mitochondries et un effondrement du potentiel de 
membrane (fig. 24). Les mitochondries sont considérées comme un important système 
tampon du calcium qui coopère avec le RE pour maintenir l'hémostase cellulaire 
calcique. À cet égard, les réseaux de mitochondries et du RE sont très proches les uns 
des autres. Les deux organites communiquent et coopèrent pour réguler le trafic de 
calcium et orchestrer ainsi des aspects clés de la fonction endothéliale (111). Les 
membranes du RE et des mitochondries peuvent être associées via une structure 
appelée MAM (mitochondria-associated ER-membrane) qui préservent et régulent 
l'homéostasie cellulaire dans différents environnements (112).  
 
Les changements physiologiques des concentrations en calcium mitochondrial ([Ca2+]m) 
et cytosolique ([Ca2+]c) permettent de réguler de nombreux aspects des fonctions 
mitochondriales, notamment la production d’ERO mitochondriaux (EROmt), la motilité, 
la dynamique et la biogenèse mitochondriales (85, 113).  
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Figure 24 : Régulation du calcium au niveau des mitochondries. 
PTP : pore de transition de perméabilité. ER : réticulum endoplasmique (114). 

 
Tout au long de la vie des mitochondries, les dommages s'accumulent, suivis par les 
processus de fusion et de fission mitochondriales afin de générer des mitochondries 
fonctionnellement normales et/ou endommagées. Ce sont donc des organites 
dynamiques qui fusionnent et qui se divisent constamment et peuvent constituer de 
grands réseaux intracellulaires interconnectés. La perturbation de l'équilibre fusion-
fission peut modifier la morphologie mitochondriale. Il est maintenant reconnu que la 
dynamique mitochondriale permet aux CE non seulement de satisfaire leurs besoins 
métaboliques, mais aussi de faire face à un stress interne ou externe (115). Les 
anomalies de la biogenèse et de la dynamique des mitochondries ont des conséquences 
néfastes sur l'approvisionnement bioénergétique et contribuent au dysfonctionnement 
endothélial et à la pathogenèse des maladies cardiovasculaires (116, 117). 
 

Dans les CE, le calcium a un rôle primordial dans la vasoréactivité des vaisseaux. 
En effet, le calcium est impliqué dans la production du monoxyde d’azote (NO) qui 
diffuse vers les CML pour relâcher le vaisseau.  
 

ii. La voie du monoxyde d’azote (NO) 
 
Dans le système vasculaire, le NO est une molécule vitale qui joue un rôle important 
dans le maintien du tonus vasculaire. Le NO est un bio médiateur synthétisé, à partir de 
la L-arginine, par les NO synthases (NOS), une famille de quatre iso-enzymes : 
-La eNOS, la NO synthase endothéliale (ou NOS3): elle est constitutive et activée par le 
calcium ou par phosphorylations. Elle se situe principalement au niveau des membranes 
plasmiques dans les cavéoles des CE mais aussi dans les myocytes cardiaques, les 
cellules mésangiales rénales, les plaquettes… (118). 
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-La nNOS, la NO synthase neuronale (ou NOS1): elle est constitutive et activée par le 
calcium. Elle se trouve principalement dans le système nerveux et le muscle squelettique 
(119). 
-La iNOS, le NO synthase inductible (NOS2) : elle est inductible notamment par le stress 
oxydant et des agents pro-inflammatoires. Elle se trouve dans le cytosol de divers types 
cellulaires dont les CE (120). 
-La mtNOS, la NO synthase mitochondriale: elle est dépendante du calcium 
mitochondrial (121). 
 
Dans les CE, la production de NO se produit principalement via la eNOS. Les unités 
dimères de la eNOS catalysent le transfert d'électrons du NADPH vers divers 
intermédiaires porteurs d'électrons afin de produire du NO, ce qui nécessite de l’O2, de la 
L-arginine et un co-facteur, le tétrahydrobioptérine (BH4). Le Ca2+ est impliqué dans la 
production du NO par la eNOS en se combinant à la calmoduline (CaM). L’association de 
la CaM et du Ca2+ va induire un changement de conformation de la eNOS et l’activer en 
conséquence. Le NO est alors synthétisé lors de la conversion de la L-arginine en L-
citrulline, une réaction qui est catalysée par la eNOS, assurant un faible taux basal de NO. 
O2+ L-arginine Æ L-citrulline + NO.  
Une fois produit, le NO agit dans la lumière du vaisseau, avec des effets anti-
inflammatoires sur les leucocytes et les plaquettes afin de diminuer l'adhérence des 
cellules inflammatoires à l'endothélium. Il diffuse vers les CML, via la guanylate cyclase, 
pour induire la production de guanosine monophosphate cyclique (GMPc), second 
messager qui permet la modulation du tonus vasculaire  (fig. 25) (122).  
 

iii. Les autres facteurs vasodilatateurs  
 
Les autres molécules vasodilatatrices sont la prostacycline (PGI2) de la famille des 
prostaglandines et la voie de l’EDHF (facteur hyperpolarisant endothélial) (fig. 25). Ces 
molécules sont sensibles à différents stimuli (l’inflammation, aux forces de cisaillement) 
(123-125). Les forces de cisaillements peuvent activer des canaux du type TRPV qui se 
situent à la membrane où il y a également des canaux potassiques (KCa). Le Ca2+ qui entre 
dans les CE active la sécrétion de l’EDHF, qui va diffuser vers les CML. L’EDHF va faire 
sortir le potassium des CML par des canaux KCa, ce qui entraine une modification du 
potentiel transmembranaire en l’hyperpolarisant la membrane des CML (126). 
L’hyperpolarisation se propage alors via les jonctions communicantes (GAP junctions), 
et en conséquence, entraîner une diminution du Ca2+ dans les CML qui conduit à une 
relaxation des CML et donc une dilatation de l’artère (127, 128). 
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Figure 25 : Schéma de la sécrétion des facteurs vasodilatateurs (PGI2, NO et EDHF) des cellules 
endothéliales et leurs effets sur les cellules musculaires lisses (129).  R= récepteur, Ca2+ =calcium, NO= 
monoxyde d’azote, GMPc : guanosine monophosphate cyclique.  
 

iv. Les facteurs vasoconstricteurs non dépendants du calcium 
 
Les CE peuvent également participer à la vasoconstriction des vaisseaux. Une des 
molécules impliquées est l’endothéline (ET-1) qui agit directement sur les CML, elle a un 
rôle majeur dans le système cardiovasculaire. L’ET-1 est synthétisée à partir de la pré-
pro-endothéline, du gène codant pour l’ET-1. La synthèse de l’ET-1 est soumise à une 
régulation transcriptionnelle. Elle peut être  induite par différents facteurs tels que la 
thrombine, les catécholamines, l’angiotensine II, les facteurs de croissance, les cytokines, 
les ERO, etc. et peut être inhibée par le NO, les prostacyclines, les peptides 
natriurétiques, etc. (130). La stimulation des CML par l’ET-1 (action paracrine) 
provoque une réponse contractile ainsi qu’une réponse proliférative.  
D’autres molécules sont impliquées dans la vasoconstriction comme la sérotonine (5-
HT). Elle est synthétisée dans les CE en deux étapes à partir de l’acide aminé L-
tryptophane et va agir sur les CML. Le taux circulant de 5-HT est augmenté dans 
certaines pathologies cardiovasculaires (131).  
 
Les CE sont donc capables d’initier une vasoconstriction ou une vasodilatation des 
vaisseaux en sécrétant des facteurs vasodilatateurs (le NO, la PGI2 et l’EDHF) et des 
facteurs vasoconstricteurs (ET-1, 5-HT, le thromboxane A2 et l’angiotensine II). Ces 
facteurs vont agir sur les CML afin de faire varier le diamètre de l’artère.  
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3.3 L’Hypertension pulmonaire (HTP) 
 

3.3.a Définition et généralités 

L’HTP est l’une des principales pathologies de la circulation pulmonaire. C’est une 
maladie rare (1/2000 en Europe) de mauvais pronostic avec une incidence de 2.4 par 
million d’habitants/an pour les 30 - 40 ans (132). Elle est définie par une augmentation 
de la PAPm ≥ à 25 mmHg au repos (10) et peut s’élever jusqu’à 7 fois la valeur basale, 
soit plus de 90 mmHg au repos (133). Chez un sujet sain, la PAPm se situe entre 10 et 15 
mmHg au repos (82). La PAPm peut augmenter au cours du vieillissement de 1 mmHg 
tous les 10 ans. Le système vasculaire pulmonaire reçoit la totalité du flux sanguin, c’est 
un système à faible pression, faible résistance et haut débit, ce qui lui donne une haute 
compliance (souplesse) au niveau des artérioles pré-capillaires. La PAPm se calcule en 
fonction de la pression des capillaires pulmonaires (PCP), du débit sanguin (Q) et des 
résistances vasculaires pulmonaires (RVP).  
 

PAPm = PCP + (Q * RVP) 
 

3.3.b La classification  

La classification des HTP permet de regrouper les différentes manifestations 
pathologiques présentant des similitudes cliniques, symptomatologiques et les mêmes 
prises en charge thérapeutiques (tableau 3) (10). On distingue le terme HTP qui 
regroupe toutes les hypertensions pulmonaires et le terme HTAP qui regroupe 
uniquement celles du groupe 1 (134). 
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Tableau 3 : Classification des hypertensions pulmonaires (HTP) (134). 
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Groupe 1 : l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Il correspond au groupe de 
pathologies affectant les artères pulmonaires distales qui sont altérées par le 
remodelage, la vasoconstriction et l’inflammation. Certains facteurs de risque ont été 
mis en évidence tels que les risques iatrogènes et toxiques (anorexigènes, 
amphétamines, chimiothérapie…), des conditions démographiques (sexe féminin, 
grossesse, obésité…) ou certaines pathologies (infection par le VIH, hépatite 
chronique…) (135). La prévalence de l’HTAP varie entre 10 et 26 cas par million 
d’habitants adultes. L’incidence quant à elle varie entre 2 et 7.6 car par million 
d’habitants et par an (136). La survie est réduite, en France, elle est d’environ  58% à 3 
ans et de 67% à 2 ans (137). 
 
Groupe 2 : Hypertension pulmonaire associée à des cardiopathies gauches. 
Le débit cardiaque gauche est diminué par une cardiopathie gauche, il y a une 
augmentation des pressions dans toute la circulation pulmonaire. Les cardiopathies 
gauches sont liées à des dysfonctions systoliques ou diastoliques ventriculaires gauches 
ou maladie congénitale (138). 
 
Groupe 3 : HTP associée aux pathologies pulmonaires chroniques et/ou à une hypoxie 
chronique.  
L’HTP hypoxique apparaît suite à une hypoxie alvéolaire chronique. Cette forme peut 
être physiologique (exemple chez les Tibétains qui présentent une adaptation à 
l’hypoxie de haute altitude (139)), ou pathologique. L’HTP peut survenir suite à diverses 
pathologies obstructives touchant les voies aériennes telles que la BPCO et l’apnée du 
sommeil. L’étiologie de l’HTP de groupe 3 est multifactorielle, mais l’hypothèse de la 
vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP) semble jouer un rôle central. La VHP est 
un mécanisme intrinsèque à la circulation pulmonaire saine et correspond à une 
adaptation qui redistribue le flux sanguin aux alvéoles mieux ventilées. En revanche, si 
l’hypoxie devient chronique et atteint tout le poumon, la VHP se généralise sur 
l’ensemble de l’arbre vasculaire pulmonaire et une HTP de groupe 3 se développe (140). 
Elle est donc corrélée aux fonctions respiratoires et à l’oxygénation du sang (10). Dans le 
cas de la BPCO, il y a une limitation sévère des fonctions respiratoires et/ou une hypoxie. 
La PAPm retrouvée dans ce dernier cas n’excède pas 35 mmHg, ce qui correspond à une 
HTP modérée (141). 
 
Groupe 4 : HTP post-embolique chronique.  
Cette hypertension est causée par une obstruction chronique proximale et ou distale des 
artères pulmonaires essentiellement d’origine thromboembolique (formation d’un 
caillot ou thrombus dans la circulation sanguine) (142). 
 
Groupe 5 : HTP dont les mécanismes sont multifactoriels et incertains.  
Les HTP classées dans ce groupe peuvent être causées par un choc septique ou suite à 
une chirurgie cardiothoracique. 
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3.3.c Signes cliniques et diagnostics 

Le diagnostic de l’HTP est généralement tardif à cause du manque de spécificité des 
symptômes (essoufflements, dyspnée, signes d’insuffisance cardiaque droite…). Le 
temps est assez long entre l’apparition des symptômes et le diagnostic. Le diagnostic est 
réalisé en plusieurs étapes dans des centres de référence de l’HTP.  
L’examen de référence se fait par le cathétérisme cardiaque droit, c’est une technique 
invasive qui permet d’avoir la pression ventriculaire droite et la pression dans 
l’oreillette droite (138).  
Un électrocardiogramme (ECG) est un autre outil pour observer les anomalies 
cardiaques comme l’hypertrophie de l’oreillette droite et du ventricule droit (135). Des 
explorations fonctionnelles respiratoires peuvent être aussi réalisées de manière 
concomitante avec l’analyse des gaz du sang. Enfin, des examens complémentaires de 
biologie peuvent être prescrits afin de doser certains facteurs comme le peptide 
natriurétique B (BNP), dont on retrouve une augmentation dans l’HTP associée à la 
BPCO (143) ou la mesure du taux de protéine C réactive (CRP). 
 

3.4 Les mécanismes physiopathologiques  
 
L’augmentation de la PAPm se traduit par une augmentation de la résistance de l’artère 
pulmonaire (rétrécissement du calibre des vaisseaux) provoqué par un remodelage 
obstructif de la paroi des vaisseaux. Le remodelage peut être dû à différents 
phénomènes comme la prolifération des CE et des CML, associée à une surproduction de 
la MEC et une infiltration de cellules inflammatoires, ainsi qu’à l’adhésion de plaquettes. 
En parallèle, le phénomène de vasoconstriction (hyperréactivité) est augmenté 
progressivement dans les artères pulmonaires. Cela entraîne une augmentation du 
travail cardiaque au niveau du ventricule droit (cœur droit) et peut entraîner la mort du 
patient (144, 145). 

3.4.a L’hyperréactivité ou vasoréactivité 

Au cours de l’HTP, une altération de la réactivité vasculaire est observée (146, 147). Elle 
se traduit par un déséquilibre de la balance de facteurs vasoconstricteurs et de facteurs 
vasodilatateurs en faveur d’une vasoconstriction. A long terme, ce déséquilibre entraine 
une vasoconstriction maintenue au repos et un remodelage des vaisseaux avec un 
rétrécissement du diamètre de la lumière des artères (148). Différents facteurs sont 
impliqués dans ce phénomène d’hyperréactivité: l’altération de l’endothélium, la 
modification de l’activité des canaux ioniques et/ou l’hypoxémie. L’altération de 
l’endothélium est associée à la diminution de sa capacité à produire des facteurs 
vasodilatateurs et sa capacité à libérer davantage de facteurs vasoconstricteurs (149-
151).  
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Dans l’HTP, il y a d’une part l’activation de la voie vasoconstrictrice, par l’augmentation 
de la synthèse d’ET-1  (152) et l’augmentation du taux plasmatique de la 5-HT (153), et, 
d’autre part, l’altération des voies vasodilatatrices, avec une baisse de la production du 
NO (154). Par ailleurs, il a également été montré un défaut de synthèse de prostacycline 
par les CE via la perte de l’expression du gène de la prostacycline synthase (155).  
De plus, le calcium joue un rôle important dans ce phénomène en participant à 
l’augmentation du tonus myogénique pulmonaire et, par conséquent, des résistances 
vasculaires pulmonaires (RPV) (156). Lors de l’HTP, on retrouve une augmentation de 
calcium intracellulaire au repos dans les CML participant à la vasoconstriction continue 
des artères (157). Il peut y avoir une dysfonction au niveau des canaux potassiques, avec 
une diminution de l’expression et de l’activité de certains canaux potassiques K+ 
(canaux voltage-dépendants Kv1.5 et Kv2.1) (158, 159). La réduction de l’activité de ces 
canaux favorise une dépolarisation membranaire, ce qui  induit une augmentation de la 
[Ca2+]i, favorisant la contraction des CML (160). Les données disponibles sont limitées 
concernant les modifications et le rôle spécifique du Ca2+ des CE  dans l'HTP (161). 
L'exposition des CE pulmonaires à une hypoxie aiguë (162) ou chronique (163) 
augmenterait le Ca2+ basal intracellulaire, ce mécanisme serait médié par une régulation 
des canaux TRP. Ces données suggèrent une augmentation des [Ca2+]i dans les CE dans 
l’HTP. 

3.4.b Le remodelage artériel 

Le remodelage artériel s’observe dans les trois tuniques des artères (135). Le diamètre 
interne des vaisseaux se réduit, surtout dans les artères de moins de 500 µm chez 
l’Homme (164) (fig. 26). C’est un aspect physiopathologique progressif et tardif des 
artères pulmonaires, irréversible et qui contribue à augmenter les RPV. Différents 
mécanismes peuvent être à l’origine de cette réduction du diamètre: une dysfonction 
endothéliale, une prolifération incontrôlée des cellules et la résistance à l’apoptose. Cela 
peut conduire à une muscularisation des petites artères dépourvues de la média (165, 
166). Cette dernière est liée à l’hypertrophie de la média au cours de laquelle les CML 
jouent un rôle prépondérant caractérisé par une migration, une hyper-prolifération et 
une hyperplasie de ces cellules. Dans l’HTP, la migration et la prolifération accrues des 
cellules se produisent à la fois dans les CML et les CE (167). Contrairement aux CML, où 
les mécanismes sont davantage connus en ce qui concerne la migration et la 
prolifération cellulaire, il existe peu de données sur les mécanismes induits dans les CE. 
Il existe une interaction entre les CE et les CML. En effet, une étude a montré que 
l’augmentation de Ca2+ intracellulaire dans les CE via les SOCE, joue un rôle important 
dans l'activation transcriptionnelle de divers facteurs inflammatoires (AP-1), qui 
entraînent à leur tour la prolifération des CML et le remodelage vasculaire (163).  
De plus, la résistance à l’apoptose est une des principales caractéristiques étudiées dans 
la physiopathologie de l’HTAP, au cours de laquelle la balance prolifération/ apoptose 
est dérégulée. Les cellules sont résistantes aux différents stimuli pro-apoptotiques (168) 
(169). Par exemple, l’expression de protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B-
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cell lymphoma 2) est surexprimée dans les poumons de patients HTAP (170). On peut 
également observer une hyperpolarisation de la membrane mitochondriale et le 
maintien du cytochrome c à la mitochondrie qui sont des phénomènes traduisant une 
résistance à l’apoptose (171). L’expression de protéines anti-apoptotiques BCL-XL (B-
cell lymphoma- extra large) est observée dans les artères pulmonaires (particulièrement 
au niveau des CE) de patients HTAP (170). 
 

 
Figure 26: Le remodelage artériel dans une artère pulmonaire saine et dans le cas de l’HTAP. Modifié 
d’après Galiè N. et coll., 2010 (172). 

 

3.4.c L’inflammation  

i. Généralités sur l’inflammation 
 
L’inflammation est un processus de réponse physiologique contrôlée de l’organisme 
dont l’objectif est la réparation et la régénération d’un tissu lésé par une agression 
dépassant les capacités de réponse normale du tissu. Lors d’une agression exogène ou 
endogène, il y a une infiltration polymorphe de l’ensemble du tissu lésé par différentes 
cellules inflammatoires entrainant des changements physiopathologiques. Elle implique, 
également, le recrutement sur le site atteint de constituants du sang que ce soit des 
protéines plasmatiques ou des leucocytes. C’est un phénomène à la fois vasculaire, 
cellulaire et humoral.  
L’inflammation est l’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels 
l’organisme reconnaît, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangères. 
 
La réaction inflammatoire peut se schématiser par la chaine suivante (173) : 
Inducteurs Æ senseurs Æ médiateurs Æ effecteurs 
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Les inducteurs de l’inflammation peuvent provenir de sources exogène et endogène. Les 
inducteurs de l’inflammation se répartissent en 2 catégories : 
-Les inducteurs exogènes: microbiens (facteurs de virulence…) et non microbiens 
(allergènes, corps étrangers, toxiques…)  
-Les inducteurs endogènes: cellulaire, plasmatique, matrice extracellulaire… 
 
Les différentes cellules qui participent à l’inflammation sont des cellules phagocytaires 
(macrophages, neutrophiles, ésosinophiles et basophiles), des mastocytes qui libèrent 
des molécules activant l’inflammation, des lymphocytes, des fibroblastes et autres 
cellules (endothéliales, ostéoblastes…).  
 
Les inducteurs de l’inflammation stimulent la production de médiateurs protéiques issus 
du plasma ou sécrétés par les cellules présentes sur le site inflammatoire (macrophage 
résidents, plaquettes…) qui vont faciliter la réaction en cascade de la réponse 
inflammatoire (174). Les médiateurs d'origine plasmatique sont présents dans le plasma 
sous la forme de précurseurs qui doivent être activés (le plus souvent par protéolyse) 
pour acquérir leurs propriétés. Ces composants sont produits à distance du foyer 
inflammatoire. Les médiateurs d'origine cellulaire sont soit préformés et séquestrés 
dans des granules intracellulaires (le stimulus inflammatoire entraîne la dégranulation) 
soit synthétisés de novo en réponse à un stimulus. Les différents médiateurs cellulaires 
sont : les amines vasoactives (histamine et sérotonine), les peptides vasoactifs, les 
anaphylatoxines, les médiateurs lipidiques, les enzymes protéolitiques, les cytokines 
pro-inflammatoires et les chimiokines.  
 
Dans ce travail de thèse, nous nous intéressons particulièrement aux cytokines. Ce sont 
des glycoprotéines, synthétisées et libérées par diverses cellules sous l’influence de 
stimulus variés. Elles sont considérées comme des médiateurs de la communication 
intercellulaire et sont donc de bons « bio-marqueurs » pour étudier l’initiation de 
l’inflammation in vitro. Une même cytokine peut être produite par différents types 
cellulaires et agir sur un nombre important de cibles différentes (actions autocrine et 
paracrine). Elles interviennent dans les mécanismes de l’inflammation et de l’immunité. 
De nombreuses cytokines ont été recensées : au moins 40 cytokines à ce jour. Les 
principales cytokines intervenantes dans la réaction inflammatoire sont : les interférons 
gamma (activent les macrophages par exemple), les facteurs chimiotactiques 
(monocytes, neutrophiles…) et les interleukines (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α ...).  
 
Les interleukines IL-6 et IL-8 nous intéressent particulièrement, car ce sont les cytokines 
sécrétées en majorité par les cellules endothéliales (175, 176). 
 
L’interleukine-6 (IL-6) est une cytokine pro-inflammatoire pléiotropique et immuno-
modulatrice. Elle est produite par les phagocytes (macrophages et cellules dendritiques) 
et par les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales… en réponse à des stimuli 
variés dont certains agents infectieux ou leurs composants. L’IL-6 intervient dans les 
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mécanismes de l’immunité en favorisant la différenciation des lymphocytes B en 
plasmocytes, en stimulant la prolifération des lymphocytes T en association avec l’IL-2 
et en favorisant la génération de lymphocytes T cytotoxiques. L’IL-6 intervient aussi en 
activant des phagocytes et modifiant l’endothélium, en favorisant le recrutement des 
monocytes sanguins vers les tissus et en stimulant la production des protéines de la 
phase aiguë de l’inflammation par les hépatocytes.  
 
L’interleukine-8 (IL-8) est une chimiokine dont la propriété principale est d’attirer les 
neutrophiles et leucocytes circulants vers le foyer inflammatoire. Elles sont produites 
par de nombreuses cellules (monocytes, macrophages, fibroblastes, cellules 
endothéliales, hépatocytes…) après stimulation par l’IL-1 ou les TNF-α. Les 
polynucléaires neutrophiles sont la cible privilégiée de l’IL-8 par l’intermédiaire d’un 
récepteur spécifique : l’IL8-R. L’IL-8 induit le chimiotactisme et l’activation des 
neutrophiles avec induction de cyclooxygénase, de lipooxygénase et de NO-synthase.  
 

ii. L’inflammation et l’HTP 
 
L’inflammation est une composante majeure de l’HTP. Elle est présente dans tous les 
types d’HTP mais beaucoup plus décrite dans le cas de l’HTAP. En effet, la question de 
l’auto-immunité dans le cas de l’HTAP a été soulevée (177). Chez des patients avec un 
terrain immunitaire déficient (infection VIH…), le rôle de l’inflammation a été 
majoritairement étudié.  
Il y a actuellement un débat sur le recrutement des cellules inflammatoires avec deux 
hypothèses : (i) « inside-out » où les cellules proviendraient du sang et s’infiltreraient 
par l’intima : diffusion dans les vaisseaux. (ii) « outside-in » : apparition précoce de 
cellules inflammatoires au niveau de l’adventice qui serait la première couche de cellules 
infiltrées par les cellules inflammatoires (178, 179).  
Dans l’HTP, les interleukines ou cytokines pro-inflammatoires sont des marqueurs de la 
gravité de la maladie. En effet, ce sont des facteurs solubles que l’on peut retrouver dans 
le sang comme le facteur de nécrose tumorale (TNF-α), et les interleukines (IL-1β, IL-2, 
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70) (175, 180). Des taux élevés de CRP, TNF-α, et IL-6 sont 
observés chez les patients HTP associée à la BPCO (181, 182). L’augmentation des 
chimiokines attirent les cellules inflammatoires, ce qui entraîne une augmentation de 
l’infiltration de cellules inflammatoires. 
 
Des infiltrats inflammatoires sont également observés autour des vaisseaux 
pulmonaires chez les patients atteints d’HTP avec la présence de cellules 
immunologiques (macrophages, lymphocytes B et T…) (178). L’ensemble de ces 
observations, contribuent donc au remodelage dans l’HTP et l’HTAP (183). 
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L’hyperréactivité, le remodelage vasculaire et l’inflammation sont les trois principaux 
mécanismes, étroitement liés, retrouvés dans l’HTP expliquant l’augmentation des 
résistances vasculaires pulmonaires (RPV) (fig. 27).  
 

 
Figure 27: Les trois principaux mécanismes, étroitement liés, retrouvés dans l’HTP expliquant 
l’augmentation des RPV. Au cours de l’HTP, il y une augmentation des RPV qui vont augmenter 
l’hypertrophie du ventricule droit (cœur) qui conduit à des insuffisances cardiaques. Accompagnées d’une 
vasoconstriction progressive des petites artères pulmonaires, une inflammation importante et un 
remodelage artériel.  
 
D’un point de vue moléculaire, les différentes cellules (les CE, les CML et les fibroblastes) 
sont impliquées dans le développement de l’HTP au niveau de ces trois mécanismes.  
La dysfonction endothéliale reste un prédicateur précoce d'événements 
cardiovasculaires ou de mortalité ultérieure et joue un rôle majeur à l’interface de ces 
trois mécanismes (184). Par ailleurs, le stress oxydant joue également un rôle important 
dans le développement des maladies cardiovasculaires et serait impliqué dans la 
dysfonction endothéliale observée dans ces pathologies.  

3.4.d Le rôle du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale  

Parmi les différents mécanismes physiopathologiques retrouvés dans l’HTP, on retrouve 
un dénominateur commun : le stress oxydant avec la surproduction d’ERO,  la 
diminution des capacités antioxydantes et la diminution de la biodisponibilité du NO 
(12, 185). 
 

i. Généralités sur le stress oxydant 
 
Il a été montré le rôle primordial des ERO dans la physiopathologie vasculaire. Produites 
en petite quantité, à l’état physiologique, les ERO interviennent dans diverses cascades 
de signalisation intracellulaire (186). Lorsque les ERO sont produites en forte quantité 
(condition pathologique, exposition à des xénobiotiques, altération du système de 
défense antioxydant), la balance pro-oxydants vs. antioxydants est déséquilibrée en 
faveur d’un stress oxydant. 
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Au niveau du système cardiovasculaire, les ERO exercent un rôle physiologique 
important dans le maintien de l’intégrité cardiaque et vasculaire et un rôle 
physiopathologique dans les dysfonctions cardiovasculaires, telles que l’athérosclérose, 
l’hypertension artérielle systémique et pulmonaire, le diabète, etc. (187, 188). Les ERO 
constituent une variété de molécules oxydantes qui inclut des radicaux libres et des 
espèces non radicalaires (189-191). Les espèces radicalaires sont des molécules 
possédant au moins un électron non apparié (électron célibataire). Cela leur confère une 
grande instabilité chimique et sont donc très réactives vis-à-vis de nombreux composés 
(atomes, molécules…). 
 
Les espèces radicalaires sont : l’anion superoxyde (O2˙-), le radical hydroxyle (˙OH), les 
radicaux lipidiques (LO˙et LOO˙) et le monoxyde d’azote radicalaire (NO˙). 
Les espèces non radicalaires sont: l’oxygène singulet (1O2), le peroxyde d’hydrogène 
(H2O2), l’acide hypochloreux (HOCl) et les peroxynitrites (ONOO )̅. 
 
L’anion superoxyde (O2˙-) est obtenu par la capture d’un électron par l’oxygène singulet. 
Il est principalement produit par la chaine respiratoire mitochondriale et la NADPH 
déshydrogénase. Il peut diffuser dans la cellule de l’ordre d’une dizaine de secondes et il 
est le radical oxygéné le plus abondamment formé. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 
peut être obtenu par oxydation ou dismutation. Il réagit avec le fer (Fe2+), via la réaction 
de Fenton pour donner le radical hydroxyle (fig. 28). Le radical hydroxyle (˙OH) est une 
espèce très réactive. En raison de sa faible durée de vie, il diffuse peu et agit 
essentiellement sur son lieu de production.  
 

 

Figure 28: Production des ERO par la réduction progressive de l’O2 en H2O. D’après les cours 
d’Armelle Baeza-Squiban, 2015. 

 
 

x Les principales sources d’ERO dans la cellule:  
 

Les mitochondries sont une source importante d’ERO, au niveau du complexe I et III, 
lors du transfert d’électrons par la réduction progressive du dioxygène (O2) en eau 
(H2O), lié au métabolisme cellulaire. Il existe d’autres sources d’ERO au niveau cellulaire: 
les NADPH oxydases (NOX) lors de la défense cellulaire, de la signalisation et de 
l’apoptose, les NO synthases lors de la production de peroxynitrites et les 
myéloperoxydases. La production d’ERO peut également provenir des xanthines 
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oxydases lors du catabolisme des bases puriques ; des cyclo-oxygénases, lipoxygénases 
lors de la synthèse des prostaglandines et des LOOH et des cytochromes P450 lors du 
métabolisme des xénobiotiques (fig. 29) (192-195). 
 

 
Figure 29: Schéma des différentes sources intracellulaires de la formation des ERO (196). 
 
Les ERO peuvent causer des effets délétères si elles sont produites en importante 
quantité, mais leur niveau est finement régulé par un système de défense antioxydant 
afin de maintenir une homéostasie cellulaire.   
 

x Le système de défense enzymatique: 
 
Ce système de défense comprend la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion 
peroxydase, l’hème oxygènase, les thiols-disulfures oxydoréductases et transférases 
(NADPH-quinone oxidoreductase-1 : NQO-1) (fig. 30) (197). 
 

   
Figure 30: Le système antioxydant enzymatique cellulaire. D’après les cours d’Armelle Baeza-Squiban, 
2015. 
 
La superoxyde dismutase (SOD): 
Il existe trois types de SOD, catalysant toutes la même réaction : la dismutation de l’O2˙-

 en H2O2. Elles se différencient par leur localisation cellulaire et leur composition en 
cofacteurs métalliques (Cuivre (Cu), Zinc (Zn), Fer (Fe) et Manganèse (Mn)), l’atome de 
métal étant situé sur leur site actif. Il y a coexistence de trois formes de SOD chez l'être 
humain. Le premier type la SOD Cu/Zn (SOD1) est une protéine dimérique qui se trouve 
dans le cytoplasme, le noyau et/ou dans les peroxysomes. Le deuxième type la SOD Mn 
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(SOD2) est mitochondriale. Il existe un troisième type de SOD tétramèrique, la SOD 
Fe/Cu/Zn (SOD3) extracellulaire. Cette protéine a la capacité de se lier à la surface des 
membranes cellulaires ou dans le collagène de type I, elle protège les cellules du stress 
oxydant exogène (198). 
 
La catalase (CAT) : 
Elle agit en synergie avec la SOD. Cette enzyme est largement présente dans tout 
l’organisme, c’est une des enzymes les plus abondantes chez l’être humain. Elle se 
retrouve principalement dans les peroxysomes du foie, des reins et dans les globules 
rouges (199). Les niveaux d’H2O2 sont régulés à la baisse par les enzymes antioxydantes, 
notamment la catalase et les peroxydases (111).  
 
La glutathion peroxydase (GPx) : 
Elle agit également en synergie avec la SOD et permet donc d’accélérer la dismutation de 
l’H2O2 en O2. Elle peut se trouver dans le milieu extracellulaire, dans le cytosol et dans 
les mitochondries. Deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en 
glutathion-disulfure (GSSG) lors de cette réaction. Il existe une GPx associée à la 
membrane mitochondriale : la phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase 
(PHGPx) impliquée notamment dans la diminution de la peroxydation lipidique 
(peroxyde organique ROOH en ROH) (200). 
 
L’hème oxygènase (HO-1) : 
Elle catalyse la dégradation de l’hème en produisant de la biliverdine, du fer et du CO. La 
biliverdine est ensuite convertie en bilirubine par la biliverdine réductase. L’HO-1 peut 
être induite en réponse à un stress comme l’hypoxie ou les cytokines. Cette induction fait 
intervenir le facteur de transcription  Nrf2 qui va le lier à une séquence régulatrice 
appelée élément de réponse antioxydant (ARE pour antioxidant responsive element) qui 
se situe sur la région du promoteur des gènes antioxydants (201). 
 

x Le système non enzymatique: 
 
Ce système comprend, d’une part, des molécules non-enzymatiques endogènes : les 
métallothionéines, le glutathion GSH, l’acide urique, la bilirubine, la coenzyme Q10 et 
l’acide lipoïque et, d’autre part, des molécules exogènes (apportés par l’alimentation): 
les vitamines C et E (acide ascorbique et α-tocophérol), les caroténoïdes, les flavonoïdes, 
polyphénols, la procystéine et la N-acétylcystéine. 
 
Les ERO peuvent causer des effets délétères si elles sont produites en grande quantité. 
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ii. Le stress oxydant dans l’HTP 
 
L’implication du stress oxydatif dans les pathologies vasculaires pulmonaires a été mise 
en évidence dans de nombreux modèles animaux mimant l’HTP, ainsi que chez l’être 
humain (12). Dans l'hypertension induite par l'hypoxie chronique ou par la 
monocrotaline, une augmentation de la production d’ERO a été observée dans les artères 
pulmonaires (175, 202-206). Par ailleurs, de nombreuses altérations (hyperréactivité et 
remodelage) observées dans les pathologies vasculaires pulmonaires peuvent être 
diminuées suite à l'administration d'antioxydants (207, 208).  Ces observations 
concordent avec des études qui montrent la présence de biomarqueurs du stress 
oxydant (GPx, Malondialdéhyde: MDA) retrouvés chez l’humain au niveau urinaire et 
sanguin (209, 210).  
 

x Les sources d’ERO dans l’HTP: 
 
Plusieurs études ont montré le rôle important de la NADPH oxydase (particulièrement  
au niveau des sous-unités de NOX2 et NOX4) dans la génération d’ERO dans des modèles 
d’animaux d’HTP (211-213). L’augmentation d’ERO peut également provenir du 
découplage de la eNOS dans les artères pulmonaires, avec un déficit de la synthèse du 
co-facteur BH4. En effet, la eNOS joue un rôle central dans le maintien de l'homéostasie 
vasculaire, elle peut être source de NO, mais également de l’O2˙-, en absence du co-
facteur BH4 (214-216). Les ERO peuvent également être produits par les mitochondries 
dysfonctionnelles et la xanthine oxydase dans les pathologies cardiovasculaires (161). 
 

x Les ERO impliqués dans l’hyperréactivité et le remodelage lors de l’HTP: 
 

Le stress oxydant a un rôle important, dans l’hyperactivité et le remodelage des 
vaisseaux pulmonaire, associé à une perturbation de l’homéostasie calcique. En effet, il a 
été démontré que la surproduction d’ERO augmente la [Ca2+]i et, inversement, que les 
[Ca2+]i participent à la génération d’ERO (217). En effet, les ERO peuvent activer les 
canaux Ca2+ par deux mécanismes, soit par l’activation directe des canaux (TRPA1, 
TRPV4, TRPM4) sur leurs résidus cystéine sensibles au changement rédox, ou bien par 
l’activation des canaux du type TRPM2 par des métabolites générés lors de la production 
d’ERO (218-220). En plus de moduler l'activité des canaux situés à la membrane 
plasmatique, les ERO peuvent également induire une libération de Ca2+ à partir des 
stocks intracellulaires (221-223). L’H2O2 peut  activer la phospholipase C, ce qui conduit 
à la conversion de PIP2 en IP3 et en DAG, déclenchant la libération du Ca2+  à partir du RE 
(224). Cependant, les réponses calciques médiées par les ERO ne sont pas clairement 
étudiées dans l’HTP, l’augmentation de [Ca2+]i est la conséquence, probablement 
simultanés, de plusieurs phénomènes de libération du Ca2+ (afflux intracellulaires). 
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Les interactions entre les ERO et le Ca2+ ont été impliquées dans plusieurs mécanismes 
spécifiques induisent une augmentation de l’hyperréactivité, notamment (11(11):  
-la vasoconstriction pulmonaire hypoxique (VPH),  
-la vasoconstriction artérielle pulmonaire dans l'hypoxie chronique, 
-la production du NO. 
 
Le mécanisme précis par lequel l'hypoxie provoque une vasoconstriction pulmonaire 
soit encore à élucider, il est admis que les ERO favorisent la contraction des CML en 
déclenchant une augmentation des [Ca2+]i. Par ailleurs, il a été montré que les anti-
oxydants abolissent la réponse de la VPH dans les myocytes isolés du poumon et de 
l'artère pulmonaire (225, 226).  
La libération des facteurs vasoconstricteurs peut dépendre du stress oxydatif, il peut 
stimuler à la fois l'expression du gène ET-1 et la sécrétion du peptide ET-1 (227). Mais il 
peut être également impliqué dans la diminution de l'expression et l’activité des canaux 
potassiques qui sont sensibles à la tension rédox. Ces phénomènes vont conduire à une 
vasoconstriction accrue (159, 161). 
L’anion superoxyde généré par les NOX peut réagir avec le NO pour produire des 
peroxynitrites (ONOO ̅) et diminuer la biodisponibilité du NO (228), ce qui peut 
entrainer des effets délétères comme la diminution de la vasodilatation dans les CE 
(229). Les ERO générées par les NOX peuvent oxyder les résidus de cystéine sur la eNOS 
pour réduire la liaison à BH4 et donc entrainer le découplage de la eNOS (230, 231). 
La iNOS peut également générer du NO et des ERO simultanément, qui vont interagir 
entre eux pour former des peroxynitrites. Ces dernier ont de fortes propriétés oxydantes 
vis-à-vis d’un certain nombre de molécules biologiques et peuvent induire la mort 
cellulaire (232). 
 
Une altération de la production des divers facteurs vasoactifs endothéliaux est observée 
chez les patients atteints d'HTP. Etant donné que la majorité de ces facteurs affectent la 
croissance des CML, une altération de leur production peut faciliter le développement 
d'une hypertrophie vasculaire pulmonaire et donc un remodelage structurel 
caractéristique de l’HTP. La migration et la prolifération cellulaire peuvent également 
dépendre à la fois des ERO et du [Ca2+]i dans divers types de tissus (217). Des données 
ont montré que l'exposition des CE au VEGF augmentait les ERO dérivées du NADPH, 
entraînant une modification post-traductionnelle de SERCA2b (S-glutathiolation), une 
augmentation de [Ca2+]i et une migration des cellules (223).  
 
Le stress oxydatif induit également l'expression de plusieurs facteurs de croissance tels 
que le facteur de croissance transformant β1 (TGF-β1), le facteur de croissance 
endothélial vasculaire (VEGF), le facteur de croissance fibroblastique 2 (FGF-2) et le 
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) (233-235). Les ERO régulent HIF-1 
(facteur inductible par l'hypoxie) qui est un senseur de l'O2, essentiel au maintien de 
l'homéostasie de l'oxygène (236). HIF-1 est aussi impliquée dans la prolifération des 
CML et l’induction des facteurs de croissance (237, 238). Ensemble, la dérégulation de 
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ces facteurs constrictifs et prolifératifs par les ERO favorise le remodelage vasculaire 
observé dans le cas de l’HTP (239).  
 
En résumé, les ERO jouent un rôle primordial dans la régulation de la libération 
intracellulaire et de l’entrée de Ca2+ dans les CE. Les ERO et le Ca2+ sont impliqués dans 
les altérations de la vasoréactivé retrouvée dans l’HTP. Les mécanismes par lesquels les 
ERO contribuent au développement de la dysfonction vasculaire et au remodelage de 
l’HTP peuvent être divisés en deux grandes catégories: les facteurs affectant le tonus 
vasculaire et les facteurs influant sur l'épaisseur de la paroi vasculaire (fig. 31).  
 

 
Figure 31 : Effets des ERO dans la dysfonction endothéliale sur les CE et les CML (239). 

 
 

x Les ERO et l’inflammation dans l’HTP: 
 

L'inflammation est une caractéristique commune du remodelage des vaisseaux sanguins 
caractérisés par une accumulation de cellules inflammatoires périvasculaires (240). Les 
ERO (en particulier O2˙- et H2O2) jouent un rôle central dans les cascades de signalisation 
qui conduisent à la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires contribuant à 
l’exacerbation de l’inflammation observée dans les pathologies vasculaires telles que 
l‘HTP (241-243). Il est important de noter que le stress oxydatif est une caractéristique 
retrouvée dans la plupart des maladies cardiovasculaires et qu'il contribue à l'activation 
des CE, favorisant l'adhérence et l'infiltration des cellules immunitaires ainsi que 
l'activation de ces cellules immunitaires infiltrées. L'activation des CE représente une 
adaptation physiologique à différents stimuli et peut être considérée comme une 
réponse à une lésion. Mais elle peut également être une étape précoce dans le 
développement d'un dysfonctionnement endothélial (vasculaire) dans des conditions 
inflammatoires chroniques, par exemple. 
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x Les ERO des mitochondries (EROmt): 
 

Des altérations mitochondriales ont été mises en évidence dans l’HTP (244). Lors d’une 
production accrue d’EROmt au niveau mitochondrial, des dommages oxydatifs peuvent 
avoir lieu et conduire à un dysfonctionnement cellulaire voire la mort cellulaire. Une 
surproduction de l’O2˙- mitochondrial peut entrainer une altération de l'ADNmt, un 
processus de lipoperoxydation et oxyder des protéines. Les EROmt peuvent également 
endommager les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale, ce qui peut 
exacerber la production d’EROmt et créer un cercle vicieux qui contribue au 
dysfonctionnement endothélial et aux maladies vasculaires (245). La modification du 
potentiel membranaire mitochondrial (PMM) peut aussi déclencher une production 
excessive d’EROmt. 
De nombreuses réactions enzymatiques qui se produisent dans les mitochondries, 
nécessitent du Ca2+. Une augmentation des taux de Ca2+ mitochondrial et des EROmt est 
souvent observée dans des conditions apoptotiques (246).  
 
 

L’inflammation et le stress oxydant jouent donc un rôle important dans la 
physiopathologie de l’HTP (247, 248). Un déséquilibre entre production et détoxication 
des ERO au niveau des vaisseaux pulmonaires entraine différents signaux qui 
conduisent à une vasoréactivité importante, une augmentation de la migration et de la 
prolifération cellulaire, ainsi qu’un remodelage des artères pulmonaires (249-251) (fig. 
32). 
 

 
Figure 32 : Effets des ERO dans l’HTP. 
Les voies de signalisation sensibles aux variations redox dans les cellules vasculaires pulmonaires et rôles 
des ERO dans l'hypertension pulmonaire (239). 
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De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont montré une corrélation entre 
les pics de pollution atmosphérique particulaire et l’augmentation de pathologies 
respiratoires et cardiovasculaires. D’après l’OMS, 80 % des décès liées à la pollution 
atmosphérique sont dus aux pathologies cardiovasculaires. Le chapitre suivant décrit les 
effets des particules atmosphériques sur la santé, plus particulièrement sur le système 
cardiovasculaire.  
 
Les personnes atteintes de pathologies vasculaires et en particulier d’hypertension 
pulmonaire pourraient donc être plus sensibles à la pollution particulaire. Malgré les 
nombreuses études épidémiologiques et cliniques montrant une corrélation entre la 
pollution particulaire et l’augmentation de ces pathologies, les mécanismes d’action 
toxique des particules sur les cellules cibles vasculaires humaines sont peu décrits dans 
la littérature et notamment les effets de PM2.5 et de NPs sur les cellules cibles 
endothéliales humaines. De plus, malgré le rôle clé du calcium dans la régulation du 
tonus vasculaire, peu d’études s’intéressent aux effets des PM2.5 et des NPs sur la 
signalisation calcique dans les cellules endothéliales. 
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4. Effets des particules sur la santé humaine 
 
La dernière partie de cette étude bibliographique a pour objectif de présenter les effets 
des particules sur la santé. L’impact de l’exposition humaine aux particules 
atmosphériques sur la santé s’évalue par des études toxicologiques (mécanistiques) 
mais également par des études épidémiologiques et cliniques. Dans un premier temps, 
les effets des particules de la pollution sur la santé humaine seront exposés, d’après des 
études épidémiologiques à court terme et à long terme, axées sur les pathologies cardio-
vasculaires. Dans un second temps, les données déjà connues sur les différents 
mécanismes d’action cytotoxiques des particules seront abordées. L’étude de la toxicité 
des particules atmosphériques, permet, à partir de leur taille et de leurs caractéristiques 
physico-chimiques de comprendre leurs effets néfastes sur la santé humaine. 
 

4.1 Etudes épidémiologiques 
 
Les effets sanitaires et environnementaux induits par un grand nombre de polluants de 
l’air sont bien connus depuis de nombreuses années. Il est clairement établi aujourd’hui, 
notamment sur la base de plusieurs études épidémiologiques, que les niveaux de 
pollution actuels de l’air ambiant ont un impact sur la santé, et plus particulièrement au 
niveau respiratoire et au niveau cardiovasculaire. À court terme, on observe une 
augmentation des hospitalisations pour causes de pathologies cardiovasculaires et 
respiratoires et des décès prématurés. À long terme, l’exposition aux polluants 
atmosphériques entraîne une augmentation du risque de développer un cancer du 
poumon ou des maladies cardiovasculaires et respiratoires chroniques (asthme, 
broncho-pneumopathie obstructive (BPCO), infarctus du myocarde, insuffisance 
cardiaque, cardiopathies...) (252-255) (256-258). Mais également sur d’autres 
pathologies comme le diabète de type 2, les maladies neuro-dégénératives et même 
l’obésité (259-264) (265-268). 
 
L’OMS estime que plus de 700 000 décès prématurés dans le monde par an peuvent être 
attribués à la pollution par les particules en suspension dans l'air. Des études récentes 
ont montré que les émissions de PM sont principalement impliquées dans 
l’augmentation de l’incidence des pathologies respiratoires et cardiovasculaires 
comparé aux autres polluants atmosphériques (1).  
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C’est en 1872 que Robert Angus Smith a publié l'une des premières études liées à la pollution 
atmosphérique intitulée : « Air and Rain: the Beginnings of a Chemical Climatology ». R.A. Smith 
est le pionnier des études sur les polluants atmosphériques en tant que composants dangereux 
de l'air urbain et il a spécifiquement analysé leur présence dans les « pluies acides ». 
Le 20ème siècle a été marqué par plusieurs incidents majeurs causés par une pollution 
atmosphérique aiguë.  
-En décembre 1930, dans la vallée de la Meuse en Belgique : entre le 4 et le 5 décembre, 60 
décès ont été causés par un épais brouillard. L'enquête sur cet incident environnemental a 
révélé que l'épais brouillard avait piégé les polluants des cheminées et créé un nuage toxique, 
qui a stagné au-dessus de la vallée, causant ces décès (269). 
-En octobre 1948, une catastrophe environnementale a eu lieu à Donora, en Pennsylvanie. 
L'incident a causé 20 morts subites. Selon une estimation, de 5 000 à 7 000 personnes (sur 14 
000 habitants) sont tombées malades. En plus des 20 décès, il y a eu 400 hospitalisations (270).  
-En 1952, un incident environnemental majeur s’est produit dans le Grand Londres. Du 5 au 9 
décembre, un épais brouillard chargé de polluants provenant des chauffages et des installations 
industrielles a presque paralysé la ville entière. Il y a eu une augmentation de 48% de toutes les 
admissions à l'hôpital et une augmentation de 163% des admissions liées aux maladies 
respiratoires. Pendant et peu après l'incident, le nombre de décès était significativement élevé. 
Une analyse rétrospective a montré qu'il y avait près de 12 000 décès de plus entre décembre 
1952 et février 1953 (271). 

 

4.1.a Etudes à court terme 

Une exposition de quelques heures à quelques jours (exposition aiguë, dite à court 
terme) à la pollution atmosphérique entraîne des symptômes bien définis comme : une 
augmentation des symptômes allergiques, crises d’asthme, irritations des voies 
respiratoires, oculaires et du nez, exacerbation de troubles respiratoires et cardio-
vasculaires pouvant conduire à une hospitalisation, et, dans les cas les plus graves au 
décès. Les effets à court terme sont principalement évalués lors d’hospitalisation 
associées à des pics de pollution en prenant en compte la mortalité.  
 
Différentes études américaines depuis le début des années 90 ont mis en évidence une 
corrélation entre des taux élevés de PM10 dans l’air et une mortalité journalière en 
hausse (252, 272, 273). Dans un dizaine de villes américaines, dont Chicago, entre 1988 
et 1993, une augmentation de 10 μg/m3 du niveau de PM10 a été associée à des 
augmentations de 1,27 %, 1,45% et 2,00 % des admissions à l'hôpital pour cardiopathie, 
BPCO et pneumonie respectivement (274, 275). Une étude européenne (APHEA2) a 
montré que les PM10 et la fumée noire étaient des facteurs prédictifs de la mort 
quotidienne dans les zones étudiées lors de pics de pollution. Une augmentation de la 
concentration atmosphérique de PM10 et de fumée noire (10 μg/m3) a entrainé une 
augmentation du nombre total de décès quotidiens respectivement de 0,7 % et 0,5 % 
(276). Il a également été montré que pour chaque augmentation de PM2.5 dans l’air 
ambiant de 5-6 mg/m3,  une augmentation de la mortalité due aux maladies 
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respiratoires (+ 1,5 %) et aux maladies cardiovasculaires (+ 0,8 %) a été constatée (277, 
278). 
 
L’exposition à court terme (pic de pollution) à la pollution de l’air  a des impacts 
importants sur la santé, en particulier pour les personnes vulnérables ou sensibles, 
telles que les femmes enceintes, les nourrissons et jeunes enfants, les personnes de plus 
de 65 ans, les personnes souffrant de pathologies cardio-vasculaires (insuffisances 
cardiaques) et respiratoires (asthme et BPCO) mais aussi les personnes se reconnaissant 
comme sensibles lors des pics de pollution et/ou dont les symptômes apparaissent ou 
sont amplifiés lors des pics (diabétiques, personnes immunodéprimées, personnes 
souffrant d’affections neurologiques ou à risque infectieux) (tableau 4) (274, 279). 
 

 
Tableau 4 : Différence entre une population vulnérable et une population sensible. Par rapport à la 
population générale, les personnes vulnérables ou sensibles à la pollution de l’air vont présenter plus 
rapidement ou plus fortement des symptômes suite à une exposition à cette pollution, que ce soit à court 
terme ou à long terme. 
 
Les effets aigus correspondent souvent à une inflammation des voies respiratoires. Le 
stress oxydatif est également un des premiers événements déclencheur suite à 
l’exposition à la pollution atmosphérique (dans les premières 24 h) (280, 281). 
L'inflammation pulmonaire pourrait entraîner une augmentation de la réponse 
inflammatoire systémique dans les infarctus du myocarde chez les patients atteints de 
BPCO (282). 
 

4.1.b Etudes à long terme 

Une exposition chronique, dite à long terme, à la pollution de l’air entraîne des effets sur 
la santé pouvant, dans ce cas, contribuer au développement ou à l’aggravation de 
maladies chroniques telles que les cancers, les pathologies cardiovasculaires et 
respiratoires, les troubles neurologiques, les troubles du développement, etc. 
L’exacerbation de pathologies chroniques qui se traduit par la survenue de symptômes 
peut conduire à des hospitalisations, voire au décès (253). Les effets à long terme de la 
pollution atmosphérique sur la mortalité sont étudiés dans des études de cohorte. Ces 
études couvrent des années d'exposition, comprennent un grand nombre de participants 
et fournissent des informations sur les effets de la pollution atmosphérique (283). Des 
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études récentes mettent de plus en plus en évidence les effets indésirables de la 
pollution atmosphérique chez la femme enceinte (faible poids à la naissance, naissance 
prématurée...), ainsi que chez l’enfant (maladies respiratoires telles que l’asthme).  
 
Les effets à long terme de la pollution atmosphérique sur la mortalité ont 
principalement été associés aux concentrations ambiantes de PM2.5  (1). Des études au 
début des années 2000 aux Etats-Unis, ont montré une corrélation entre l’effet à long 
terme des PM2.5 (pour une augmentation de 10 µg/m3) et l’augmentation de la mortalité 
cardio-pulmonaire (6 %) ainsi que les cancers pulmonaires (8 %) (14).  
 

4.1.c Effets de la pollution sur le système cardiovasculaire 

Les particules fines et ultrafines ont l'impact le plus important sur la mortalité 
cardiovasculaire, comparativement aux particules grossières (284). La composition des 
particules est aussi un paramètre à prendre en compte, certains résultats montrant que 
les particules carbonées provenant de sources dérivées de la combustion, telles que la 
circulation routière, les combustibles fossiles et la combustion du bois sont les plus 
incriminées dans la toxicité cardiovasculaire (285). Étant donné que la composition 
chimique des particules ambiantes varie considérablement d’une zone géographique à 
l’autre, il est difficile d’identifier un ou des composants spécifiques qui provoquent une 
toxicité cardiovasculaire. Les NPs noires de carbone provenant de processus de 
combustion incomplète ont été considérées comme un des principaux constituants des 
PM contribuant aux effets toxiques cardiovasculaires (286, 287).  
 
L’exposition à long terme aux PM2.5 est associée à plusieurs pathologies (cancers et 
maladies respiratoires), cependant, le pourcentage le plus élevé de mortalité est dû aux 
maladies cardiovasculaires (en particulier aux cardiopathies ischémiques) (estimation 
regroupée 3 %. Une étude récente a rapporté que 4,2 millions de décès, représentant 7,6 
% de la mortalité mondiale totale, sont imputables aux PM2.5 ambiantes (288).  
L'exposition à court terme à des pics de pollution atmosphérique par les particules 
ambiantes est associée (résultats cliniques) à des effets vasculaires néfastes qui 
entrainent des pathologies cardiovasculaires: le syndrome coronarien aigu, les accidents 
vasculaires cérébraux ischémiques, la thrombose artérielle, l’infarctus du myocarde, la 
thromboembolie veineuse et à l'arythmie. Les personnes présentant une maladie 
cardiovasculaire préexistante sont les plus vulnérables (18, 277, 289, 290). 
 
Même si les NPs ne représentent qu'un faible volume de la masse totale de particules 
dans l’atmosphère, leur très grande surface et leur nombre jouent un rôle important 
dans leurs effets sur la santé (291, 292). Des études ont montré que les particules fines 
et les NPs provoquent des arythmies, réduisent la contractilité des myocytes et 
réduisent le débit sanguin coronarien (293, 294).  
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L'exposition à la pollution atmosphérique entraîne des altérations importantes de 
nombreux indices cardiovasculaires (fig. 33). Certains des effets (modifications de la 
fréquence cardiaque, variabilité de la fréquence cardiaque, pression sanguine, tonus 
vasculaire et coagulabilité du sang) se développent de manière aiguë en réponse à 
l’augmentation des concentrations de particules ambiantes.  
 

x Indices cardiovasculaires: 

La tension artérielle : une étude sur 62 patients en réadaptation cardiaque ambulatoire a 
indiqué que 120 h d'exposition à des niveaux moyens de PM2.5 de 10,5 μg/m3 étaient 
associées à des augmentations des pressions systolique et diastolique au repos de 2,7 et 
2,8 mm Hg respectivement. Chez les sujets ayant une fonction cardiaque au repos ≥ 70 
battements/min, une exposition de 48h aux concentrations de PM2.5 (concentration 
moyenne de 13,9 μg/m3) a entraîné une augmentation très significative de la pression 
artérielle moyenne (6,95 mm Hg). Des études humaines ont montré que l'exposition aux 
particules perturbe la fonction vasculaire et l'hémodynamique systémique, entraînant 
éventuellement une hypertension. L’augmentation de la pression artérielle contribue à 
un risque élevé de maladie cardiovasculaire (295). 
 
Le tonus et la réactivité vasculaires: dans une étude visant à étudier les effets des 
polluants atmosphériques sur la fonction vasculaire humaine, il a été démontré qu’après 
2 h d’inhalation de particules ambiantes associées à de l’ozone (environ 150 μg/m3 et 
120 ppm, respectivement) les volontaires ont développé une diminution significative du 
diamètre de l'artère brachiale de 0,09 mm (296). Des niveaux accrus de PM2.5 et de 
particules noires de carbone ont été associés à une diminution de la réactivité vasculaire 
dépendante de l'endothélium chez les patients atteints de diabète de type II (265). 
 
L'athérosclérose est une maladie touchant les artères de gros et moyen calibres et qui 
est caractérisée par l'apparition de plaques d'athérome. Dans une étude portant sur 798 
patients du bassin de Los Angeles, une augmentation de l'épaisseur de l'intima-média de 
l'artère carotide de 5,9 % a été observée pour une augmentation de 10 μg/m3 de PM2.5 

dans l'air ambiant (297).  
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Figure 33 : Les différents effets cardiovasculaires après exposition à la pollution particulaire des PM2.5 et 
PM10. 
 

4.1.d La pollution particulaire et l’hypertension 

L'endothélium joue un rôle crucial dans la régulation du débit sanguin coronarien et des 
fonctions cardiaques, telles que les maladies coronariennes, l'insuffisance cardiaque et 
l'hypertension (265, 298-301). Les PM sont considérées comme le principal médiateur 
du dysfonctionnement vasculaire systémique, des études expérimentales suggérant un 
stress oxydatif et une biodisponibilité réduite du monoxyde d'azote, susceptibles d'être 
des mécanismes clés (302, 303). Des observations récentes d'une vaste étude réalisée, 
suggèrent qu'une exposition à long terme aux PM2.5, même à de faibles concentrations 
aux États-Unis, est associée à un dysfonctionnement endothélial persistant (304).   
 
Tornqvist H. et ses collaborateurs (2007), ont montré que la vasodilatation endothéliale 
dans les vaisseaux périphériques est très vite altérée après une exposition aux gaz 
d'échappement de moteurs diesel dilués et peut persister jusqu'à 24 h (74, 305).  
 
Une étude africaine a montré qu’il y aurait un lien de causalité entre une exposition à 
une pollution de l’air intérieur et le déclenchement de l’hypertension pulmonaire et 
l’insuffisance cardiaque droite (306). Enfin, une étude, plus récente (2016), a montré 
qu'une exposition à long terme à la pollution atmosphérique liée au trafic routier 
pouvait entraîner une augmentation de la pression artérielle et par conséquent 
augmenter le risque d’hypertension chez les européens (307, 308). 
 

4.1.f Effets de la diminution de la pollution atmosphérique  

Plusieurs études épidémiologiques ont analysé les bénéfices en termes d’impacts 
sanitaires pouvant être observés lorsque les niveaux de pollution diminuent. Ainsi, par 
exemple, l’interdiction par le gouvernement irlandais de la vente de charbons 
bitumineux à Dublin en 1990 a provoqué une diminution nette des concentrations de 
particules, associée à une baisse de plus de 6 % de la mortalité dans les 6 années suivant 
l’intervention. En Europe, le projet Aphekom a étudié, sur 20 villes, les effets de la 
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législation de l’UE portant sur la réduction de la teneur en soufre des carburants et a 
estimé que la réduction conséquente des concentrations atmosphériques en dioxyde de 
soufre (SO2) observée suite à cette mesure a permis d’éviter quelques milliers de décès 
prématurés (309). 
 
D’après le projet européen Aphekom, le dépassement de la valeur guide de l’OMS pour les 
particules de type PM2.5 se traduit chaque année par 19 000 décès prématurés. Si les 
concentrations moyennes annuelles de PM2.5 respectaient la valeur guide de l'OMS (10 μg/m3) 
l’espérance de vie à 30 ans pourrait augmenter de 3,6 à 7,5 mois selon la ville.  
 
Ces quelques exemples illustrent l’importance des bénéfices sanitaires observés lorsque 
la qualité de l’air s’améliore. 
 
Par ailleurs, il a été mis en évidence un lien entre la distance par rapport aux grands axes 
routiers où les concentrations atmosphériques de polluants spécifiques émis par les 
véhicules sont fortes, et différents effets sanitaires (310, 311): 
-Une exacerbation de l’asthme chez l’enfant ; habiter à proximité de grands axes de 
circulation serait responsable d’environ 15 à 30 % des nouveaux cas d’asthme de 
l’enfant selon une étude portant sur 10 villes européennes et une étude menée sur 
l’agglomération parisienne. 
-La survenue de symptômes respiratoires non asthmatiques, de troubles de la fonction 
pulmonaire et de pathologies cardiovasculaires (infarctus aigu du myocarde...). 
-Une diminution de la survie des personnes (toutes causes confondues et pour causes 
cardiovasculaires). 
 
Dans une autre étude observant le rôle de l'exposition aux PM2.5 à long terme liée au 
trafic routier (concentration moyenne de 22,8 μg/m3) chez 4 494 participants, il a été 
montré qu’une réduction de 50 % de la distance entre la résidence et la route principale 
entraine une augmentation de la calcification des artères coronaires. 
Fait intéressant, réduire l'exposition aux particules ambiantes à Beijing, où les 
concentrations atmosphériques sont 5 à 10 fois plus élevées que dans la plupart des 
villes européennes, diminue la pression artérielle et réduit l'ischémie myocardique 
induite par l'exercice (82). 
 
Il faut noter que, compte tenu de la formation dans l’atmosphère de polluants, la réduction des 
émissions de polluants en agissant sur les sources d’émission (transports, chauffage, 
agriculture...) n’entraîne pas de réduction automatique et proportionnelle des concentrations 
atmosphériques en polluants. Ainsi, lorsque des actions sont prises pour diminuer les 
émissions, les impacts sur la qualité de l’air et sur la santé ne sont pas forcément immédiats 
mais c’est néanmoins le principal levier pour améliorer la qualité de l’air. D’où la nécessité de 
réduire efficacement et durablement les émissions de polluants. 
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4.2 Etudes in vitro et in vivo : mécanismes d’action des particules de la 
pollution atmosphérique 

 
Différents modèles in vitro et in vivo ont permis de caractériser les effets toxiques des 
différentes particules atmosphériques (PM, NPs et particules diesel) et leurs 
mécanismes d’action. Les travaux de cette thèse ne portent pas sur les particules diesel 
(DEPs dans la littérature), mais au vue du nombre important d’études publiées, elles 
seront évoquées dans cette partie. Comme les PM2.5, les DEPs sont des particules 
complexes avec une taille et une composition chimique variable. Elles sont constituées 
d’un noyau carboné avec des composés organiques (quinones, HAP…) et des métaux 
lourds (Fe, Cu, Ni…) adsorbés à leurs surfaces (312). Le stress oxydant et l’inflammation 
sont considérés comme des mécanismes clés impliqués dans les effets nocifs des 
particules, mais d’autres perturbations cellulaires sont également induites (313).   
 

4.2.a Internalisation des particules 

Les membranes plasmiques sont une des premières cibles cellulaires des NPs, pour 
entrer dans les cellules. La membrane plasmique des cellules contient des micro-
domaines enrichis en protéines, des lipides (phospholipides, les glycolipides et le 
cholestérol) et des glucides qui forment des radeaux lipidiques. Ces derniers assurent de 
nombreuses fonctions, et notamment agissent sur la fluidité membranaire et sur le trafic 
des protéines membranaires. Ces radeaux sont également importants pour l'adhésion 
des cellules à la matrice extracellulaire (MEC) et la liaison du cytosquelette à la 
membrane plasmique. De plus, il y a de nombreux récepteurs membranaires présents à 
la membrane qui sont impliqués dans l’initiation de cascades de signalisations 
intracellulaires.  
 
Les particules sont internalisées selon différents mécanismes (fig. 34). Il existe deux 
grands mécanismes d’internalisation (314):  
-La phagocytose (internalisation de grosses particules > 1 µm de diamètre)  
-La pinocytose (internalisation de solutés comme les particules nanométriques)  
 

x La phagocytose 

La phagocytose est un mécanisme d’internalisation présent dans la majorité des types 
cellulaires mais, particulièrement dans les cellules phagocytaires (macrophages et 
monocytes, les neutrophiles et les cellules dendritiques). C’est une voie endocytaire qui 
dépend de l’actine du cytosquelette et qui est initiée par l’interaction entre un récepteur 
du phagocyte et un ligand à la surface de la particule internalisée. C’est un mécanisme 
pouvant être à l’origine de la formation de pseudopodes (extensions cytoplasmiques) 
afin d’envelopper les particules (taille > 0.5 µm). La phagocytose a un rôle de défense 
des cellules, cependant lorsque la particule est trop grosse ou a une forme complexe à 
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phagocyter (nanofibres ou nanotubes) ce mécanisme peut conduire à des réactions 
d’inflammation, de stress oxydant ou d’apoptose.   
 

x La pinocytose 

La pinocytose est présente dans tous les types cellulaires. Il existe au moins quatre 
mécanismes différents :  
-la macro-pinocytose, non spécifique et formant de larges vésicules d’environ 1 μm de 
diamètre 
-l’endocytose médiée par les clathrines 
-l’endocytose médiée par les cavéoles. Pour ces dernières, les vésicules sont formées au 
niveau de la membrane et ont un diamètre < 0,1μm  
-l’endocytose indépendante de la clathrine et des cavéoles, qui induit également la 
formation de petites vésicules et se produit en continu dans la cellule. 
 

 
Figure 34 : Schéma des différentes voies d’internalisation cellulaire (A) la phagocytose, (B) l’endocytose 
dépendante des clathrines, (C) l’endocytose dépendante des cavéoles, (D) la macro-pinocytose et (E) les 
pinocytoses indépendantes des cavéoles et des clathrines. (315) 
 
De nombreuses études ont montré que les voies d’internalisation dépendent des 
propriétés physico-chimiques des nanoparticules ainsi que du type cellulaire (316). 
Pour des NPs d’environ 100 nm, les mécanismes d’internalisation sont différents en 
fonction du type cellulaire : 
-La phagocytose a été observée dans des macrophages pour des NPs de gadolinium (Gd) 
de 100 nm (317). 
-L’endocytose dépendante de la clathrine a été observée dans les cellules 
mésenchymateuses pour des NPs d’argent (Ag) de 80 nm (318). 
-L’endocytose dépendante des cavéoles a été observée dans des cellules endothéliales 
humaines  pour différentes types de NPs de 100 nm (319, 320).  
-La pinocytose  a été observée dans des cellules HeLa pour des particules de polystyrène 
de 113 nm (321). 
 
Dans les cellules endothéliales, la voie de l’endocytose semble être un processus 
dépendant de la taille des particules. Les NPs de taille de 20 nm seraient internalisées 
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par l’endocytose dépendante des cavéoles, et les NPs de 40 nm par l’endocytose 
dépendante des clathrines ou par macropinocytose (320).   
 
Les interactions, entre les membranes plasmiques des cellules et les particules, peuvent 
affecter la localisation de celles-ci, leur trafic intracellulaire, leur compartimentation et 
leur rétention cellulaire. Des observations au microscope électronique à transmission 
(MET) ont montré que dans des cellules épithéliales alvéolaires (A549), après 3 h 
d’exposition avec des PM2.5 (10 µg/cm²), les particules sont retrouvées au niveau de la 
membrane des cellules, et après 6 h et 24 h d’exposition, des agrégats de particules sont 
retrouvés dans des vésicules ou libres dans le cytoplasme ainsi que dans les 
mitochondries (322). 
 

4.2.b Les particules et le stress oxydant  

Une production élevée d’ERO conduit à de nombreuses perturbations de l’homéostasie 
intracellulaire. Les trois principales cibles cellulaires des ERO sont l’ADN, les lipides 
membranaires et les protéines. En effet, elles sont capables d’interagir avec les 
macromolécules intracellulaires entrainant des dysfonctions cellulaires comme la 
peroxydation lipidique (oxydation des acides gras polyinsaturés constitutifs des 
membranes cellulaires), la modification des protéines (perturbation des activités 
enzymatiques, oxydation massive et irréversible des protéines…) et l’oxydation de l’ADN 
(formation de bases oxydées de l’ADN, comme le 8-OH-dG, etc.). Les ERO peuvent 
également causer des dommages au niveau de différents organites (réticulum 
endoplasmique, mitochondries…), des perturbations au niveau du cycle cellulaire et la 
mort cellulaire (323-326).  
 
Les particules atmosphériques, en raison de leur taille et de leur composition chimique, 
ont un fort potentiel oxydant et sont capables d’initier des réactions de cycles rédox 
et/ou de produire des ERO dans des solutions physiologiques (milieu de culture) et dans 
un environnement biologique (cellules et tissus) (fig. 35) (327, 328). Plusieurs études 
ont montré la capacité des particules à produire de manière intrinsèque des ERO dans 
différents milieux acellulaires (eau, milieu de culture cellulaire) (329-331). De plus, des 
études ont montré que l’exposition de cellules humaines à des PM et à des NPs 
conduisait à la surproduction d’ERO (332-334).  
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Figure 35 : Potentiel oxydant des particules en condition acellulaire et cellulaire (328) 
 
 
Les particules peuvent donc induire un stress oxydatif dans les cellules par différents 
mécanismes (335): (i) génération intrinsèque d’ERO en raison de leurs propriétés 
physico-chimiques, (ii) génération indirecte d’ERO et d'espèces radicalaires azotées 
(ERA). 
 
La production d’ERO peut dépendre des caractéristiques intrinsèques physico-
chimiques des particules (PM et NPs), à savoir la surface/taille des particules, ainsi que 
leur composition en métaux et fractions organiques.  
 

x Production d’ERO et la taille des particules: 

La toxicité des particules ne dépend pas exclusivement de leurs propriétés physico-
chimiques mais également de leur diamètre aérodynamique (336). Plus le diamètre des 
particules est petit, plus le nombre de particules collectées par unité de masse est 
important et plus la réactivité de surface est importante. Les NPs, en raison de leur 
petite taille, ont une plus grande réactivité de surface que les PM, ce qui les rend plus 
réactive vis-à-vis de l’organisme (313, 337-339). En effet, lors de l’internalisation des 
NPs, ces dernières peuvent également modifier l'organisation de la membrane 
plasmique par interaction avec les protéines liées à la membrane. Ainsi, la liaison des 
NPs à la NADPH-oxydase (NOX) réduite conduit à la génération d’ERO et à des 
modifications intracellulaires (340-343).   
 

x Production d’ERO et la composition chimique des particules: 

La toxicité des particules peut dépendre des composés adsorbés à leur surface (métaux, 
quinones, HAP…) (336) qui peuvent présenter des interactions additives ou synergiques 
avec la surface des particules (344, 345). En fonction de leurs caractéristiques physico-
chimiques, les particules vont produire plus ou moins d’ERO.  
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Les principaux métaux de transition adsorbés sur les PM sont le Fe, le Cu, le Cr et le 
Vanadium (V). Ces métaux sont capables de produire des ERO très réactifs (OH˙), 
notamment via la réaction de Fenton (346).  
Par ailleurs, la métabolisation des composés organiques tels que les quinones, les HAP 
ou les COV s’accompagne de la production d’ERO et la génération de métabolistes 
électrophiles susceptibles de dépléter le glutathion, principal acteur de la défense anti-
oxydante (347, 348).  
Il a été montré qu’au niveau pulmonaire, les composés organiques, le benzène inclut, 
sont associés au stress oxydant et la peroxydation des lipides dans les macrophages 
alvéolaires (349). Concernant les particules plus fines, des études ont montré que des 
NPs de même taille mais possédant des compositions différentes (noires de carbone, 
titane…) peuvent entraîner des niveaux de stress oxydant différents (350-354). 
 
Le stress oxydant peut également avoir un rôle dans la diminution de la biodisponibilité 
de NO et la production de peroxynitrites.  
 

x La voie du NO, production de peroxynitrites:  

Les études divergent en ce qui concerne les effets des particules sur la production de NO. 
Certaines études montrent une augmentation de la production du NO. Une augmentation 
significative de la production d’ERO et de NO est observée, notamment, dans des HUVEC 
après exposition avec des NPs TiO2 (5 à 40 μg/cm2) (355), dans des cellules 
endothéliales humaines après exposition avec des NPs de silice (Si) (12.5 à 100 μg/ml) 
(356), avec des NPs ZnO (20 - 150 μg/ml) (357) et avec des PM2.5 (20- 50 μg/ml) (358). 
Certaines études, au contraire, montrent une diminution significative de la teneur en NO 
suite à l’exposition de cellules endothéliales aortiques humaines avec des PUF (359). De 
plus, des études in vivo montrent une diminution de la biodisponibilité en NO, dans la 
paroi microvasculaire de rats après exposition avec des TiO2 (360). Enfin des études ex-
vivo, chez des rongeurs, ont montré que l’exposition aux PM2.5 et à des NPs noire de 
carbone diminue la relaxation dépendante du NO dans les artères systémiques et 
intrapulmonaires (4, 6, 361, 362). 
 
Les perturbations observées concernant les taux de NO cellulaires, après exposition des 
cellules avec les particules, peuvent dépendre de plusieurs mécanismes (augmentation 
de l’expression et activation de la iNOS, découplage de la eNOS et formation de 
peroxynitrites). 
Ces modifications de la teneur en NO après exposition de cellules avec les particules 
peuvent s’expliquer par une dérégulation de l’expression des NO synthases. En effet, il a 
été observé une augmentation du taux d’ARNm de la iNOS et une diminution du taux 
d’expression de l’ARNm de la eNOS dans les cœurs (isolés) de rats exposés pendant 2 
jours aux PM10 par rapport aux témoins (363). De plus une augmentation de l'expression 
de la iNOS a également été observée sur des cœurs (isolés) de rats exposés avec des NPs 
d’argent (Ag) (0,1 et 1 μg/ml) (364). Certains auteurs ont montré une augmentation de 
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l’activité de la iNOS dans des HUVEC exposées à des NPs noires de carbone (10 et 100 
μg/ml) ainsi qu’une augmentation de l’ARN de la iNOS suite à l’exposition avec des NPs 
de silice (Si) (12.5 à 100 μg/ml)  (302, 365, 366).  
 
Par ailleurs, des études in vivo, ont montré des altérations de la biodisponibilité du NO 
dans des veines mésentériques de rat, dans des aortes et dans des artérioles de muscles 
squelettiques après exposition avec des PM (302, 367, 368). Ces altérations seraient 
dues au découplage de la eNOS qui produirait des ERO plutôt que du NO. Le découplage 
de la eNOS se traduirait par une diminution des taux de tétrahydrobioptérine (BH4) 
endogènes après exposition aux particules.  
 
Enfin, de nombreuses études, ont montré que la production de NO et d’ERO (O˙2 )̄ était 
associée à une augmentation des taux de peroxynitrites entrainant de nombreux 
dommages cellulaires (230). 
 
Une telle altération de la voie du NO dans la circulation pulmonaire peut favoriser la 
vasoconstriction, le remodelage et la thrombose, tout en augmentant la  résistance 
artérielle, ce qui peut avoir un impact négatif sur la fonction cardiaque (4). La 
diminution de la biodisponibilité du NO ainsi que la formation de peroxynitrites induits 
par les particules seraient donc des mécanismes responsables de la dysfonction 
endothéliale.  L’exposition aux particules pourrait donc altérer l'homéostasie vasculaire. 
 

x Le calcium intracellulaire: 
 

Une surproduction des ERO, telles que l’H2O2, suite à l’exposition aiguë ou chronique 
avec des particules, peut induire une élévation du calcium intracellulaire dans divers 
types cellulaires (macrophages alvéolaires, HUVEC, cellules épithéliales bronchiques 
humaines, monocytes humains) (369-373). 
 
L’augmentation de calcium peut provenir de source extracellulaire et/ ou de sources 
intracellulaires. Plusieurs études ont montré que suite à l’exposition aux particules 
atmosphériques, l’augmentation de calcium intracellulaire proviendrait des stocks 
intracellulaires. Différents mécanismes ont été observés : 
-Une diminution de l’activité de la Ca2+-ATPase au niveau du RE, dans les cœurs de rats 
exposés aux PM2.5 (374),  
-Une altération des pompes SERCA dans des homogénats de cœur entier de souris 
exposées aux PM2.5 comparé aux souris contrôles (375),  
-Une réduction de l’activité des pompes SERCA  au niveau du RE dans les 
cardiomyocytes de rats adultes (376),  
-Une l’altération de la voie IP3 dans des HUVEC (373).  
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D’autres études ont, néanmoins, montré que l’augmentation de calcium intracellulaire 
observée proviendrait du milieu extracellulaire. Les différents mécanismes observés 
sont : 
-Une altération de la membrane plasmatique en diminuant l’activité des canaux du type 
Na+/K+-ATPase et Ca2+/Mg2+ -ATPase, dans des macrophages alvéolaires de rat exposés 
à des PM2.5 et dans des macrophages alvéolaires de rat et des monocytes sanguins 
humains exposés à des NPs de carbone (12 à 50 µg/ml), 
-Une ouverture des canaux calciques de la membrane plasmique (372, 377).  
Cependant, une autre étude a également montré que l’’augmentation de calcium 
observée dans les CML d'artère pulmonaire de rat après exposition à des NPs SiO2 (1 à 
500 μg/ml) proviendrait de sources de calcium extracellulaire et intracellulaire (378).  
 
Un des mécanismes qui pourrait expliquer l’altération de l’homéostasie calcique 
perturbée, via le stress oxydant, est l’affinité entre les ERO (H2O2 et O˙2−) et les protéines 
contenant des résidus de cystéine. Les résidus de cystéine sont particulièrement 
sensibles aux réactions redox dues à la présence de radicaux sulfhydryles qui peuvent 
être convertis en thiolates (R-S-), un radical hautement nucléophile. En raison de ses 
propriétés physicochimiques, le thiolate peut facilement réagir avec les oxydants dans le 
microenvironnement protéique, de manière réversible ou irréversible, et donc altérer la 
fonction protéique (379). De nombreuses protéines présentes dans les tissus de 
mammifères possèdent dans leur structure des cystéines, y compris des facteurs de 
transcription tels que le facteur nucléaire κB (NF-κB), les myofilaments, les protéines 
kinases et les canaux à la membrane (canaux calciques tels que Ca2+ / K+ dépendants et 
les canaux TRP  (218, 380-383). 
 
En résumé, l’exposition aux particules entraine des perturbations de l’homéostasie 
calcique. Cependant, les mécanismes semblent différents selon le type de particules et le 
type de cellule étudié. Il est important de noter l’absence d’étude sur les NPs noires de 
carbone sur la signalisation calcique dans des cellules endothéliales d’artère pulmonaire 
humaine.   
 
Les altérations de l’homéostasie calcique peuvent être à l’origine de processus de stress 
au niveau du RE. 
 

x Le RE:  

Le stress oxydant est considéré comme un initiateur et un contributeur au stress du RE 
(384, 385) et à l'autophagie (386). Le stress du RE peut se produire suite à une 
perturbation de l'homéostasie calcique, suite à des lésions par oxydations protéiques sur 
les membranes du RE, ou à un signal de stress (UPR) lié à l'accumulation de protéines 
mal repliées dans le RE (387). 
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Plusieurs études ont montré que suite à l’exposition avec des PM2.5, des perturbations au 
niveau du RE ont été observées, associées au stress oxydant généré par les particules ou 
par l’activation du signal UPR. Par exemple, des études ont observé le signal UPR et une 
apoptose liée au stress du RE après exposition à des PM2.5 dans des tissus adipeux, sur 
des cellules épithéliales alvéolaires de type II (cellules AEC II), dans des cellules 
épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B et des HUVEC (388-391). D’autres études 
ont montré que certaines NPs (Si, TiO2, ZnO, Au) induisent un stress du RE associé au 
signal UPR dans les cellules endothéliales, dans des HUVECS, dans des macrophages, 
des cellules endothéliales du cerveau, respectivement (392-396). 
Le RE, est un organite qui peut donc être une cible des particules.  
 

x La mitochondrie:  

Les mitochondries peuvent également être la cible des particules. Les altérations 
mitochondriales sont considérées comme un des événements clés dans la cytotoxicité 
induite par les particules, ce qui peut conduire à la génération d’ERO, en particulier 
l’anion superoxyde  (397). Le dysfonctionnement mitochondrial pourrait résulter d'une 
interférence directe des particules avec les structures mitochondriales ou indirecte  
causée par la génération d’ERO cytosoliques (398-400). Cependant, les études actuelles 
sur la relation entre les particules fines/ultrafines et les mitochondries sont limitées et 
nécessitent une évaluation plus approfondie.  
 
Dans les cellules HUVEC et également dans des cellules endothéliales aortiques 
humaines (HAEC), la dysfonction mitochondriale observée se traduit par un stress 
oxydant mitochondrial (surproduction d’O˙2 ̄), après exposition avec des PM2.5, des 
particules DEP, des NPs TiO2 ou des PUF de diesel (352, 401-403). Ces effets 
s’expliqueraient pour les DEP et les PM2.5, par la présence de composés adsorbés à la 
surface de ces particules, tels que les quinones et les HAP, qui perturberaient le pore de 
transition de perméabilité (PTP) mitochondrial via leur capacité à induire la production 
d’O˙2 ̄ mitochondrial. Ce qui déclencherait des effets dépolarisants sur la membrane 
interne. 
 
Une autre caractéristique de la dysfonction mitochondriale est une perturbation du 
potentiel de membrane mitochondrial (PMM). Des études ont montré qu’il y a une 
diminution du PMM dans des cellules épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2B) 
exposées aux PM2.5 (où une diminution du nombre de copies de l'ADN mitochondrial a 
aussi été observée) (404), mais également dans les cellules hépatique (HepG2), lieu de 
détoxication, exposées à des NPs d’oxyde de Zinc (ZnO), d’oxyde de cuivre (CuO) et des 
NPs d’argent (Ag) (405-407). 
 
Des études ont également montré que les particules pouvaient induire une altération du 
calcium mitochondrial. En effet, une étude a montré une diminution du taux de calcium 
mitochondrial dans des cellules bronchiques épithéliales humaines (16HBE14o) 
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exposées avec des NPs TiO2. Cependant, une autre étude a montré une augmentation du 
taux de calcium mitochondrial dans des cellules hépatique et de fibroblastes (V79-4) 
humains exposés avec des NPs Ag (408, 409). 
 
Les particules peuvent donc entraîner un dysfonctionnement mitochondrial, avec une 
surproduction d’O˙2˗, une dépolarisation du PMM et une perturbation de la signalisation 
calcique, mais elles peuvent également entrainer des altérations de la biogénèse et de la 
dynamique mitochondriale (410, 411). L’ensemble de ces altérations peut varier en 
fonction du type cellulaire et de la nature physico-chimique des particules.  
 
Il a également été observé in vivo, des altérations de la morphologie mitochondriale 
(gonflement) avec une dérégulation de l'expression des gènes de fission/fusion 
mitochondriales dans les cœurs de rats qui ont été exposés avec des PM2.5 (374).  
En revanche, il y a très peu d’étude sur la biogénèse des mitochondries après exposition 
à des NPs.  Une étude très récente (2018) a évalué l’effet de NPs de silice (Si) sur les 
perturbations mitochondriales et particulièrement sur la dynamique et la biogénèse 
mitochondriale dans des HUVEC. La dynamique mitochondriale est perturbée après 24h 
d’exposition avec ces NPs (50 µg/ml), caractérisée par un phénotype de fission 
(observation au MET) (412). 
 
Une meilleure compréhension, des mécanismes responsables des altérations 
mitochondriales induites par les particules atmosphériques, est donc essentielle afin de 
mieux caractériser les mécanismes d’action toxique des PM. La production du stress 
oxydant générée par les particules peut donc provenir de différentes sources cellulaires 
(fig. 36) (196). 
 

 
Figure 36 : Les différentes sources des ERO extra et intracellulaire après exposition à des particules 
(196). 



 
 

102 
 

 
Selon l’intensité du stress oxydant, les réponses cellulaires et moléculaires vont varier 
(fig. 37). Lors d’un stress oxydant faible, la cellule répond par l’activation de son système 
de défense (dont la surexpression des gènes codant pour les enzymes de détoxication 
qui sont contrôlés par le facteur de transcription Nrf2). Pour un stress oxydant 
intermédiaire, la cellule active d’autres voies de signalisation impliquées dans la réponse 
pro-inflammatoire (comme les facteurs de transcription NF-κB et AP-1). Quand le niveau 
de stress oxydant est trop élevé, différents dommages cellulaires peuvent se produire 
(lésion oxydatives, lipoperoxydation, génotoxicité, adduits aux protéines,) qui 
conduisent à la mort cellulaire par apoptose (413, 414). 
 

 
Figure 37: Schéma des effets du stress oxydant en fonction de la quantité d’ERO produite. D’après les 
cours de Mme Baeza-Squiban (2015). 

4.2.c Les particules et la réponse pro-inflammatoire 

Bien que les mécanismes, impliqués dans les perturbations cellulaires induites par les 
particules, soient complexes et non totalement élucidés, il a été démontré que le stress 
oxydatif est largement impliqué dans la réponse pro-inflammatoire après l’exposition 
des cellules avec des particules (326, 415, 416). En effet, les médiateurs inflammatoires 
induits par les particules atmosphériques sont majoritairement régulés par des facteurs 
de transcription sensibles au statut redox de la cellule, tels que NF-κB et AP-1 (fig. 38) 
(401, 417, 418). D’après les études in vitro et in vivo, les deux principaux marqueurs de 
la réponse pro-inflammatoire, induits par les PM et les DEP, sont la sécrétion des 
médiateurs de l’inflammation tels que les interleukines IL-6, IL-8, IL-13, IL-1β et le TNF-
α (419, 420), ainsi que l’augmentation de la production des molécules d’adhésions telles 
que ICAM-1, PCAM-1, VCAM-1 et la E-selectine, qui permettent l’adhésion des monocytes 
sur l’endothélium vasculaire (421-423).  
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Comme pour le stress oxydant, la réponse inflammatoire semble dépendre de la taille 
des particules (PM et NPs) et des composés adsorbés à leur surface (341).  
 

x Influence de la taille des particules sur la réponse pro-inflammatoire:  

Les particules provenant de la combustion incomplète (DEP, noire de carbone…) ont une 
grande réactivité de surface et déclencheraient, à elles seules, une inflammation 
pulmonaire (69). Certaines NPs (TiO2, SiO2) déclenchent une réponse pro-inflammatoire 
plus importante que celle observée avec des particules plus grosses (176, 424-426). Une 
étude in vivo, sur des rongeurs, montre que les NPs provoquent une réponse 
inflammatoire supérieure à celle observée avec des particules plus grosses, pour une 
même masse donnée (427).  
 

x Influence des composés adsorbés à la surface des particules sur la réponse pro-
inflammatoire: 

Des études ont montré que la teneur en composants organiques adsorbés sur les noyaux 
des PM peut être déterminante sur les effets pro-inflammatoires observés (358, 428, 
429). Le stress oxydatif induit par les métaux de transition adsorbés à la surface des PM 
affecte par la suite le système immunitaire en provoquant des lésions pulmonaires 
(attirant des neutrophiles) et la libération de médiateurs inflammatoires dans les 
cellules épithéliales pulmonaires humaines (430, 431). Une étude a montré que les PM 
constituées d’une quantité importante d’HAP et une quantité faible en métaux étaient 
plus cytotoxiques et entrainaient une sécrétion plus importante de médiateurs pro-
inflammatoires dans les cellules épithéliales bronchiques que les PM comportant une 
faible quantité d’HAP à leur surface (432). Par ailleurs, la réponse pro-inflammatoire 
peut être liée, également à la présence d’endotoxines à la surface des particules. Les 
endotoxines sont des lipopolysaccharides (LPS) présents dans la membrane externe de 
la plupart des bactéries à GRAM négatif et des cyanobactéries. Ces petits fragments 
bactériens peuvent se retrouver adsorbés sur les PM et sont également mis en cause 
dans les effets cytotoxiques et dans l’inflammation (433, 434). 
La réponse pro-inflammatoire sera également différente pour des NPs de même taille 
(environ 14 nm), selon leur nature chimique. Des NPs de carbone ont un potentiel 
oxydatif plus important que des NPs TiO2 et vont donc induire une réponse pro 
inflammatoire plus importante (435). Ces résultats peuvent s’expliquer en partie par 
une capacité intrinsèque à produire des ERO en milieu acellulaire plus importante 
comparé aux NPs TiO2 (436). 
 
Plusieurs études ont montré que les PM2.5 augmentent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme les IL-1β, IL-6, Il-8 et le TNF-α de manière dose-dépendante et 
temps-dépendant dans des macrophages, des cellules épithéliales et des cellules 
endothéliales (15, 437-440). Par ailleurs, l'inhalation de faibles doses de NPs carbonées 
peut provoquer une inflammation pulmonaire chez les rongeurs dès une exposition de 6 
heures (IL-6) et provoquer un afflux de neutrophiles dans les poumons (289, 441). Ces 
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études suggèrent que les réponses inflammatoires pulmonaires et systémiques induites 
par les particules atmosphériques contribuent aux altérations vasculaires associées à 
leur exposition (442). 
 
La réponse pro-inflammatoire observée dans les cellules endothéliales, suite à 
l’exposition avec des particules atmosphériques peut s’expliquer par différents 
mécanismes (428) : 
-La libération de médiateurs pro-inflammatoires (réponse inflammatoire locale), par les 
macrophages ou les cellules épithéliales pulmonaires bronchiques, qui pourraient se 
retrouver en contact avec les CE après passage dans la circulation sanguine au niveau de 
la barrière capillo-alvéolaire.  
Des modèles de milieux conditionnés ou de co-culture ont été développés pour étudier 
ces effets (443-445). 
-Par contact direct des particules ou des composés solubles adsorbés à leur surface avec 
les cellules endothéliales. En effet, il a été montré que les particules, les plus fines et en 
particulier les NPs peuvent être transloquées dans la circulation sanguine et atteindre la 
circulation pulmonaire et notamment les CE (68, 401, 446).  

 

 
Figure 38 : Mécanismes des PM qui induisent des dommages sur des cellules endothéliales. Modifié de 
(416). 
 
Les particules peuvent également induire, au niveau cellulaire d’autres effets 
cytotoxiques médiés par le stress oxydant. 
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4.2.d Les particules et l’apoptose 

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est impliquée dans des processus 
physiologiques distincts, notamment la morphogenèse, le développement et la 
sénescence des organes et des tissus (447). Certains facteurs de stress 
environnementaux (pesticides, polluants, xénobiotiques) sont connus pour induire la 
mort cellulaire par apoptose et contribuer à diverses pathologies (448). La production 
d’ERO et la sécrétion de cytokines inflammatoires peuvent induire la mort cellulaire par 
apoptose (426, 449, 450). 
 
Il existe deux voies principales initiatrices de l'apoptose:  
- La voie extrinsèque médiée par les récepteurs de la mort à la surface de la cellule 
(protéines transmembranaires) (451, 452). 
-La voie intrinsèque médiée par les mitochondries (453-457).  
 
Il est devenu évident qu'il existe une diaphonie complexe et étroite entre les différentes 
voies apoptotiques. 
 
Récemment, il a été décrit que le stress du RE pouvait être considéré comme une 
troisième voie de l'apoptose (458).  
 
Certaines études ont montré que les particules (PM2.5, PM10) n'induisaient pas de mort 
cellulaire apparente dans les cellules épithéliales pulmonaires, en raison d’un 
phénomène de prolifération cellulaire qui se produirait simultanément (459-463). 
Cependant, d'autres études ont montré une augmentation des mécanismes de mort 
cellulaire apoptotique dans des cellules épithéliales alvéolaires exposées avec des PM2.5 
(389, 464).  
Des études ont montré que la toxicité des particules entrainant l’apoptose, était 
principalement médiée par la voie intrinsèque. L'apoptose est induite par la voie 
mitochondriale dans les cellules épithéliales bronchiques (16HBE-14o) après exposition 
avec des NPs de carbone. La voie mitochondriale est mise en cause dans les cellules 
épithéliales pulmonaires et des HUVEC après exposition avec des NPs, telles que les 
TiO2, CuO et ZnO (400, 406, 465).  
 
Cependant, parfois l’apoptose peut être médiée par la voie extrinsèque. La mort 
cellulaire est induite par une déstabilisation de la membrane lysosomale et par 
peroxydation lipidique dans les cellules épithéliales bronchiques pulmonaires exposées 
avec les NPs TiO2. L’activation de la voie extrinsèque a également été observée dans des 
macrophages et des cellules épithéliales pulmonaires exposés avec des PM (466, 467). 
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Par ailleurs, certaines études ont montré que l'apoptose est induite par la voie 
intrinsèque et par la voie extrinsèque dans les cellules épithéliales pulmonaires et dans 
des HAEC exposées avec des NPs ZnO et des PM2.5 (357, 468). 

 
Différents mécanismes ont été observés : 
-Une étude a montré, dans les cellules épithéliales pulmonaires humaines, que les ERO 
produites par les PM2.5  induiraient une diminution du PMM qui entrainerait à la fois à 
l’apoptose et à l’autophagie (467), 
-Une étude a montré, dans des CE, que des DEP et des NPs ZnO induisent la génération 
d’O˙2 ̅ mitochondrial, qui conduit à une déplétion d’ATP suivie d’une dépolarisation du 
cytosquelette d’actine, tout cela conduisant à l’apoptose (401, 469), 
-Une autre étude a montré, des cellules épithéliales des voies aériennes (SAEC), que ce 
serait la surcharge en calcium via les canaux TRPV1 qui induirait l’apoptose suite à 
l’exposition de PM (470).  
 
En résumé, l'intensité du stress oxydatif semble jouer un rôle majeur dans la voie 
initiatrice de la mort cellulaire (471). L’hétérogénéité des mécanismes peut être lié au 
type cellulaire utilisé, aux conditions de culture, aux caractéristiques des particules 
(taille, composition physico-chimiques, concentration) et au temps d’exposition. Tous 
ces paramètres vont influencer la réactivité et la toxicité des particules vis-à-vis de 
l’organisme (472, 473). 

 
 
Les personnes atteintes d’hypertension pulmonaire pourraient donc être plus sensibles 
à la pollution particulaire. Des études ont montré une corrélation épidémiologique et 
clinique, en revanche les mécanismes d’action toxique des particules sur les cibles 
vasculaires humaines sont peu décrits dans la littérature. Et en particulier les effets de 
PM2.5 et de NPs FW2 sur les cellules cibles endothéliales humaines. Il n’y a également 
peu d’études sur les effets de ces particules sur la signalisation calcique dans les cellules 
endothéliales, le calcium ayant un rôle clé dans la régulation du tonus vasculaire.  
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Dans ce contexte, l’objectif principal de ce travail de thèse est d’étudier l’implication de 
la pollution particulaire, dans le déclenchement et/ou l’exacerbation de l’HTP. Nous 
avons choisi deux types de particules, d’une part des PM2.5 prélevées dans l’atmosphère, 
à proximité d’un axe routier et, d’autre part, des NPs de composition physico-chimique 
connue (NPs carbonée 13 nm de diamètre) que l’on peut retrouver également dans 
l’atmosphère à proximité du trafic routier.  
Pour répondre à cet objectif, nous avons développé deux axes de recherche visant, d’une 
part, à mieux caractériser les mécanismes à l’origine d’effets biologiques induits pas les 
PM2.5 et les NPs au niveau cellulaire et moléculaire dans les cellules endothéliales 
d’artères pulmonaires humaines (HPAEC), et d’autre part, à comparer les effets de 
l’exposition aux particules atmosphériques dans des conditions expérimentales 
physiologiques et dans des conditions expérimentales pathologiques mimant l’HTP in 
vitro. 
 
Objectif I : Etude des mécanismes cellulaires et moléculaires induits par les particules 
dans les HPAEC. 
Une des questions importantes est de déterminer comment l'inhalation des particules 
atmosphériques au niveau pulmonaire peut affecter le système cardiovasculaire. 
Plusieurs hypothèses ont pu être émises, et notamment, une selon laquelle la rétention 
pulmonaire des PM déclencherait in situ un stress oxydant associé à une réaction pro-
inflammatoire locale avec un relargage de médiateurs de l’inflammation dans la circulation 
générale qui entraîneraient des effets délétères sur le système cardiovasculaire. Une autre 
hypothèse serait que les particules les plus fines et/ou les composés solubles adsorbés à la 
surface des PM pourraient franchir la barrière alvéolo-capillaire pour se retrouver dans la 
circulation générale et y exercer leurs effets délétères par des interactions directes avec les 
organes cibles. Il a été démontré (i) que l’altération de la signalisation calcique avait un 
rôle prépondérant dans la physiopathologie de l’HTP, (ii) une augmentation de la 
concentration calcique intracellulaire [Ca2+]i liée à une augmentation de l’activité des 
canaux calciques mécano-sensibles SAC (Stretch-Activated Channels) de type TRP 
(Transient Receptor Potential), (iii) que ces canaux sont impliqués dans le remodelage 
vasculaire observé dans l’HTP. Malgré le rôle fondamental du calcium dans la 
physiopathologie vasculaire, les effets des PM2.5 et des NPs sur la signalisation calcique 
sont peu décrits. Le stress oxydant est un autre évènement critique dans les effets 
cardiovasculaires induits par les particules. Les ERO étant, également, impliqués dans 
l’HTP le stress oxydant induit par les PM pourrait être à l’origine du déclenchement d’une 
réponse inflammatoire, observée dans l’HTP. Dans la mesure où le calcium est un des 
éléments clés dans la régulation de l'homéostasie vasculaire et dans l’HTP, un des objectifs 
de ce travail est d’évaluer, in vitro, sur des cellules endothéliales, l'impact de NPs et de 
PM2.5 sur la signalisation calcique intracellulaire. L’hypothèse du rôle central d’une 
perturbation de l’homéostasie redox, étant avancée pour expliquer la relation entre la 
pollution particulaire et les pathologies cardiovasculaires, nous nous sommes, également, 
intéressés au rôle du stress oxydant dans les effets observés suite à une exposition avec les 
particules.  
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Objectif II : Comparaison des effets dans deux conditions: physiologique et pathologique 
mimant l’HTP in vitro.  
La dysfonction endothéliale est un mécanisme clé à l’origine du développement de 
nombreuses pathologies cardiovasculaires.  Afin d’évaluer si une exposition aux PM peut 
être un facteur de risque pour l’exacerbation de l’HTP, ce projet est mené sur des 
cellules HPAEC, dans des conditions physiologiques et pathologiques mimant la 
dynamique vasculaire observée dans l’HTP (culture en hypoxie 1 % O2 sur support 
étirable en silicone, étirement à 20 %). L’objectif de cette étude a été, d’une part, de 
développer et valider un nouveau modèle in vitro qui mime l’HTP (culture des cellules 
en hypoxie sur système d’étirement cellulaire STREX®), et d’autre part, d’évaluer les 
effets des NPs noires de carbone dans les deux conditions expérimentales. Les résultats 
devraient nous permettre d’estimer l’impact des particules dans un contexte sain et 
pathologique, afin d’observer si l’exposition aux NPs FW2 pourrait être un facteur de 
risque dans l’exacerbation de l’HTP.  
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Ce projet de thèse permettra d’apporter de nouvelles connaissances sur les impacts 
cardiovasculaires des particules sur la santé des populations à risque et, notamment, sur 
la santé de personnes souffrant de pathologies vasculaires telles que l’HTP. 
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1 Les milieux de culture et les réactifs  
 
Le milieu rouge complet (MRC) contient de l’ECGM (Endothelial Cell Growth Medium) 
complémenté avec du SupplementMix (PromoCell®) contenant 2 % de sérum de veau 
fœtal (SVF), 0.4 % d’Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS), 0.1 ng/ml d’Epidermal 
Growth Factor (EGF), 1 ng/ml de Basic Fibroblast Growth Factor (BFGF), 90 µg/ml 
d’héparine et 1 µg/ml d’hydrocortisone. 
 
Le milieu blanc complet (MBC) contient de l’ECGM (Endothelial Cell Growth Medium) 
sans rouge de phénol complémenté avec du SupplementMix (PromoCell®) selon les 
recommandations du fournisseur. 
 
Les antioxydants, tels que la PEG-SOD et la PEG-CAT, sont utilisés pour contrer la 
formation de radicaux libres dans le cytoplasme. La SOD et la CAT sont couplées à du 
polyéthylène glycol (PEG) afin d’avoir la propriété de pénétrer dans le cytoplasme de la 
cellule. Avant l’exposition aux particules pendant 4 h ou 24 h, les cellules sont 
prétraitées pendant 1 h avec la PEG-SOD (300 U/ml) et la PEG-CAT (600 U/ml). 
 
Un chélateur de calcium extracellulaire, l’EGTA (acide egtazique), est utilisé afin 
d’observer l’impact du calcium extracellulaire sur le calcium intracellulaire. Avant 
l’exposition aux particules pendant 4 h, les cellules sont prétraitées pendant 1 h avec 
l’EGTA (5 mM). Un chélateur de calcium intracellulaire, le BAPTA-AM, est utilisé afin 
d’observer l’impact du calcium intracellulaire sur les différents organites et sur la 
production des radicaux libres. Avant l’exposition aux particules pendant 4 h, les cellules 
sont prétraitées pendant 30 min avec le BAPTA-AM (5 µM). 
 

Les solutions physiologiques utilisées : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Krebs-HEPES Buffer 
 

Concentrations 
(mmol/L) 

Chlorure de sodium (NaCl) 118.4 
Chlorure de potassium (KCl) 4.7 

Sulfate de magnésium (MgSO4) 1.2 
Sodium hydrogenocarbonate (NaHCO3) 4 

Potassium dihydrogenophosphate (KH2PO4) 1.2 
Chlorure de calcium (CaCl2) 2 

HEPES 10 
D-Glucose 6 

Tableau 5 : Composition du Krebs-HEPES bicarbonate (KHB), pH ajusté à 7.4 à l’aide du NaOH et filtré 
(0.2 µm) 
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HBSS  
 

Concentrations 
(mmol/L) 

Chlorure de sodium (NaCl) 145 
Chlorure de potassium (KCl) 4 

Chlorure de magnésium (MgCl2) 1 
Chlorure de calcium (CaCl2) 0.1 

HEPES 10 
D-Glucose 10 

Albumine de sérum de bœuf (BSA) 1 mg/ml 

Tableau 6 : Composition de la solution de HBSS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mac/Krebs 
 

Concentrations (mM) 

Chlorure de sodium (NaCl) 130 
Chlorure de potassium (KCl) 5.6 

HEPES 8 
D-Glucose 11 

Magnésium 1  
Calcium 2 

Tableau 7 : Composition du MAC/Krebs, pH ajusté à 7.4 à l’aide du NaOH et filtré (0.2 µm) 
 
 
Les sondes utilisées en microscopie confocale pour la détection des organelles de la 
cellule: 
 
 

Organelles Sondes fluorescentes 
 

Concentrations (longueur 
d’onde em/ex) 

Mitochondries Mitotracker 1 µM (488/515 nm) 
Réticulum Endoplasmique ER-tracker 2 µM (408/450 nm)  

Noyau Hoeschst 33342 2 µM (408/450 nm) 
Tableau 8 : Détection des organites de la cellule par sonde fluorescente  
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2. Les particules étudiées 

2.a Les particules atmosphériques PM2.5 

Prélèvement des particules  
Les PM2.5 ont été obtenues dans le cadre d’un projet (POTOX) soutenu par l’ADEME 
(convention N° 12 62 c 0037) dans le cadre de l’Appel à Projet de Recherche 2012 de 
l’ANSES (Projet n° 2012-2-013). Les prélèvements ont été réalisés à la station AIRPARIF 
de Porte d’Auteuil à Paris sur une période de 11 semaines (début septembre à mi-
novembre 2013) à partir de prélèvements de 24 heures, réalisés sur 2 préleveurs Leckel 
bas volume (2,3 m3/h), en PM2.5 (fig. 39). L’utilisation de filtres Téflon de 47 mm de 
diamètre a servi aux travaux des biologistes. Les mesures de carbone (élémentaire et 
organique : EC/OC) ont nécessité un support Quartz et l’ensemble des analyses 
chimiques (ions, carbohydrates, métaux, hydrocarbures aromatiques polycycliques: 
HAP) s’est fait sur l’un ou l’autre des supports (Quartz/Téflon), en fonction des 
contraintes d’échantillonnage. 
 
Analyses chimiques 
Les pesées gravimétriques, les analyses d’ions (anions/cations), de carbohydrates 
(levoglucosan, traceur de feux de biomasse) et de carbone (EC, OC) ont été réalisées au 
SIRTA-LSCE. La description plus précise des techniques analytiques mises en place, se 
trouve dans les publications Sciare et coll. (474) pour les analyses ioniques, Yttri et coll. 
(475) pour les analyses de carbohydrates et Panteliadis et coll. (476) pour les analyses 
EC/OC. L’analyse des ions comprend les anions/cations majeurs (chlore, nitrate, sulfate, 
sodium, ammonium, potassium, magnesium, calcium). L’analyse des carbohydrates 
comprend le levoglucosan, mannosan, galactosan, mannitol, arabitol, glucose, inositol. 
L’analyse du carbone comprend le carbone élémentaire et organique (EC, OC).  
L’ensemble de ces techniques participe régulièrement à des exercices d’inter-
comparaison internationaux qui garantissent un contrôle qualité sur une base annuelle à 
minima. Les analyses de métaux et HAP ont été réalisées par prestation de service 
analytique de l’unité « Sciences de l’Atmosphère et Génie de l’Environnement (SAGE) » 
de l’Ecole Nationale Supérieur des Mines de Douai.  
 
Les PM2.5 étudiées dans ces travaux de thèses sont composées de carbone organique et 
élémentaire sur lesquels sont adsorbés différents polluants dont des HAP 
(principalement du pyrène, du benzo(e)pyrène, du benzo(a)anthracène et du chrysène) 
et de nombreux métaux (principalement du Fe, Cu, Mn, Pb, Mo, Sb, Sn). 
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Figure 39 : Prélèvements des particules PM2.5 sur un site à proximité du trafic. (a) photographie du 
préleveur Leckel et (b) photographie de la récupération des filtres avec les PM2.5  à partir du préleveur 
Leckel (projet POTOX). 
 
Préparation des suspensions particulaires PM2.5 
Un certain nombre de filtres ont été rassemblés pour avoir une quantité importante de 
particules (fig. 40). Les particules ont été récupérées à partir de filtres dans le 
laboratoire UMR-CNRS 8251, unité de biologie fonctionnelle et adaptative à l’Université 
Paris Diderot, selon une procédure adaptée de Janssen et al. 2014 (477). 
La procédure de récupération/ extraction des particules a été effectuée en différentes 
étapes : 
¾ Le filtre en Téflon est coupé en quatre, chaque quart de filtre est déposé dans un 

falcon de 50 ml contenant 3 ml de méthanol 100 % (2 falcons sont utilisés en 
parallèle par filtre). 

¾ Le filtre est soniqué (Branson Digital sonifier) 30 sec à 50 % (200 W), puis un 
second quart du filtre est soniqué dans le même falcon. 

¾ Les 6 ml de méthanol sont répartis dans 3 tubes eppendorf de 2 ml. Ensuite, le 
méthanol est évaporé à l’aide d’un concentrateur: Concentrator plus (1h/1h30 
d’évaporation à 30 °C pour passer de 2 ml à 200 µl de méthanol). Puis l’ensemble 
du méthanol contenant les PM du même lot est regroupé dans un minimum de 
tubes. 

¾ Les tubes sont remis dans le concentrateur. Remarque : les tubes vides sont lavés 
avec 2 ml de méthanol propre (volume ajouté au volume final). Ces étapes sont 
répétées jusqu’à obtenir 2 ml. 

¾ Les 2 ml, vortexés, sont mis dans 2 tubes eppendorf de 2 ml préalablement pesés 
afin de diviser la suspension finale de particule de chaque lot entre les deux 
laboratoires (RMCX et Univ Bordeaux). 

¾ Les tubes finaux sont concentrés jusqu’à un volume total de 200 µl environ. Pour 
finalement être évaporés par incorporation d’azote gazeux (10/15 min par tube).  
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Pour finir, les particules ont été pesées, afin de déterminer la quantité de particule 
présente, et remises en suspension dans du milieu de culture MBC (la composition de ce 
milieu est décrite dans la partie II.1). Les suspensions particulaires sont conservées au 
congélateur à -20 °C jusqu’à utilisation.  
 

 

 
 

Figure 40 : Photographie des filtres en Téflon avec des PM2.5, récupérés après 24 h sur la station 
AIRPARIF, provenant des préleveurs Leckel (Projet POTOX). 

 

2.b Les nanoparticules noires de carbone FW2: NPs FW2 

Pour des raisons techniques, nos études n’ont pas été réalisées avec des PM0.1 provenant 
du trafic routier, en raison des quantités trop faibles prélevées pour étudier leur 
mécanisme d’action toxique. Notre choix s’est porté sur des NPs manufacturées qui sont 
standardisées dont la composition est connue. Les NPs FW2 sont commercialisées par la 
société Degussa (Francfort, Allemagne), elles sont constituées de carbone élémentaire 
(carbone pur) et possède les caractéristiques suivantes: diamètre aérodynamique 
moyen de 13 nm, surface de 350 m²/g,  pH = 2.5 (436). Afin de constituer une 
suspension de NPs FW2 à 2 mg/ml, les NPs sont pesées directement dans un flacon en 
verre étant donné qu’elles sont fortement électrostatiques, puis elles sont remises en 
suspension dans du milieu de culture MBC (fig. 41a). La suspension particulaire est 
conservée à 4 °C. 
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Figure 41 : Images obtenues au microscope électronique à transmission. a) NPs FW2 
(13 nm) en suspension dans le milieu de culture.  

3. La culture cellulaire  

3.a Cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines 

Notre étude a porté sur des cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines, étant 
donné qu’elles constituent une des premières cibles des particules inhalées et leur rôle 
clé dans la physiopathologie vasculaire. Les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 
humaines (HPAEC pour Human Pulmonary Artery Endothelial Cells), commercialisées 
par PromoCell®, sont isolées à partir de l’artère pulmonaire principale d’un patient 
Caucasien de 23 ans ayant subi une exérèse pulmonaire. Les cellules sont cultivées, en 
monocouche, dans des flasques de culture de 25 cm² à raison de 20 000 cellules par cm² 
dans du milieu de culture MRC (la composition de ce milieu est décrite dans la partie 
II.1). Les cellules sont incubées, à 37 °C, en atmosphère humide contrôlée à 5 % de CO2, à 
pH 7.4.  
Les lots de cellules utilisés sont: le lot#4091902, le lot#4010202, le lot#399Z034 et le 
lot#430Z016.1 (PromoCell®). 

3.b Condition de culture cellulaire 

Lorsque les cellules sont à environ 80 % de confluence (fig. 42), elles sont décollées, 
selon les recommandations du fournisseur, à l’aide du DetachKit (PromoCell®) 
contenant de l’HEPES-BSS, de la Trypsine/EDTA et un inhibiteur de trypsine (TNS). Les 
cellules sont ensuite centrifugées (5 min, 300 g, 4°C) et le culot cellulaire est remis en 
suspension dans 2 ml de MRC. La densité cellulaire est déterminée par comptage à l’aide 
d’une cellule de Neubauer en présence de bleu Trypan (colorant d’exclusion). Les 
cellules sont alors ensemencées dans des plaques 24, 12 ou 96 puits selon 
l’expérimentation choisie à une densité de 20 000 à 50 000 cellules/cm². Les cellules en 
culture primaire ont été utilisées entre les passages 2 et 8. Toutes les expérimentations 
cellulaires ont été effectuées en environnement stérile, sous hotte à flux laminaire. 
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Figure 42 : HPAEC en culture, images obtenues au microscope à contraste de phase (X200) 
 

3.c Modèle in vitro qui mime l’hypertension pulmonaire: culture cellulaire dans les 
chambres d’étirements et en hypoxie. 

Principe 
Les cellules ont, également, été cultivées sur des supports étirables en silicone (système 
d’étirement STREX® commercialisé par B-bridge International).  Ce système permet 
d’étirer les cellules de façon chronique en les soumettant à des étirements dont la 
fréquence et l’intensité peuvent être contrôlées par le dispositif (fig. 43). Ce système 
innovant permet d’imposer des contraintes uniaxiales et donc de reproduire in vitro les 
contraintes physiques que peuvent subir in vivo les cellules présentes dans la paroi 
vasculaire, en mimant la dynamique vasculaire observée lors de l’hypertension 
pulmonaire (HTP).  
 

 

 

 

 
 

Figure 43 : Appareil d’étirement STREX® commercialisé par B-bridge International. 
 
Protocole  
Avant l’ensemencement, les chambres en silicone sont recouvertes avec de la 
fibronectine (5 µg/cm² dans du PBS 1X) et placées dans l’incubateur, pendant 30 
min (37 °C, 5 % CO2).  



 
 

119 
 

Les cellules sont ensemencées dans les chambres de culture en silicone à une densité de 
30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Les cellules sont ensuite 
placées dans deux conditions expérimentales distinctes:  
x Condition physiologique: les cellules sont soit non étirées, soit subissent un 

étirement de 5 % avec l’appareil STREX® (1 Hz) et sont placées dans l’incubateur en 
normoxie (21 % O2), pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2).  

x Condition pathologique mimant l’HTP : les cellules sont étirées grâce à l’appareil 
STREX®, à raison de 30 cycles par minute et 20 % d’étirement (STREX®, 1 Hz), et, 
placées dans un incubateur à hypoxie (1 % O2), pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). 

Les cellules sont, ensuite, exposées ou non, pendant 4 ou 6 h, avec les NPs FW2 à 
différentes concentrations (0 ; 5 ; 7,5 et 10 µg/cm²). 
 

3.d Comptage des cellules (chambres en silicone) 

Les cellules sont ensemencées dans des chambres de culture en silicone à une densité de 
30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les cellules sont 
pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique et 
pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Après 20 h, les cellules sont décollées à 
l’aide de la trypsine (DetachKit de PromoCell®), centrifugées (5 min, 250 g, 4 °C) puis le 
culot cellulaire est remis en suspension dans 100 µl de MBC. Les cellules sont ensuite 
comptées à l’aide d’un compteur de cellule LunaTM Automated Cell Counting (Logos 
biosystems).  
 

3.e Exposition des cellules avec les différentes particules 

Afin d’éviter l’agrégation des particules, les suspensions particulaires à 2 mg/ml sont 
soniquées dans un bain à ultra-sons (3 x 3 minutes à 230 V et 100 Hz, modèle usc100t) 
et vortexées 3 fois avant d’être diluées aux concentrations nécessaires. Les différentes 
dilutions sont effectuées dans du milieu blanc complet (MBC). Pour les PM2.5, une 
solution d’antibiotique et d’antifongique (pénicilline à 100 U/ml, streptomycine à 0.1 
µg/ml et Fongizone à 0.25 µg/ml) a été ajoutée dans le MBC afin d’éviter les 
contaminations bactériennes et fongiques susceptibles, liées aux prélèvements 
atmosphériques. Les cellules sont exposées, pendant 30 min, 4 heures ou 24 heures, 
avec les différentes suspensions particulaires: PM2.5 ou de NPs FW2 à différentes 
concentrations infratoxiques (de 1 à 20 µg/cm²) déterminées à l’aide du test WST-1 
(II.5).  
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4. Internalisation des particules (MET) 
 
Les cellules ont été ensemencées d’une part dans des chambres en verre type Lab-Tek (8 
puits, Dutscher, France) préalablement recouverte de fibronectine, et d’autre part dans 
les chambres en silicone, à une densité de 20 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h 
(37 °C, 5 % CO2). Puis les cellules ont été exposées ou non avec les particules (0 ; 5 ou 7.5 
µg/cm²) pendant 1 h ou 4 h selon l’expérimentation. Les cellules ont été ensuite rincées 
avec du milieu blanc sans sérum et fixées avec du paraformaldéhyde (1.6 %, v/v) et du 
glutaraldéhyde (2 %, v/v) dans une solution tampon de cacodylate (0.08 M), pH = 7.4 
pendant 1 heure, à température ambiante (TA). Les cellules sont ensuite post-fixées 
dans un mélange contenant du tétroxyde d’osmium (1 %, v/v), du ferricyanide de 
potassium K3Fe(CN)6 (1 %, p/v) dilués dans du tampon cacodylate (0.1 M), pendant 2 
heures sur la glace et à l’obscurité. Les échantillons ont ensuite été rincés avec de l’eau et 
coloré dans une solution aqueuse d’acétate uranyle (0.5 %, p/v) pendant 30 min à TA et 
à l’obscurité. Puis, les cellules ont été rincées et déshydratées à travers un gradient 
d’éthanol ; et incorporées dans un mélange d’éthanol pur et de la résine époxy 50/50 
(v/v) (Epon 812 ; Delta Microscopie, Toulouse, France) pendant 2 h, puis dans une 
résine pure pendant la nuit à TA. La polymérisation de la résine a été réalisée pendant 
24 - 48 h à 60 °C. Les échantillons ont ensuite été coupés à l’aide d’un couteau à diamant 
(Diatome, Biel-Bienne, Suisse) avec un ultramicrotome (EM UCT, Leica Microsystems, 
Vienne, Autriche), des coupes ultrafines (65 nm) ont été récupérées sur des grilles en 
cuivre et colorées avec l’uranyless (Delta Microscopies, Toulouse, France) et du citrate 
de plomb. Les grilles ont été observées avec un Microscope Electronique à Transmission 
(MET) (H7650, Hitachi, Tokyo, Japon) à 80 kV.  

5. Evaluation de la cytotoxicité 
 
Principe  
La cytotoxicité des différentes particules a été évaluée par le test WST-1 (Water Soluble 
Tetrazolium) à l’aide du kit de dosage « Cell Proliferation Reagent WST-1 », (Roche®). 
Cette méthode permet d’évaluer la viabilité cellulaire. Ce test colorimétrique est basé sur 
le clivage des sels de tétrazolium WST-1 (4-[3-(4-Iodophényl)-2-(4-nitrophényl)-2H-5-
tétrazolio]-1,3-benzene disulfonate) incolore, en un dérivé formazan soluble, de couleur 
jaune, par les succinates deshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes (478).  
 
Protocole 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC, puis elles sont intoxiquées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2), 
avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 µg/cm²) en 
8 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le tapis 
cellulaire est rincé deux fois avec du MBC. Puis, les cellules sont incubées pendant 3 h 
(37 °C, 5 % CO2), avec du MBC contenant 10 % de WST-1.  
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Analyse 
L’absorbance est mesurée directement par spectrophotométrie à 450 nm corrigée à 630 
nm, à l’aide d’un lecteur de plaques SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data 
Analysis Software 2.41 (BMG Labtech®). Les résultats sont analysés sur Excel et 
GraphPad.  

6. Evaluation du stress oxydant acellulaire  

6.a Evaluation du stress oxydant acellulaire par la sonde CM-H2DCFDA 

Principe  
Les différentes espèces réactives de l’oxygène (ERO) produites ont été quantifiées, par 
spectrofluorométrie, en utilisant la sonde CM-H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2′,7′-
dichlorodihydrofluoresceine diacétate, acétyl ester, Fisher Scientific®). Le principe de 
cette technique consiste en l’oxydation, par les ERO, de H2DCF (après hydrolyse de la 
forme diacétate), non fluorescente, en DCF (2′,7′-dichlorofluoresceine), fluorescente. 
L’excitation de la molécule DCF à 485 nm émet une fluorescence verte proportionnelle à 
la quantité d’ERO présente, qui peut être détectée à 520 nm par un lecteur de 
microplaques à fluorescence (479).  
 
Protocole 
Afin d’évaluer la production intrinsèque d’ERO des différentes particules, les 
suspensions particulaires sont diluées, dans de l’eau pour obtenir des solutions à des 
concentrations de 0 à 150 µg/ml, puis disposées dans une plaque 96 puits. La sonde CM-
H2DCFDA est solubilisée dans de l’éthanol absolu (DCFH2-DA à 0.33 mM), et ajoutée à 
une solution de NaOH à 10 mM afin de cliver le groupement diacétate. Après 30 min 
d’activation, à TA et à l’obscurité, la solution est neutralisée par du PBS 10X. La solution 
obtenue est utilisée extemporanément, en prenant soin de ne pas l’exposer à la lumière. 
La sonde CM-H2DCF activée est ensuite incorporée (concentration finale: 16.5 µM) dans 
les puits contenant les particules (250 µl final). Une gamme étalon d’H2O2, diluée dans 
un tampon Tris-HCl (40 mM, ajusté au pH 7.4), de 1 à 150 µM, est également préparée et 
incorporée avec de la sonde CM-H2DFC (16.5 µM) et du sulfate ferreux FeSO4 (50 µM). 
Pour finir, la plaque est incubée 60 min (37 °C et 5 % CO2).  

 
Analyse des résultats 
L’intensité de fluorescence est mesurée, par spectrofluorimétrie, à l’aide d’un lecteur de 
plaques (FLUOstar Omega 2.10) à une longueur d’onde d’excitation de 485 nm et 
d’émission de 520 nm, à raison de 13 cycles de 600 sec à 37 °C. Les données sont 
extraites à l’aide du logiciel d’analyse MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG 
Labtech®) et les résultats sont analysés sur Excel et GraphPad. 
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6.b Evaluation du stress oxydant acellulaire par résonance paramagnétique 
électronique  

Principe 
La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une méthode de spectroscopie 
sous champ magnétique qui permet de connaitre la qualité et la quantité des espèces 
magnétiques d’un échantillon. C’est une technique sensible et spécifique qui permet une 
détection directe de toute espèce paramagnétique, c’est-à-dire caractérisées par la 
présence d’un électron non apparié sur la couche de valence, la rendant 
particulièrement bien adaptée à la mesure des radicaux libres (OH˙, O˙2 )̄. La notion de 
« spin » provient du fait que les électrons d’un atome sont en rotation autour d’un noyau 
atomique et également en rotation sur eux-mêmes. Le « spin » permet la mise en place 
d’un champ magnétique et les électrons se comportent comme des petits aimants. 
Lorsque les électrons d’une molécule s’apparient, les champs magnétiques qui leurs sont 
associés s’annulent, en revanche, si le nombre d’électrons est impair (comme l’O˙2 )̄, il y a 
un électron non apparié. Les radicaux se comportent à leur tour comme des petits 
aimants. Le principe de base de la RPE repose sur la propriété des électrons non 
appariés, lorsque qu'ils sont placés dans un champ magnétique extérieur intense B0, à 
absorber puis réémettre l'énergie d'un rayonnement électromagnétique hν 
perpendiculaire à B0 et d’amplitude plus faible.  
Les espèces radicalaires (OH˙, O2˙-) ont une demi-vie trop courte pour pouvoir être 
détectées directement et nécessitent une stabilisation préalable. L’utilisation de « spin 
probe » tel que le CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl-pyrrolidine) 
permet de former, en présence d’anion superoxyde, un radical nitroxyde (CM•) stable 
avec une demi-vie de plusieurs heures, qui peut être facilement détecté par 
spectroscopie RPE (fig. 44). Cette sonde a, de plus, la propriété d’être liposoluble, et 
permet donc de mesurer l’anion superoxyde extra et intracellulaire.  
 

 
Figure 44 : Réaction spontanée entre la sonde CMH et l’O˙2 ̄ formant le radical nitroxyde CM• (480). 
 
Le spectre d’absorption obtenu (forme, position, …) est caractéristique de l’élément 
magnétique dosé. Ainsi, pour l’anion superoxyde, le radical nitroxyde CM• entre en 
résonnance lorsque B0 a une intensité aux alentours de 335 mT. L'amplitude de la 
variation d'absorption correspond à la quantité d’anions superoxyde générés (481).  
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Les échantillons sont mis en présence d’un mélange « spin probe » qui contient la sonde 
CMH en excès afin de piéger l’O˙2ˉ, ainsi que du diéthyldithiocarbamate de sodium 
(DETC) et de la déféroxamine (DF) (deux antioxydants) afin que la sonde CMH soit 
oxydée uniquement par l’O˙2ˉ. La DF, étant un chélateur du fer, inhibe l’auto-oxydation 
de la sonde CMH catalysée par les traces de métaux de transition présentes dans 
l’échantillon. Le DETC, un chélateur de cuivre, empêche l’auto-oxydation de la sonde 
CMH et en même temps la dégradation de l’O˙2ˉ par la SOD Cu/Zn.  
 
Protocole 
Afin d’évaluer la production intrinsèque d’O˙2ˉ des différentes particules, les suspensions 
particulaires sont diluées, dans de l’eau (0 à 50 µg/ml), puis disposées dans une plaque 
24 puits. La sonde CMH (1.25 mM, Noxygen®) est solubilisée dans du KHB bullé à l’azote 
(la composition de cette solution est décrite dans la partie II.1) en présence de DETC 
(6.25 µM, Sigma®) et de DF (31.25 µM, Sigma®), appelé le mélange « spin-probe ». Ce 
mélange est ensuite incorporé dans les puits contenant les particules (500 µl final). Puis, 
la plaque est incubée 60 min (37°C et 5% CO2). Finalement, les surnageants sont aspirés 
dans une seringue (dont l’extrémité a été préalablement coupée). La réaction est arrêtée 
en congelant immédiatement les seringues dans l’azote liquide (77 °K) et elles sont 
stockées à -80 °C. 
 
Analyse 
Les seringues stockées au -80 °C sont transportées dans de l’azote liquide. Les 
échantillons sont placés dans un Dewar qui est ensuite placé dans le résonateur 
(chambre de lecture). Le logiciel Miniscope est organisé en deux interfaces : « Control 
6.51 » et « Analysis 2.02 ». La partie « Control 6.51 » est connectée au spectromètre à 
bande X Miniscope MS200 (Magnettech, Berlin), et il est utilisé pour le réglage des 
paramètres et l’acquisition des spectres. Les paramètres sont les suivants : B0 field: 
3339,4 G ; B0 sweep: 293,84 G ; Sweep time: 60 sec ; Modulation amplitude: 0,5 ; 
Modulation frequency: 100 kHz ; Modulation: 5000 mG ; MW atten: 10 dB ; Samples: 
4096 steps ; Gain : 100 ; Number (pass): 3.  
La quantité d’O˙2ˉ dans l’échantillon est proportionnelle à l’intensité d’absorption des 
photons. Les spectres sont analysés avec le module « Analysis 2.02 ». L’amplitude de 
chaque pic est quantifiée, moyennée et reportée dans un tableau Excel. La moyenne 
finale correspond aux 3 lectures (fig. 45). 
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Figure 45: Mesure de l’amplitude des 3 pics correspondant au spectre d’absorption du radical nitroxyde 
CM• 

7. Evaluation du stress oxydant cellulaire  

7.a Evaluation globale des ERO par la sonde CM-H2DCFDA 

Principe  
 Les différentes ERO cellulaires produites dans les HPAEC ont été quantifiées, par 
spectrofluorométrie, en utilisant la sonde CM-H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2′,7′-
dichlorodihydrofluoresceine diacétate, acétyl ester, Fisher Scientific®). La sonde CM-
H2DCFDA, est un dérivé chlorométhylé de la sonde H2DFC, modifiée pour améliorer sa 
rétention dans les cellules. La forme diacétate CM-H2DCF-DA est une molécule non 
polaire qui diffuse dans la cellule où elle est convertie en CM-H2DCF par les estérases 
cytosoliques.  Le groupement chlorométhyle thiol-réactif permet une liaison covalente à 
des composants intracellulaires, ce qui permet une rétention encore plus longue à 
l’intérieur de la cellule. Cette molécule, hydrophile et non fluorescente, est séquestrée 
dans le cytoplasme et peut être oxydée par les ERO en un dérivé fluorescent, le DCF qui 
peut être facilement quantifié en fluorescence (fig. 46). Ainsi l’intensité de fluorescence 
est directement proportionnelle à la quantité d’ERO présentes dans la cellule (482, 483).   
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Figure 46 : Principe de la réaction du test d’évaluation du stress oxydant par la sonde CM-H2DCFDA 
(484). 
 
Protocole (plaque 24 puits) 
Les expérimentations ont été réalisées en prenant soin d’exposer le moins possible la 
sonde et les cellules à la lumière. Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 
24 puits à une densité de 50 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % 
CO2). Avant l’exposition, les cellules sont rincées avec une solution d’HBSS (Hank's 
Balanced Salt Solution) sans rouge de phénol (la composition de cette solution est 
décrite dans la partie II.1) et incubées, pendant 20 min (37 °C, 5 % CO2), avec une 
solution d’HBSS contenant 20 µM de sonde. Après avoir retiré la sonde non incorporée, 
le tapis cellulaire est rincé deux fois avec le MBC et les cellules sont ensuite intoxiquées, 
pendant 4 h (37 °C, 5% CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 
(0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 µg/cm²) en 3 réplicats (n = 3). Un contrôle positif a été réalisé en 
exposant les cellules à une solution d’H2O2 à 1 mM.  
 
Protocole (chambre en silicone) 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans les chambres en silicone (4 puits) à une 
densité de 30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les 
cellules sont pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique 
et pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules sont 
rincées avec une solution d’HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) sans rouge de phénol 
et incubées, pendant 20 min (37 °C et 5 % CO2), avec une solution d’HBSS contenant 20 
µM de sonde. Après avoir retiré la sonde non incorporée, le tapis cellulaire est rincé 
deux fois avec le MBC et les cellules sont intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % CO2), avec 
différentes concentrations de NPs FW2 (0 ; 5 ; 7,5 et 10 µg/cm²) en 4 réplicats (n = 3). 
Les surnageants de chaque puits de chacune des chambres sont transférés dans une 
plaque 24 puits. 

2 
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Analyse 
L’intensité de fluorescence est mesurée, par spectrofluorimétrie, à l’aide d’un lecteur de 
plaques (FLUOstar Omega 2.10) à une longueur d’onde d’excitation de 485 nm et 
d’émission de 520 nm, à raison de 13 cycles de 600 sec à 37 °C. Les données sont 
extraites à l’aide du logiciel d’analyse MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG 
Labtech®) et les résultats sont analysés sur Excel et GraphPad. 
 

7.b Dosage de l’anion superoxyde cytoplasmique intracellulaire par résonance 
paramagnétique électronique  

Protocole 
PREPARATION DES ECHANTILLONS (PLAQUE 12 PUITS) 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 12 puits à une densité de 50 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 3 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec une solution de KHB préalablement bullé à 
l’azote. Puis, les cellules sont incubées pendant 20 min (37 °C, 5 % CO2), avec le mélange 
de « spin probe » (500 µl par puits) constitué de 40 µl de DETC (500 µM, Sigma®), 40 µl 
de DF (2,5 mM, Sigma®) et 80 µl de CMH (50 mM, Noxygen®) dans 3840 µl de KHB 
bullé à l’azote (Falcon 15ml). Après 20 min, dans chaque puits, les cellules sont grattées 
(avec un grattoir), homogénéisées (sans faire de bulles) et les surnageants sont aspirés 
dans une seringue (dont l’extrémité a été préalablement coupée). La réaction est arrêtée 
en congelant immédiatement les seringues dans l’azote liquide (77 °K) et elles sont 
stockées à – 80 °C. 
 
PREPARATION DES ECHANTILLONS (CHAMBRE EN SILICONE) 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des chambres en silicone 4 puits à une 
densité de 50 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les 
cellules sont pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique 
et pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules sont 
rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % CO2), 
avec différentes concentrations de NPs FW2 (0 ; 5 ; 7,5 et 10 µg/cm²) en 4 réplicats (n = 
3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le tapis cellulaire est rincé 
deux fois avec une solution de KHB (Krebs-Hepes-Buffer) préalablement bullé à l’azote. 
Puis, les cellules sont incubées pendant 20 min (37 °C, 5 % CO2), avec le mélange de 
« spin probe » (500 µl par puits) constitué de DETC (500 µM), de DF (2,5 mM) et de CMH 
(50 mM) dans du KHB bullé à l’azote. Après 20 min, dans chaque puits, les cellules sont 
grattées (avec un grattoir), homogénéisées (sans faire de bulles) et les surnageants sont 
aspirés dans une seringue (dont l’extrémité a été préalablement coupée). La réaction est 
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arrêtée en congelant immédiatement les seringues dans l’azote liquide (77 °K) et elles 
sont stockées à – 80 °C. 
 
LECTURE DES ECHANTILLONS 
Les seringues, stockées au – 80 °C, sont transportées dans de l’azote liquide. Les 
échantillons sont placés dans un Dewar qui est ensuite placé dans le résonateur 
(chambre de lecture). Le logiciel Miniscope est organisé en deux interfaces : « Control 
6.51 » et « Analysis 2.02 ». La partie « Control 6.51 » est connectée au spectromètre à 
bande X Miniscope MS200 (Magnettech, Berlin), et il est utilisé pour le réglage des 
paramètres et l’acquisition des spectres. Les paramètres sont les suivants : B0 field: 
3339,4 G ; B0 sweep: 293,84 G ; Sweep time: 60 sec ; Modulation amplitude: 0,5 ; 
Modulation frequency: 100 kHz ; Modulation: 5000 mG ; MW atten : 10 dB ; Samples: 
4096 steps, Gain: 100 ; Number (pass): 3. Les spectres sont analysés avec le module 
« Analysis 2.02 ». L’amplitude de chaque pic est quantifiée, puis la moyenne des 3 pics 
des 3 lectures est calculée et reportée dans un tableau Excel. Une fois la lecture au 
spectromètre effectuée les échantillons sont récupérés dans des eppendorfs et sont 
conservés dans l’azote liquide et stockés à -80 °C, afin d’effectuer la normalisation des 
pics par rapport à la quantité de protéines.  
  
Analyse  
Les spectres de RPE sont analysés avec le module « Analysis 2.02 ». L’amplitude de 
chaque pic est quantifiée et reportée dans un tableau Excel. Le dosage des protéines 
permet de normaliser les résultats de la moyenne des pics observés en RPE (UA = unité 
arbitraire). Les analyses des résultats du test de Lowry sont faites sur Excel et GraphPad. 
Les résultats sont exprimés en UA/ (mg/ml).  
 
EXTRACTION PROTEIQUE 
Les échantillons sont décongelés dans la glace et centrifugés (10 min à 350 g, 4 °C). Le 
surnageant est éliminé et le culot repris dans un Mix RIPA Buffer avec des anti-protéases 
(CHemCruz™). Une nouvelle centrifugation (10 min à 11000 g, 4 °C) est réalisée et les 
protéines contenues dans le surnageant sont conservées à – 80 °C. 
 
DOSAGE DES PROTEINES  
Les protéines sont dosées par colorimétrie selon la méthode de Lowry. Cette technique 
est basée sur la réaction des protéines contenues dans les échantillons avec une solution 
alcaline de cuivre. La chélation des ions Cu2+ par les protéines entraine leur réduction en 
ions Cu+. Les échantillons sont ensuite mis en présence du réactif de Folin en milieu 
acide. Ce dernier est réduit en dérivés colorés bleus en présence de différents acides 
aminés constitutifs des protéines et des ions Cu+. Le dosage est réalisé en fonction des 
recommandations du fournisseur (BioRad DC Protein assay reagent package). Une 
gamme étalon est réalisée à partir d’albumine de sérum de bœuf (BSA) de 0 à 2 mg/ml. 
L’absorbance est mesurée par spectrophotométrie à 750 nm, à l’aide d’un lecteur de 
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plaques SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG 
Labtech®). Les résultats sont analysés sur Excel et GraphPad. 

7.c Dosage de l’anion superoxyde mitochondrial par microscopie confocale 

Principe  
La sonde fluorescente MitoSOX (Red mitochondrial superoxide indicator, 
ThermoFischer®) est utilisée pour mesurer la production d’anion superoxyde (O˙2ˉ) 
dans les mitochondries des cellules vivantes. L’oxydation de la sonde MitoSOX par l’O˙2ˉ 
produit une fluorescence rouge (485, 486). La fluorescence de la sonde est mesurée au 
microscope confocal. Une fois excitée à 510 nm, la sonde émet une fluorescence à 580 
nm dont l’intensité est proportionnelle au taux d’oxydation de la sonde.  
 
Protocole 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retirée les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs (la composition de cette solution 
est décrite dans la partie II.1). Puis, les cellules sont incubées pendant 10 min, à 37 °C et 
à l’obscurité, avec la sonde MitoSOX (5 µM) diluée dans le MAC-Krebs. Pour finir, la 
plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de MAC-Krebs sont ajoutés 
dans chaque puits avant l’analyse. 
 
Analyse 
L’intensité de fluorescence (mesure de l’anion superoxyde mitochondrial) est mesurée à 
l’aide d’un microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). 
Les plaques sont observées au grossissement X200, avec l’huile à immersion. Les cellules 
sont stimulées à 543 nm et l’émission est enregistrée à 605 nm. Les résultats sont 
ensuite analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 
2007. Les résultats sont exprimés en intensité de fluorescence en valeurs absolues. 
 

8. Evaluation de la sécrétion de cytokines et de facteurs de 
croissance 

8.a Quantification des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8   

La quantification des cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) dans les HPAEC a été 
étudiée selon 3 conditions expérimentales : 
(1) Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité de 20 
000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les 



 
 

129 
 

cellules sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 24 h 
(37 °C, 5 % CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 
et 15 µg/cm²) en 3 réplicats (n = 3). Les surnageants sont ensuite récupérés et congelés. 
(2) Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des chambres en silicone 4 puits à une 
densité de 30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les 
cellules sont pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique 
et pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Les surnageants sont ensuite récupérés 
et congelés. 
(3) Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des chambres en silicone 4 puits à une 
densité de 30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les 
cellules sont pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique 
et pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules sont 
rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 6 h (37 °C, 5 % CO2), 
avec différentes concentrations de NPs FW2 (0 ; 5 ; 7,5 et 10 µg/cm²) en 4 réplicats (n = 
3). Les surnageants sont ensuite récupérés et congelés. 
 
Les surnageants sont décongelés et centrifugés (10 min, 11000 g, 4 °C) afin d’éliminer 
les débris cellulaires et les particules. Le dosage des cytokines (IL-6 et IL-8) dans les 
surnageants de culture est réalisé par la technique d’enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA), en utilisant les kits Duoset® (R&D Systems), selon les recommandations 
du fournisseur. La lecture de la plaque est réalisée, à l’aide d’un lecteur de plaques 
SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG 
Labtech®). Les résultats sont ensuite analysés sur GraphPad. 
 
 

8.b Dosage du facteur de croissance des fibroblastes-2 (FGF-2)  

Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des chambres en silicone 4 puits à une 
densité de 30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les 
cellules sont pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique 
et pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Les surnageants sont décongelés et 
centrifugés (10 min, 11000 g, 4 °C) afin d’éliminer les débris cellulaires et les particules. 
Le dosage du facteur FGF-2 dans les surnageants de culture a été effectué par la 
technique d’ELISA, en utilisant le kit « Human Fibroblast Growth Factor basic FGF-2 
ELISA Kit » (Promocell®), selon les recommandations du fournisseur. La lecture de la 
plaque est réalisée à l’aide d’un lecteur de plaques SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel 
MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG Labtech®). Les résultats sont ensuite analysés 
GraphPad. 
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9. Mesures du calcium au microscope confocal  
 
Les sondes calciques fluorescentes sont des outils pour suivre en direct les flux calciques 
intracellulaires dans des cellules vivantes. Il existe différentes sondes calciques pour 
suivre le calcium dans plusieurs compartiments cellulaires (cytoplasme, mitochondries, 
réticulum endoplasmique). Ces sondes sont dérivées de l’EGTA ou du BAPTA (chélateurs 
du calcium) afin de se lier au calcium dans les cellules (487).  Une fois excitée par une 
longueur d’onde appropriée, la sonde émet une fluorescence dont l’intensité est 
proportionnelle à la quantité de calcium. A l’aide d’une caméra qui va transformer 
l’énergie lumineuse émise en énergie électrique détectée par l’ordinateur au microscope 
confocal (488).   

9.a Mesure du calcium cytoplasmique  

Principe  
Les variations du taux de calcium cytoplasmique sont mesurées à l’aide de la sonde Fluo-
4-AM (1-[2-amino-5-(2,7-difluoro-6-hydroxy-3-oxo-9-xanthenyl)phenoxyl]-2-(2-amino-
5-methylphenoxy) ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, pentaacetoxymethyl ester) 
(ThermoFischer®) qui est un chélateur de calcium. Sous sa forme Fluo4-AM, la fonction 
acétoxyméthyl esther (AM) lui permet de rentrer dans les cellules depuis le milieu 
extracellulaire. La fonction AM rend la sonde non polarisée, insensible au calcium et 
également perméable à la membrane plasmique des cellules. Une fois incorporée dans 
les cellules, la fonction AM va être clivée par des estérases endogènes, donnant la forme 
Fluo-4, piégée dans le cytoplasme et dont la fluorescence est sensible au calcium. La 
sonde Fluo-4 a un Kd de 345 nM, ce qui lui permet d’être sensible aux variations de Ca2+ 

intracellulaire qui vont généralement de 50 nM à 1 µM. Une fois excitée à la longueur 
d’onde appropriée (494 nm), la sonde émet une fluorescence à 516 nm (fig. 47) (489). 
L’intensité fluorescente de la sonde Fluo-4 est directement proportionnelle à la quantité 
de Ca2+ présent dans le cytoplasme des cellules. 
 

 
 

Figure 47 : Courbe d’émission de fluorescence de la sonde Fluo-4 lors d’une excitation à 488 nm 
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Protocole  
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs. Puis, les cellules sont incubées 
pendant 30 min, à 37 °C et à l’obscurité, avec la sonde Fluo-4-AM (1 µM) diluée dans le 
MAC-Krebs. Pour finir, la plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de 
MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits avant l’analyse. 
 
Etude des réponses calciques : 
La réponse à l’ATP (adénosine triphosphate) : ajout de l’ATP dilué pour une 
concentration finale de 2*10-5 M 
La réponse à la thapsigargine est mesurée en aigüe à la concentration finale de 1 µM. 
La réponse au GSK1016790A (agoniste des canaux TRPV4) est mesurée à la 
concentration finale de 100 nM.  
 
Analyse 
L’intensité de fluorescence (mesure du calcium cytoplasmique) est mesurée à l’aide d’un 
microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). Les plaques 
sont observées au grossissement X200, avec l’huile à immersion. Les cellules sont 
stimulées à 488 nm et l’émission est enregistrée à 515 nm. Les résultats sont ensuite 
analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les 
résultats sont exprimés soit en valeur absolue de fluorescence, soit en ratio (F/F0) 
d’augmentation de la fluorescence (F) par rapport au niveau basal (F0). 
 
 

9.b Mesure du calcium mitochondrial  

Principe  
Les variations du taux de calcium mitochondrial sont mesurées à l’aide de la sonde 
Rhod-2-AM (Euromedex) qui est également un chélateur de calcium. La sonde Rhod-2 a 
un Kd de 570 nM. Elle va préférentiellement être attirée par les mitochondries car elle 
possède une charge positive ce qui lui donne la propriété de s’accumuler dans la 
mitochondrie (dont le potentiel de membrane interne est chargé négativement, environ 
-150 mV) (490). L’intensité fluorescente de la sonde Rhod-2 est directement 
proportionnelle à la quantité de Ca2+ présent dans les mitochondries des cellules. 
 
Protocole  
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
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sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs. Puis, les cellules sont incubées 
pendant 30 min, à 37 °C et à l’obscurité, avec la sonde Rhod-2-AM (1 µM) diluée dans le 
MAC-Krebs. Pour finir, la plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de 
MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits avant l’analyse. 
 
Analyse 
L’intensité de fluorescence (mesure du calcium mitochondrial) est mesurée à l’aide d’un 
microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). Les plaques 
sont observées au grossissement X200, avec l’huile à immersion. Les cellules sont 
stimulées à 543 nm et l’émission est enregistrée à 605 nm. Les résultats sont ensuite 
analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les 
résultats sont exprimés en intensité de fluorescence en valeurs absolues. 
 

9.c Mesure du calcium du réticulum endoplasmique (RE) 

Principe 
Les variations du taux de calcium dans le RE sont mesurées à l’aide de la sonde Fluo-4FF, 
AM (ThermoFischer®). La sonde Fluo-4FF a un Kd de 9.7 µM, ce qui lui permet de 
détecter des variations de calcium plus élevées comme dans le RE. Cette sonde a la 
propriété  d’augmenter sa fluorescence lors de la liaison au Ca2+ (491). L’intensité 
fluorescente de la sonde Fluo-4FF est directement proportionnelle à la quantité de Ca2+ 

présent dans le RE des cellules. 
 
Protocole 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs. Puis, les cellules sont incubées 
pendant 30 min, à 37 °C et à l’obscurité, avec la sonde Fluo-4FF-AM (10 µM) diluée dans 
le MAC-Krebs. Pour finir, la plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de 
MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits avant l’analyse. 
 
Analyse 
L’intensité de fluorescence (mesure du calcium réticulaire) est mesurée à l’aide d’un 
microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). Les plaques 
sont observées au grossissement X200, avec l’huile à immersion. Les cellules sont 
stimulées à 488 nm et l’émission est enregistrée à 515 nm. Les résultats sont ensuite 
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analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les 
résultats sont exprimés en intensité de fluorescence en valeurs absolues. 
 

10. Mesure du potentiel membranaire des mitochondries 
 
Principe 
La mesure du potentiel de membrane mitochondrial (ΔΨm) a été évalué à l’aide d’une 
sonde cationique lipophile (perméable à la membrane) : le tétraméthylrhodamine, 
méthyl ester (TMRM) (ThermoFischer®). Il s’agit d’une sonde de la famille des 
rhodamines qui est séquestrée par les mitochondries actives. En raison du potentiel de 
membrane très négatif de la membrane interne des mitochondries, le TMRM s’accumule 
préférentiellement dans la mitochondrie par rapport au cytoplasme. Plus le potentiel de 
membrane est négatif, plus la sonde se fixe dans les mitochondries (492). La 
fluorescence émise varie en fonction du potentiel mitochondrial. L’intensité fluorescente 
de la sonde TMRM est directement proportionnelle au ΔΨm, plus il est négatif, plus la 
fluorescence émise est élevée.  
 
Protocole 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs. Puis, les cellules sont incubées 
pendant 20 min, à 37 °C et à l’obscurité, avec la sonde TMRM (100 nM) diluée dans le 
MAC-Krebs. Puis, la plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de MAC-
Krebs sont ajoutés dans chaque puits avant l’analyse. 
 
Analyses 
L’intensité de fluorescence (mesure potentiel membranaire mitochondrial) est mesurée 
à l’aide d’un microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). 
Les plaques sont observées au grossissement X200, avec l’huile à immersion. Les cellules 
sont stimulées à 543 nm et l’émission est enregistrée à 605 nm. Les résultats sont 
analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les 
résultats sont exprimés en intensité de fluorescence en valeurs absolues. 

11. Mesure de la dynamique mitochondriale  
 
Principe 
La dynamique mitochondriale a été évalué en utilisant la sonde MitoTracker Green 
(ThermoFischer®). Cette sonde possède un demi-groupement chlorométhyle thiol 
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réactif, elle diffuse de manière passive à travers la membrane plasmique et les 
membranes des organites. Par un processus de conjugaison à des protéines 
mitochondriales, via son groupement thiol, la sonde reste piégée dans les mitochondries. 
La sonde initialement réduite ne produit pas de fluorescence, et va finalement s’oxyder 
une fois dans les mitochondries et émettre de la fluorescence. Cela permet de visualiser 
en direct leur dynamique (fission/fusion par exemple). 
 
Protocole 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs. Puis, les cellules sont incubées 
pendant 30 min, à 37 °C et à l’obscurité, avec la sonde Mitotracker (1 µM) diluée dans le 
MAC-Krebs. Puis, la plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de MAC-
Krebs sont ajoutés dans chaque puits avant l’analyse. Un contrôle positif est utilisé en 
exposant les cellules pendant 10 min avec du Carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone (CCCP) (5 µM). 
 
Analyses 
L’intensité de fluorescence (mesure de la dynamique mitochondriale) est mesurée à 
l’aide d’un microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). 
Les plaques sont observées au grossissement X600, avec l’huile à immersion. Les cellules 
sont stimulées à 488nm et l’émission est enregistrée à 515nm. Les résultats sont ensuite 
analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les 
résultats sont exprimés qualitativement. 

12. Mesure du monoxyde d’azote et des peroxynitrites 

12.a Mesure du monoxyde d’azote (NO) au microscope confocal  

Principe  
La détection et la quantification des concentrations de NO sont mesurées à l’aide de le 
sonde DAF-FM (4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein Diacetate) 
(ThermoFischer®). La sonde DAF-FM est non fluorescente jusqu’à ce qu’elle réagisse 
avec du NO pour former un dérivé de benzotriazole fluorescent (493). L’intensité 
fluorescente de la sonde DAF-FM est directement proportionnelle à la quantité de NO 
présent dans les cellules. 
 
Protocole 
Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 96 puits à une densité de 20 000 
cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules 
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sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 h (37 °C, 5 % 
CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 et 15 
µg/cm²) en 6 réplicats (n = 3). Après avoir retiré les milieux contenant les particules, le 
tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MAC-Krebs. Puis, les cellules sont incubées 
pendant 20 min, à 37 °C et à l’obscurité, avec la sonde DAF-FM (5 µM) diluée dans le 
MAC-Krebs. Puis, la plaque est vidée par retournement et 100 µl de la solution de MAC-
Krebs sont ajoutés dans chaque puits avant l’analyse. 
 
Analyse 
L’intensité de fluorescence (mesure du NO cytoplasmique) est mesurée à l’aide d’un 
microscope confocal (TE2000 couplé à une station confocal Eclipse, Nikon). Les plaques 
sont observées au grossissement X200, avec l’huile à immersion. Les cellules sont 
stimulées à 488 nm et l’émission est enregistrée à 515 nm. Les résultats sont ensuite 
analysés à l’aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les 
résultats sont exprimés en intensité de fluorescence en valeurs absolues. 
 

12.b Dosage du NO et des peroxynitrites (ONOO )̅ par le Réactif de Griess 

Principe  
La production du monoxyde d’azote (NO) et des peroxynitrites (ONOOˉ) a été 
déterminée indirectement dans les surnageants des HPAEC. En raison de son instabilité 
dans les solutions physiologiques, la plus grande partie du NO est rapidement convertie 
en nitrite (NO2ˉ) puis en nitrate (NO3ˉ). Le NO peut réagir avec diverses molécules 
présentes dans la cellule telles que l’O2, l’O˙2ˉ et le dioxygène d’azote (NO2) (tableau 9).  
L’association du NO et de l’O˙2ˉ conduit à la production de peroxynitrites (ONOOˉ) qui 
réagissent rapidement avec les ions H+ pour produire des nitrates (NO3ˉ).  
 
 

(1).  NO + O˙2ˉ Æ ONOOˉ + H+ Æ NO3ˉ + H+ 

(2).  2NO + O2 Æ N2O4 + H2O Æ NO2ˉ  + NO3ˉ 
(3).  NO+ NO2  Æ N2O3 + H2O Æ 2NO2ˉ 

 
Tableau 9: Les différentes réactions de transformation du NO en nitrates (NO3ˉ) et en nitrites (NO2ˉ).  
 
D’après la réaction (1), la concentration de NO3ˉ est directement proportionnelle à la 
concentration d’ONOOˉ ; elle-même dépendante de la concentration de NO. Le test de 
Griess, permet d’une part, de quantifier la concentration de NO2ˉ basal (réactions 2 et 3) 
et d’autre part, la concentration totale de NO2ˉ produit (réactions 1 et 2), reflet de la 
quantité de NO3ˉ, à l’aide de l’enzyme nitrate réductase et le co-facteur de la nitrate 
réductase. Pour finir, en soustrayant les concentrations de NO2ˉ totaux (réaction 1, 2 et 
3) des concentrations de NO2ˉ basal (réaction 2 et 3), les concentrations de NO et 
d’ONOOˉ seront déterminées. 
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Protocole 
(1) Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité de 20 
000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les 
cellules sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 24 h 
(37 °C, 5 % CO2), avec différentes concentrations de NPs FW2 ou de PM2.5 (0 ; 5 ; 7,5 ; 10 
et 15 µg/cm²) en 3 réplicats (n = 3). Les surnageants sont ensuite récupérés et congelés. 
(2) Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des chambres en silicone 4 puits à une 
densité de 30 000 cellules/cm² et cultivées, pendant 24 h (37 °C, 5 % CO2). Puis, les 
cellules sont pré-conditionnées dans les deux conditions expérimentales (physiologique 
et pathologique) pendant 20 h (37 °C, 5 % CO2). Avant l’exposition, les cellules sont 
rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 6 h (37 °C, 5 % CO2), 
avec différentes concentrations de NPs FW2 (0 ; 5 ; 7,5 et 10 µg/cm²) en 4 réplicats (n = 
3). Les surnageants sont ensuite récupérés et congelés. 
 
Analyse  
Les surnageants sont décongelés et centrifugés (10 min, 11000 g, 4 °C) afin d’éliminer 
les débris cellulaires et les particules. Le dosage du NO et des ONOOˉ dans les 
surnageants de culture a été effectué par la technique du réactif de Griess en utilisant le 
kit « Griess Reagent Kit for nitrite determination » (Invitrogen®), selon les 
recommandations du fournisseur. L’absorbance est mesurée par spectrophotométrie à 
550 nm, à l’aide d’un lecteur de plaques SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data 
Analysis Software 2.41 (BMG Labtech®). Les résultats sont analysés sur Excel et 
GraphPad.  
 

13. Analyses statistiques 
 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’erreur standard de la moyenne (SEM). 
Chaque expérimentation a été réalisée plusieurs fois (n indique le nombre 
d’expérimentations), indépendantes les unes des autres. Pour comparer deux 
échantillons indépendants, si n > 30, un test paramétrique (t de Student) a été utilisé et 
si le n < 30, un test non paramétrique (Mann & Whitney) a été réalisé. Pour comparer 
plusieurs échantillons indépendants, si n > 30, un test paramétrique (ANOVA) suivi du 
test de comparaison multiple de Tukey a été réalisé et si n < 30, un test non 
paramétrique (Kruskal & Wallis) suivi du test de comparaison multiple de Dunn a été 
réalisé. Les différences sont considérées statistiquement significatives lorsque P < 0.05. * 
indique une différence significative pour P < 0.05 (*), P < 0.01 (**) et P < 0.001 (***) ; P < 
0.05 (#), P < 0.01 (##) et P < 0.001 (###) et P < 0.05 ($), P < 0.01 ($$) et P < 0.001 ($$$). 
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5.0. 
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Objectif I : Etude des mécanismes cellulaires et moléculaires induits par les PM2.5 et les 
NPs FW2 dans les HPAEC. 
 
1)  Le premier axe de recherche a pour objectif de caractériser, dans les HPAEC, les 
mécanismes à l’origine des effets induits pas les PM2.5 au niveau du stress oxydant et de 
la signalisation calcique. Cette étude est réalisée dans le cadre du projet POTOX 
(ADEME/ANSES, convention N° 12 62 c 0037) qui consistait à comparer les effets de 
PM2.5, provenant de différentes sources, sur la génération du stress oxydant dans des 
cellules épithéliales pulmonaires et des cellules endothéliales vasculaires humaines. 
Cette étude fait l’objet d’un article: “Involvement of oxidative stress and calcium 
signaling in airborne particulate matter - induced damages in human pulmonary artery 
endothelial cells” publiée en juillet 2017 dans le journal « Toxicology in Vitro », présentée 
dans ce travail de thèse sous forme d’article.  
 
2) Le deuxième axe de recherche a pour objectif de caractériser, dans les HPAEC, les 
mécanismes à l’origine des effets induits par des particules de composition physico-
chimique différente des PM2.5, les NPs FW2, au niveau du stress oxydant et de la 
signalisation calcique. Cette étude fait l’objet d’un article: “Effect of carbon black 
nanoparticles on human pulmonary artery endothelial cells: role of oxidative stress on 
calcium signaling and mitochondrial function ” en soumission (août 2018), dans le 
journal « Particle and Fibre Toxicology », présentée dans ce travail de thèse sous forme 
d’article.  
 
 
Objectif II : Comparaison des effets induits par les NPs FW2 dans les HPAEC dans deux 
conditions expérimentales: physiologique et pathologique mimant l’HTP in vitro.  
 
3) Cette étude a pour objectif de mettre au point et de développer un modèle qui mime 
in vitro la dynamique vasculaire observée dans l’HTP, afin de comparer les effets des NPs 
FW2 dans des conditions physiologique et pathologique. Les résultats sont exposés sous 
forme de résultats/discussion dans cette troisième partie. Un article scientifique est en 
cours d’écriture.  
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1. Implication du stress oxydant et de la signalisation calcique dans les 
dommages causés par les PM2.5 sur des cellules endothéliales de 
l'artère pulmonaire humaine. 
 
Contexte: Les particules fines (PM2,5), qui font l’objet de notre étude, ont un diamètre 
aérodynamique moyen inférieur à 2,5 µm et leur composition physico-chimique varie 
selon leur source d’émission conduisant, ainsi, à des effets toxiques différents. En effet, 
différents polluants (métaux, HAP…) peuvent être adsorbés sur leur noyau carboné. Les 
émissions issues du trafic routier représentent à l’heure actuelle, les principales sources 
des PM2.5 dans les grandes agglomérations européennes, et des études récentes ont 
montré que les particules sont principalement impliquées dans l’augmentation de 
l’incidence des pathologies respiratoires et cardiovasculaires par rapport aux autres 
polluants atmosphériques. Le tractus respiratoire constitue la principale cible des 
particules inhalées. Cependant, le système cardiovasculaire et, en particulier, les CE qui 
tapissent la lumière des vaisseaux et qui sont impliquées dans la régulation de la 
vasomotricité, constituent également une cible privilégiée des PM2.5, de leurs composés 
solubles ou des médiateurs pro-inflammatoires sécrétés par les cellules épithéliales 
bronchiques. Après inhalation, les PM2.5 peuvent s'accumuler dans les alvéoles et le 
parenchyme pulmonaires à proximité de la paroi artérielle pulmonaire. Ces particules 
peuvent, ensuite, franchir les barrières épithéliales et atteindre la circulation 
pulmonaire (60, 74, 494, 495). Il a été montré que la pollution atmosphérique 
particulaire pouvait, dans les artères intrapulmonaires, altérer la réactivité vasculaire en 
induisant une altération de la relaxation endothéliale dépendante du NO (4, 5, 7), ce qui 
pourrait entraîner une augmentation de la pression artérielle systémique ou pulmonaire 
(9, 295, 496, 497). En conséquence, l'accumulation et la rétention des PM2.5 pourraient 
être un facteur déterminant dans l'exacerbation de maladies cardiovasculaires 
préexistantes telles que l’HTP. Le stress oxydatif et l'altération de la signalisation 
calcique sont des événements critiques impliqués dans la physiopathologie de l'HTP (11, 
12, 498, 499). De plus, des études ont montré qu’après l'inhalation, les particules 
entraînent un stress oxydatif et altèrent l'homéostasie calcique, souvent associées à une 
réponse pulmonaire pro-inflammatoire, qui sont également des caractéristiques de 
l’HTP (371, 378). Malgré le rôle majeur de la signalisation calcique et du stress oxydatif 
dans la pathogenèse de l’HTP, l’effet des PM2.5 sur ces cibles cellulaires vasculaires est 
peu décrit, en particulier sur les cellules endothéliales de l’artère pulmonaire humaines 
(HPAEC). 
 
Les objectifs de cette étude sont d’évaluer les effets cellulaires et moléculaires induits 
par les PM2.5 issues du trafic routier sur les cellules HPAEC, en se focalisant en particulier 
sur le stress oxydant et la signalisation calcique, qui sont deux mécanismes altérés dans 
l’HTP. Les PM2.5 étudiées sont principalement composées de carbone élémentaire (EC), 
de HAP (principalement pyrène, benzo(e)pyrène, benzo(a)anthracène et chrysène), 
ainsi que des traces de métaux provenant d’émissions liées au trafic (principalement Fe, 
Cu, Mn, Pb, Mo, Sb, Sn).  
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Différents paramètres ont été étudiés (i) la production intrinsèque, acellulaire et 
intracellulaire, d’ERO globale par fluorimétrie (sonde CM-H2DCF-DA) (ii) la production 
spécifique intrinsèque, acellulaire et intracellulaire et mitochondriale d'anion 
superoxyde (O2˙-) par RPE et par microscopie confocale (sonde MitoSOX) (iii) la 
signalisation calcique par microscope confocal (sonde Fluo-4) (iv) l’internalisation des 
PM2.5 dans les HPAEC.  
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A B S T R A C T

Recent studies have revealed that particulate matter (PM) exert deleterious effects on vascular function.
Pulmonary artery endothelial cells (HPAEC), which are involved in the vasomotricity regulation, can be a direct
target of inhaled particles. Modifications in calcium homeostasis and oxidative stress are critical events involved
in the physiopathology of vascular diseases. The objectives of this study were to assess the effects of PM2.5 on
oxidative stress and calcium signaling in HPAEC. Different endpoints were studied, (i) intrinsic and intracellular
production of reactive oxygen species (ROS) by the H2DCF-DA probe, (ii) intrinsic, intracellular and mi-
tochondrial production of superoxide anion (O2%

−) by electronic paramagnetic resonance spectroscopy and
MitoSOX probe, (iii) reactive nitrosative species (RNS) production by Griess reaction, and (vi) calcium signaling
by the Fluo-4 probe. In acellular conditions, PM2.5 leads to an intrinsic free radical production (ROS, O2%

−) and a
4 h-exposure to PM2.5 (5–15 μg/cm2), induced, in HPAEC, an increase of RNS, of global ROS and of cytoplasmic
and mitochondrial O2%

− levels. The basal intracellular calcium ion level [Ca2+]i was also increased after 4 h-
exposure to PM2.5 and a pre-treatment with superoxide dismutase and catalase significantly reduced this re-
sponse. This study provides evidence that the alteration of intracellular calcium homeostasis induced by PM2.5 is
closely correlated to an increase of oxidative stress.

1. Introduction

Many epidemiological studies have revealed an association between
airborne particulate matter (PM) pollution and an excess in cardio-
vascular and respiratory mortality and morbidity such as asthma,
chronic obstructive pulmonary disease (COPD), cancers, myocardial
infarction and pulmonary hypertension (PH) (Pope et al., 2004, 2015;
Chen et al., 2014; Beelen et al., 2014). Mortality and morbidity due to
respiratory and cardiovascular diseases increase by 0.5 to 1.5% for each
increase of PM in the air of 5–6 μg/m3 (Lee et al., 2014). PM is a
complex mixture of particles from different sources and different sizes

(coarse particles: PM10 with a mean aerodynamic diameter< 10 μm,
fine particles PM2.5 with a mean aerodynamic diameter< 2.5 μm and
ultrafine particles: PM0.1 with a mean aerodynamic diameter< 0.1
μm). These particles also have different chemical compositions thus
leading to different toxic effects. Transition metals (such as iron and
copper), organic compounds such as polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), quinones… and microorganisms (bacteria, fungi…) can be
adsorbed onto pre-existing particles (Thomson et al., 2016). Traffic
emissions (fossil fuel combustion from mobile sources) are considered
as the major health-relevant particulate pollution sources in in-
dustrialized urban centres (Hopke et al., 2006) and recent studies have
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shown that the fine PM fraction of these emissions is mainly involved in
the increased incidence of respiratory and cardiovascular diseases as
compared to other atmospheric pollutants (Newby et al., 2015).

The respiratory tract is the first target of inhaled particles. However,
the cardiovascular system and, more specifically, endothelial cells
lining the inner surface of blood arteries that are involved in the va-
somotricity regulation can also be a direct target of inhaled particles or
some of their soluble constituents. In humans and animals, the finest
inhaled particles may accumulate into pulmonary alveoli and the lung
parenchyma close to pulmonary arterial wall. These particles may then
cross the epithelial barriers and reach the pulmonary circulation, in
particular the artery endothelial cells, where they can exert their de-
leterious effects on vascular function by increasing oxidative stress
(Calderón-Garcidueñas et al., 2001; Kreyling et al., 2002; Nemmar
et al., 2002, 2013; Mills et al., 2009). Alternatively, effects on en-
dothelial cells can also be indirect resulting from secretions of pro-in-
flammatory mediators produced by bronchial epithelial cells. In pre-
vious studies, it has been shown that particulate pollution could alter
the vascular reactivity by inducing impairment of endothelial NO-de-
pendent relaxation in intrapulmonary arteries (Courtois et al., 2008,
2010; Barrier et al., 2016) that may be responsible for an increase in
systemic or pulmonary blood pressure (Urch et al., 2005; Calderón-
Garcidueñas et al., 2007; Mills et al., 2011; Mahne et al., 2012; Bellavia
et al., 2013; Morishita et al., 2015). As a consequence, the accumulation
and retention of PM could be determining factors for exacerbation of
pre-existent cardiovascular diseases such as pulmonary hypertension
(PH). PH is the main disease of the pulmonary circulation characterized
by increase of pulmonary arterial resistances, remodeling of the pul-
monary arteries, changes in pulmonary vascular reactivity, right heart
hypertrophy and heart failure. Oxidative stress and alteration in cal-
cium signaling are critical events involved in the physiopathology of PH
(Touyz and Schiffrin, 2004; Guibert et al., 2007; Ducret et al., 2010;
Martin et al., 2012; Freund-Michel et al., 2013; Xu et al., 2014; Gilbert
et al., 2014; Lai et al., 2015; Parpaite et al., 2016).

Moreover, after inhalation, particles trigger an oxidative stress and
alter calcium homeostasis with overproduction of reactive oxygen
species (ROS), often associated with a pulmonary pro-inflammatory
response, which is also a characteristic of PH (Stone et al., 2000; Chen
et al., 2011; Dubes et al., 2017). Size and chemical composition are the
main determinants of the PM-induced molecular and cellular effects via
oxidative stress. The finest particles are associated with an increased
surface reactivity that is involved in intrinsic free radical production
(Ayres et al., 2008). Transition metals and organic compounds which
are present in PM are known to produce oxidative stress respectively
via the Fenton reaction or by the redox cycling (such as the superoxide
anion and the reactive hydroxyl radical) and can induce oxidative le-
sions in cellular macromolecules (Donaldson et al., 1997; Squadrito
et al., 2001). Moreover, previous studies have shown, that in rat pul-
monary artery smooth muscle cells (PASMC), acute or chronic exposure
to nanoparticles increases the intracellular calcium concentration
([Ca2+]i) via activation of calcium channels at the plasma membrane
(Stone et al., 2000; Chen et al., 2011; Dubes et al., 2017). Despite this
major role of calcium signaling and oxidative stress in the pathogenesis
of PH, the effect of airborne particulate matter on these cellular targets
is poorly described particularly on pulmonary artery endothelial cells.

In this context, the objectives of the present study were to assess the
effects of PM2.5 exposure, in human pulmonary artery endothelial cells
(HPAEC), on oxidative stress and calcium signaling, which both are
deregulated in PH.

HPAEC were exposed for 4 h to PM2.5 (5 to 15 μg/cm2). Different
endpoints were studied (i) PM2.5 internalization (ii) intracellular and
acellular production of ROS by a fluorescent probe (H2DCF-DA) (iii)
intracellular and acellular production of superoxide anion by electronic
paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) (iv) production of mi-
tochondrial superoxide anion by MitoSOX probe (confocal microscopy)
(v) nitric oxide (NO) and peroxynitrite (ONOO−) productions by Griess

reaction (vi) calcium signaling using calcium imaging (fluorescent in-
dicator dye Fluo-4) and confocal microscopy analysis.

2. Materials and methods

2.1. PM filter samples collection

Daily (24 h-integrated) PM2.5 was sampled continuously on 47-mm
diameter Teflon filters, during September and October 2013, at a traffic
urban site (“Porte d'Auteuil”) in Paris with a low volume Leckel
(2.3 m3/h) air sampler (Leckel, Germany) (Sciare et al., 2011).

Samples have been taken in this period in order to target a period
that is usually optimal for sampling PM emissions from traffic (high
pressure systems with low precipitation) and to avoid the winter period
that may contain, out of traffic emissions, an additional source of
combustion aerosol (domestic wood burning).

2.2. Extraction of PM filter samples

PM2.5 Teflon filters were extracted with methanol, sonicated
(Branson Digital sonifier) during 30 s at 50% (200 W), reduced in vo-
lume using evaporator set (Concentrator plus, Eppendorf) at 30 °C, until
about 200 μl was left, and then dried overnight at 30 °C under a con-
stant flow of nitrogen, according to the method adapted from Janssen
et al. (2014).

Dry extracts were resuspended in supplemented Endothelial Cell
Growth Medium (ECGM without phenol red) supplemented with
streptomycin (0.1 μg/ml), penicillin (100 U/ml) and fungizone
(0.25 μg/ml). PM2.5 suspension stocks were stored at −20 °C until use
and, immediately prior to use, stock suspensions were vortexed and
freshly resuspended by sonication, 3 × 30 s (Vibracell 75186, 130 W,
56–60 Hz).

2.3. Cell culture

All experiments were done on HPAEC cultures isolated from pul-
monary artery main branch of a 23-year old male Caucasian donor.
HPAEC were purchased from PromoCell® (France) and grown in ECGM
supplemented with a Supplement Mix [2% fetal bovine serum (FBS),
0.4% endothelial cell growth factor (ECGF), 0.1 ng/ml epidermal
growth factor (EGF), 1 ng/ml basic fibroblast growth factor (BFGF),
90 μg/ml heparin, and 1 μg/ml hydrocortisone, PromoCell®]. Cells
were seeded at 10,000 cells/cm2 on 25 cm2 culture flasks and were
maintained at 37 °C, in a 95% humidified air and 5% CO2. Cell passages
were performed when about 80% confluence was achieved. All ex-
periments were done on HPAEC from passages 2 to 8.

2.4. Cytotoxicity assay

Cell viability was assessed using the WST-1 (Water-Soluble
Tetrazolium) cell proliferation reagent (Roche, France) according to the
manufacturer's recommendations. It is a colorimetric method for de-
termining mitochondrial metabolic activity (viable cells) in which a
succinate-tetrazolium reductase enzyme can convert a tetrazolium salt
compound (WST-1) into an aqueous soluble and coloured formazan.
This assay assumes that the relative number of viable cells is propor-
tional with the mitochondrial enzymatic activity. Cells were seeded in a
96-well culture plate at 20,000 cells/cm2 and cultured in supplemented
ECGM for 24 h at 37 °C and 5% CO2. Cells were exposed or not (control
cells) to PM2.5 in a concentration range from 1 to 10 μg/cm2.

After a 24 h-treatment with PM2.5, cells were rinsed with ECGM and
incubated for 3 h with WST-1 reagent. The absorbance of supernatants
was measured at 450 nm by spectrophotometry using a microplate
spectrophotometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®,
Germany). The working concentrations for all further experiments were
determined by this test (mortality rate< 25%).

J. Deweirdt et al. 7R[LFRORJ\�LQ�9LWUR��������������²���

���



2.5. Internalization studies

Cells were seeded at 20,000 cells/cm2 on plastic Lab-Tek chambers
(Dutscher, France) and cultured in supplemented ECGM, for 24 h, at
37 °C and 5% CO2. Cultures were then exposed or not (control cells) to
PM2.5 at 7.5 μg/cm2, at 37 °C and 5% CO2. After a 1 h-exposure to
PM2.5, cells were fixed with 1.6% paraformaldehyde and 2% glutar-
aldehyde in 0.08 M cacodylate buffer (pH 7.4) during 2 h at room
temperature (RT). After washing in 0.1 M cacodylate buffer, cells were
post-fixed in a mix 1% osmium tetroxide (v/v)/1% potassium ferri-
cyanide K3Fe(CN)6 (p/v) in 0.1 M cacodylate buffer during 2 h on ice in
the dark. Then, samples were washed in water, and stained in block in
0.5% aqueous uranyl acetate solution during 30 min at RT in the dark.
Subsequently, cells were washed and dehydrated through a series of
graded ethanol and embedded in a mixture of pure ethanol and epoxy
resin 50/50 (v/v) (Epon 812; Delta Microscopie, Toulouse, France)
during 2 h and then in 100% resin overnight at RT. The polymerization
of the resin was carried out during 48 h at 60 °C.

Samples were then sectioned using a diamond knife (Diatome, Biel-
Bienne, Switzerland) on an ultramicrotome (EM UCT, Leica
Microsystems, Vienna, Austria). Ultrathin sections (65 nm) were picked
up on copper grids and then stained with Uranyless (Delta
Microscopies, Toulouse, France) and lead citrate. Grids were examined
with a Transmission Electron Microscope (H7650, Hitachi, Tokyo,
Japan) at 80 kV.

2.6. Global reactive oxygen species production

2.6.1. Acellular global ROS production
The global ROS were detected using the CM-H2DCFDA (5-(and-6)-

chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluoresceine diacetate, acetyl ester)
assay (Fisher Scientific®) according to the manufacturer's re-
commendations and using the method described by Foucaud et al.
(2007) modified for this study.

Just before use, the CM-H2DCFDA probe must be hydrolyzed. To do
so, 50 μg were resuspended with a mix of absolute ethanol and a 10 mM
sodium hydroxide solution (final concentration of the probe 66 μM).
After a 30 min activation in the dark, at room temperature, the che-
mical reaction was stopped by adding PBS 10× (final concentration of
the probe 16.5 μM).

Finally, the activated CM-H2DCF probe was added into the wells of a
96-well plate containing either H2O2 standard in the presence of FeSO4

(10 μM) or PM2.5 suspension to obtain a final concentration of 3.3 μM
CM-H2DCF probe. Then, samples were incubated, for 1 h, at 37 °C and
5% CO2. Thus, final concentrations of H2O2 standard range were
1–150 μM, and final concentrations of PM2.5 were 1–50 μg/ml.
Fluorescence intensity was measured by spectrofluorimetry at
ƛex = 485 nm and ƛem = 530 nm using a FLUOstar Omega 2.10 plate
reader (BMG Labtech®) and the analyses were performed with the
MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG Labtech®).

2.6.2. Intracellular global ROS production
Intracellular ROS production was assessed using the CM-H2DCFDA

probe (Fisher Scientific®) according to the manufacturer's re-
commendations and using the method adapted from Wang and Joseph
(1999) and Chen et al. (2010). The non-fluorescent CM-H2DCFDA re-
agent rapidly diffuses through the cell membrane and is hydrolyzed by
intracellular esterases to a non-fluorescent oxidative sensitive form
(CM-H2DCF) which is oxidized by ROS to generate a highly fluorescent
adduct with a fluorescent intensity proportional to intracellular ROS
production.

HPAEC cells were seeded at 50,000 cells/cm2 in a 24-well plate and
cultured for 24 h, at 37 °C and 5% CO2. Cells were rinsed with Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS) and were pre-incubated for 20 min with
CM-H2DCFDA probe (final concentration 20 μM) in HBSS. Cells were
then rinsed with HBSS before a 4 h-exposure with PM2.5, at different

concentrations (5–15 μg/cm2), at 37 °C. Fluorescence intensity was
measured at ƛex = 485 nm and ƛem = 520 nm in spectrofluorimetry by
using FLUOstar Omega 2.10 plate reader and the analyses were per-
formed with the MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG
Labtech®).

2.7. Superoxide anion detection by electron paramagnetic resonance (EPR)-
spin trapping

EPR spin-trapping is one of the specific technique used to study
generation of free radicals such as the superoxide anions. However,
their high activity, their very short life span and their relative low
concentrations made their measurement difficult to develop. The de-
tection of O2%

− was carried out using the spin trap 1-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH) probe
(Noxygen®) which could be oxidized by O2%

− to generate a stable
nitroxide radical (CM%) easily detectable by EPR spectroscopy. The
CMH probe has the property of being soluble and can measure intra and
extracellular superoxide anion (Dikalov et al., 2011; Könczöl et al.,
2012).

2.7.1. Acellular superoxide anion production
Superoxide anion was detected using the method described by

Dellinger et al. (2001) and Nymark et al. (2014) modified for this study.
A PM2.5 range of 25 to 250 μg/ml was prepared in ECGM. A Krebs-
HEPES Buffer solution (118.4 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgSO4,
4 mM NaHCO3, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 mM CaCl2, 10 mM HEPES and
6 mM D-Glucose; adjusted at pH = 7.4) was prepared and just before
use was filtered and put under a constant flow of nitrogen. Finally,
PM2.5 (1–50 μg/ml final concentration) were incubated, in a 24-well
plate for a 1 h-incubation, at 37 °C, 5% CO2, with the spin-probe mix
containing at final concentrations, CMH probe (1,25 mM), diethyl-
dithiocarbamate (6,25 μM) and deferoxamine (31,25 μM) solubilized in
the Krebs-HEPES Buffer solution. The mix was then removed in a syr-
inge and the reaction was stopped by freezing the samples in liquid
nitrogen before EPR analysis.

2.7.2. Cellular superoxide anion production
EPR assay was performed as previously described (Billaud et al.,

2009; Deschacht et al., 2010; Dikalov et al., 2011) and was adapted for
this study. HPAEC cells were seeded at 50,000 cells/cm2 in a 12-well
plate and cultured for 24 h, at 37 °C and 5% CO2. After a 4 h-exposition
with PM2.5, at different concentrations (5–15 μg/cm2), at 37 °C and 5%
CO2, cells were incubated for 20 min with the spin-probe mix con-
taining CMH (1 mM), diethyldithiocarbamate (5 μM) and deferoxamine
(25 μM) in Krebs-HEPES Buffer solution. Then, cells were scraped,
homogenized and frozen in a syringe in liquid nitrogen before EPR
analysis. All the EPR spectra were recorded using a Spectrometer X
Miniscope MS200 (Magnettech®, Berlin, Germany). The following EPR
conditions were used: benchtop spectrometer working at X-band
(9.4 GHz) with a B0 fields 3339.4 G, B0 sweep 293.84 G, sweep time
60 s, modulation amplitude 0.5, modulation frequency 100 kHz, mod-
ulation 5000 G, microwave attenuation 10 dB, gain 100. Spectra were
quantified by peak amplitude measurement using the Miniscope soft-
ware (control 6.51 and Analysis 2.02).

The results were normalized to protein quantities and expressed in
EPR signal amplitude in arbitrary units (AU)/mg/ml of protein. After
the reading of EPR spectra, protein quantities were measured by a
Lowry-test (Lowry reagent, Sigma Aldrich) according to the manufac-
turer's recommendations.

2.8. Mitochondrial superoxide anion generation by confocal microscopy

Mitochondrial superoxide anion O2%
− formation was assessed using

MitoSOX™ red dye (ThermoFischer®) according to the manufacturer's
recommendations. MitoSOX probe oxidation by superoxide anion
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produces a red fluorescence. Fluorescence intensity is proportional to
the rate of the probe oxidation (Tseng et al., 2015a).

HPAEC cells were seeded at 20,000 cells/cm2 in a 96-well plate and
cultured for 24 h, at 37 °C and 5% CO2. After a 4 h-exposition with
PM2.5, at 37 °C and 5% CO2, at different concentrations (5–15 μg/cm2),
cells were incubated for 10 min at 37 °C, in the dark, with the
MitoSOX™ probe (final concentration 5 μM) in a physiological salt so-
lution (PSS) containing 130 mM NaCl, 5.6 mM KCl, 8 mM HEPES,
11 mM Glucose, 1 mM Mg2+ and 2 mM Ca2+; adjusted at pH = 7.4. In
some experiments, MitoSOX™ probe was co-incubated with a mi-
tochondrial probe (Mitotracker green - final concentration 1 μM) and a
nucleus probe, Hoeschst 33342 (final concentration 2 μM) for coloca-
lization experiments.

The plates were observed at ×600 magnification with an oil im-
mersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 2000,
Nikon). Fluorescence intensity were measured for MitoSOX at 543/
605 nm, for Mitotracker at 488/515 nm and for Hoeschst at 408/
450 nm (excitation/emission). The results are expressed in fluorescence
intensity in absolute values.

The analyses were performed using NIS-Elements AR software 3.0
and Microsoft Office Excel 2007.

2.9. Nitric oxide and peroxynitrite productions

Nitric oxide (NO) and peroxynitrite (ONOO−) productions were
assessed in HPAEC culture supernatants by Griess reaction according to
the manufacturer's instructions (Molecular probes). HPAEC cells were
seeded, in a 24-well culture plate at 20,000 cells/cm2 and cultured for
24 h, at 37 °C and 5% CO2. After a 4 h-exposure to PM2.5 (5–15 μg/cm2)
the supernatants were collected and centrifuged at 1000g for 15 min for
the NO determination. Levels of NO were quantified by measuring the
stable metabolite of nitrite with Griess reagent according to the man-
ufacturer's instructions (Molecular probes).

Supernatants were also used for the measurement of ONOO−. As
peroxynitrites are rapidly transformed to nitrates, supernatants were
first incubated with nitrate reductase (Cayman chemicals) to convert
nitrates into nitrites. Levels of ONOO− were then quantified from ni-
trites with Griess reagent according to the manufacturer's instructions
(Molecular probes).

The absorbance of supernatants was measured at 550 nm by spec-
trophotometry using a microplate spectrophotometer reader
(SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®, Germany).

Previously a standard curve was obtained using known concentra-
tions of sodium nitrite (NaNO2) and results were expressed in nanogram
per microliter (ng/μl).

2.10. Cytosolic calcium measurement by confocal microscopy

Intracellular [Ca2+] was detected using the Fluo-4-AM dye (1-[2-
amino-5-(2,7-difluoro-6-hydroxy-3-oxo-9-xanthenyl)phenoxyl]-2-(2-
amino-5-methylphenoxy) ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid, pentaace-
toxymethyl ester) (ThermoFischer®). We first investigated the effect of
PM2.5 on Fluo4 fluorescence with an acellular assay. Our results showed
that PM2.5 did not interfere with the Fluo4 calcium assay (data not
shown). Cells were seeded at 20,000 cell/cm2 in a 96-well plate and
cultured for 24 h, at 37 °C and 5% CO2. HPAEC were exposed to the PM
suspension (5–15 μg/cm2) for 4 h. After the exposure, cells were in-
cubated for 30 min (in the dark) at 37 °C with 1 μM Fluo-4-AM probe in
the PSS. Cells were rinsed three times with the PSS and 100 μl of this
solution was added in each well for measurement by confocal laser
microscope.

The plates were observed at ×200 magnification with an oil im-
mersion objective. Cells were stimulated at 488 nm and emission was
recorded at 515 nm. The results are expressed in fluorescence intensity
in absolute values. The analyses were performed using NIS-Elements AR
software 3.0 and Microsoft Office Excel 2007.

2.11. Statistical analysis

Each experimental condition was independently repeated three
times and for each independent experiment 3 to 8 wells per condition
were done. Data were expressed as mean ± Standard Error of the
Mean (SEM) for 3 independent experiments (n = 3). Statistical analyses
were performed using analysis of variance (one-way ANOVA) followed
by Mann-Whitney-U test for multiple comparisons (*p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001) with GraphPad statistics software. p va-
lues < 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. PM2.5 increased intrinsic ROS production

The ability of PM2.5 to generate intrinsic reactive oxygen species

Fig. 1. PM2.5 intrinsic ROS production (acellular condition).
A: ROS production measured by spectrofluorimetry with the CM-H2DCFDA probe assay.
Water PM2.5 suspensions (1–50 μg/ml) were incubated with the probe for 1 h at 37 °C.
The fluorescence intensity was measured by fluorimetry. Results were expressed in H2O2

equivalents (μM). The values were normalized to the control (ctrl) and expressed as the
fold change of the CM-H2DCF fluorescence intensity relative to the control (without
treatment, ctrl). Data were mean ± SEM of three independent experiments, n = 3 (eight
wells/concentration). Statistically significant at p < 0.05 (*), p < 0.01(**) and
p < 0.001(***) as compared to controls, Mann-Whitney-U test.
B: Superoxide anion (O2%

−) production measured by Electron Paramagnetic Resonance
spectrometer with the CMH probe. PM2.5 (1–50 μg/ml) were incubated with the spin-
probe mix: CMH, diethyldithiocarbamate and deferoxamine in Krebs-HEPES Buffer, for
1 h at 37 °C. Results were expressed in EPR signal amplitude in arbitrary unit (AU). Data
were mean ± SEM of three independent experiments (n = 3) performed in triplicate.
Statistically significant at p < 0.001(***) as compared to controls, Mann-Whitney-U
test.
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(ROS) was investigated through two different methods: oxidation of the
CM-H2DCFDA probe detected by fluorimetry and EPR technique to
specifically measure superoxide anion.

PM2.5 induced a global ROS production in acellular condition
(Fig. 1A). After a 1 h-incubation with the probe, PM2.5 (1–50 μg/ml)
induced, in a concentration-dependent manner, a statistical significant
increase of global ROS levels from 5 μg/ml (p < 0.001).

Furthermore, after a 1 h-incubation with the spin probe, PM2.5

(1–50 μg/ml) also induced specifically, and with a concentration-de-
pendent pattern, a significant increase of acellular O2%

− levels
(p < 0.001), (Fig. 1B).

3.2. PM2.5 decreased HPAEC viability

To measure ROS production and intracellular calcium levels on
HPAEC, we investigated first the non-toxic range of PM2.5 (mortality
rate< 25%) that could be used based upon the WST-1 test. Cytotoxic
assay was performed after a 24 h-treatment with PM.

Fig. 2 shows, that exposure of HPAEC to PM2.5 (1 to 10 μg/cm2) for
24 h, decreased concentration - dependently cell viability. Statistical
significant reduction of cell viability was observed from 7.5 μg/cm2

(p < 0.01, p < 0.001). At the highest concentration (10 μg/cm2), cell
viability was decreased to no> 23.25% of control cells.

3.3. PM2.5 internalization in HPAEC

Transmission electronic microscopy (TEM) was performed to obtain
information on the uptake and localization of PM2.5 in HPAEC exposed
for 1 h to PM2.5 (7.5 μg/cm2). Representative micrographs are shown in
Fig. 3. After a rapid internalization into cells, fine particles were mainly
clustered into vesicles (Fig. 3B, C) but were also remained free in the
cytoplasm (data not shown). Internalized PM was mainly organized in
aggregates of various sizes but single or isolated particles were also
observed. TEM images evidenced that PM was also localized very close
to mitochondria (Fig. 3C), to the nucleus (Fig. 3B) and to the cytosolic
membrane (data not shown).

3.4. PM2.5 increased HPAEC intracellular ROS production

Intracellular ability of PM2.5 to generate oxidative stress in cells was
investigated through four different methods: oxidation of the CM-
H2DCFDA probe detected by fluorimetry for the evaluation of the global
intracellular ROS production, the EPR technique to specifically de-
termine PM2.5-induced superoxide anion generation, the MitoSOX
probe to measure more specifically oxidative stress produced in parti-
cular organelles such as mitochondria and the Griess reaction for the
determination of NO and reactive nitrosative species (RNS) such as
ONOO−.

3.4.1. Intracellular global ROS production (CM-H2DCF-DA)
Fig. 4 shows the concentration-dependent increase of ROS produc-

tion by HPAEC in response to a 4 h-exposure to PM2.5 (5–15 μg/cm2).
H2O2 (1 mM) was used as positive control. PM2.5 induced, with a
concentration-dependent pattern, an increase of intracellular global
ROS levels in HPAEC. At the highest concentrations (10 and 15 μg/
cm2), the differences were significant as compared to control cells
(respectively at p < 0.01, p < 0.001).

3.4.2. Intracellular superoxyde anion (O2%
−) production (EPR)

We have previously shown that PM2.5 induced intrinsic O2%
− pro-

duction (Fig. 1B) and intracellular ROS generation (Fig. 4). We in-
vestigated here by EPR the ability of these particles to generate O2%

−

production in HPAEC. A 4 h-exposure to PM2.5 (5–15 μg/cm2) induced,
in a concentration-dependent manner, a statistical significant increase
of intracellular O2%

− levels in HPAEC from 7.5 μg/cm2 (p < 0.01,
p < 0.001) (Fig. 5).

3.4.3. PM2.5 increased mitochondrial superoxyde anion O2%
− production

(MitoSOX probe)
We assessed the effects of PM2.5 on mitochondrial O2%

− production
by MitoSOX red probe.

Fig. 6A shows, in HPAEC, the concentration-dependent increase of
mitochondrial O2%

− production by HPAEC in response to a 4 h-ex-
posure to PM2.5 (5–15 μg/cm2). Our results show that a 4 h-exposure to
PM2.5 induced for all concentrations tested and in a concentration-de-
pendent manner, a statistically significant rise in mitochondrial O2%

−

production in HPAEC compared to cell controls (p < 0.001). Fig. 6B
and C show HPAEC cell imaging by confocal microscopy displaying an
increase of mitochondrial MitoSOX probe red oxidation compared to
control cells when cells were treated, for 4 h, with PM2.5 (10 μg/cm2).
Some co-localization (yellow) between mitochondria (mitotracker
green fluorescence) and O2%

− (mitoSOX red fluorescence) were ob-
served (Fig. 6C). Nuclei were stained with Hoechst (blue fluorescence).

3.4.4. PM2.5 increased peroxynitrites production (Griess reaction)
The effects of PM2.5 on NO production were first examined. Our

results showed that a 4 h-exposure to PM2.5 (5–15 μg/cm2) induced in
HPAEC with a concentration-dependent pattern, an increase of NO le-
vels. At the highest concentrations (10 and 15 μg/cm2), the differences
were significant as compared to control cells (p < 0.05*) (Fig. 7A). We
have previously shown that, after a 4 h-exposure, PM2.5 induced in-
tracellular O2%

− production in HPAEC (Fig. 6A). Since NO can be
oxidized by O2%

− to form peroxynitrites (ONOO−), we measured here
in HPAEC the peroxynitrite production by Griess reaction. Our results
showed that a 4 h-exposure to PM2.5 (5–15 μg/cm2) induced for all
concentrations tested and in a concentration-dependent manner, a
statistically significant rise in ONOO− production in HPAEC compared
to control cells (p < 0.05* and p < 0.01**) (Fig. 7B). After a 1 h-pre-
treatment of HPAEC with antioxidants enzymes such as polyethylene
glycol-superoxide dismutase (PEG-SOD, 300 U/ml) and polyethylene
glycol-catalase (PEG-CAT, 600 U/ml), followed by a 4 h-PM2.5 exposure
(5–15 μg/cm2), no significant effect of PM2.5 on ONOO− level was
observed compared to control cells (Fig. 7B).

3.5. PM2.5 increased HPAEC cytoplasmic calcium levels [Ca2+]i (Fluo-4-
AM probe)

In a first set of experiments we investigated whether a 4 h-exposure
to PM2.5 (5–15 μg/cm2) could increase cytoplasmic calcium level by
calcium imaging (Fluo-4-AM probe). Fig. 8 shows, in HPAEC, a statis-
tically significant and dose-dependent increase of the basal intracellular
calcium ion level [Ca2+]i (p < 0.05* and p < 0.001***). In a second
set of experiments, and in order to elucidate whether the PM2.5-induced
impairment of intracellular calcium homeostasis was correlated to an
increase of ROS production, the same experiments were performed

Fig. 2. HPAEC viability, after a 24 h incubation with PM2.5 (1–10 μg/cm2), measured by
the WST-1 colorimetric assay. Cells were exposed for 24 h at 37 °C, 5% CO2 to PM2.5.

Results were expressed as the percentage of cell viability in treated cells as compared to
control cells (100%). Data were mean ± SEM of three independent experiments, n = 3
(eight wells/concentration). Statistically significant at p < 0.01(**) and
p < 0.001(***), as compared to controls, Mann-Whitney-U test.
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using PEG-SOD (300 U/ml) and PEG-CAT (600 U/ml). After a 1 h-pre-
treatment of HPAEC with both PEG-SOD and PEG-catalase, followed by
a 4 h-PM2.5 exposure (5–15 μg/cm2), no significant effect of PM2.5 on
basal intracellular calcium level was observed compared to control cells
(Fig. 8).

Cells co-treated with PM2.5 and antioxidant enzymes fully reversed

the PM2.5-induced increase in intracellular calcium basal level.

4. Discussion

An increased level of fine particles in the atmosphere is suspected to
aggravate cardiovascular diseases. Primary particles, especially those
from traffic (tail-pipe) emissions which are formed by combustion

Fig. 3. PM2.5 internalization and intracellular localization in HPAEC, observed by transmission electronic microscopy (TEM). Cells were exposed, for 1 h, at 37 °C, 5% CO2 with PM2.5 at
7.5 μg/cm2. (A) Untreated cells, control (×2900), (B) PM2.5 treated cells (×2900) and (C) PM2.5 treated cells (×11000). n correspond to the nucleus, m correspond to the mitochondria
and v correspond to the vesicle. Scale bars, 5 μm (A, B) and 1 μm (C).

Fig. 4. Intracellular PM2.5-induced ROS production in HPAEC, measured by spectro-
fluorimetry with the CMH2DCF-DA probe assay. Cells were exposed or not (negative
control) with PM2.5 (5–15 μg/cm2) or with H2O2 (1 mM, positive control) for 4 h at 37 °C
and 5% CO2. The fluorescence intensity was measured by fluorimetry. The values were
normalized to the untreated cells (control, ctrl) and results were expressed as the fold
change of the CMH2DCF fluorescence intensity relative to the control cells. Data were
mean ± SEM of three independent experiments, n = 3 (eight wells/concentration).
Statistically significant at p < 0.01(**) and p < 0.001(***) as compared to controls,
Mann-Whitney-U test.

Fig. 5. Intracellular PM2.5-induced O%2− production in HPAEC, measured by EPR spec-
trometer with the CMH probe. Cells were exposed with PM2.5 (5–15 μg/cm2) for 4 h at
37 °C, 5% CO2. Then, cells were incubated for 20 min with the spin-probe mix: CMH,
diethyldithiocarbamate and deferoxamine in Krebs-HEPES Buffer. Protein concentration
was performed with the Lowry test. Results were expressed in EPR signal amplitude in
arbitrary unit (AU)/mg/ml of proteins. Data were mean ± SEM of three independent
experiments (n = 3) performed in triplicate. Statistically significant at p < 0.01(**) and
p < 0.001(***) as compared to controls, Mann-Whitney-U test.
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processes of fossil fuel, are amongst the most harmful components of
PM2.5 in urban environment (Hopke et al., 2006; Newby et al., 2015).
This study focused for that purpose on PM2.5 sampled at a traffic site.
Several studies provided evidence that ROS-induced oxidative damages
in vascular cells play a major role in endothelial dysfunction and in the
physiopathology of vascular diseases such as PH (Touyz and Schiffrin,
2004; Cioffi, 2011; Freund-Michel et al., 2013, 2014). Finally, only a
few studies have investigated the direct effect of airborne particulate
matter on pulmonary artery endothelial cells and the cellular me-
chanisms remain unclear. In the present study, the toxic effects of PM2.5

were investigated on HPAEC, which could be one of the primary target
of inhaled particles, with a particular focus on (i) acellular and in-
tracellular ROS and RNS generation, (ii) PM2.5 intracellular uptake and
(iii) calcium homeostasis.

ROS and RNS were measured by different methods. The fluorimetric
method using the CM-H2DCFDA probe is a powerful assay, easy to carry
out, and can detect different reactive oxygen species generated by
particles (Cohn et al., 2008). This probe was used extensively to analyze
global acellular and intracellular oxidative stress (Foucaud et al., 2007;
Chen et al., 2010; Tseng et al., 2015b) but does not allow determining
specific free radicals. The EPR method is an alternative to determine
specific oxygen species (O2%

−, ONOO−, OH%…) but requires an ex-
pensive instrumentation (Billaud et al., 2009; Dikalov et al., 2011;
Nymark et al., 2014). As O2%

− can be scavenged by NO to form
ONOO−, we also measured ONOO− levels in HPAEC with Griess re-
action as an alternative method to investigate PM2.5-induced O2%

− in-
crease (Genet et al., 2017). To measure more specifically oxidative
stress produced in mitochondria we used confocal microscopy

techniques with the MitoSOX probe (Li et al., 2009; Tseng et al.,
2015a). Combining these different methods, we demonstrated that the
oxidative stress mediated by PM2.5 originated from several sources.
Firstly we demonstrated that, in acellular conditions, different ROS and,
in particular, free radical such as O2%

− were generated by PM2.5

themselves, in a concentration dependent manner, before any contact
with HPAEC. These data are in line with those found in the literature for
PM2.5 sampled at different sites or with nanoparticles (Dellinger et al.,
2001; Latvala et al., 2016). Secondly, we tested the hypothesis that
PM2.5 are able to generate an oxidative stress after they were taken up
by cells (i.e. PM2.5 internalization into cells). We provided evidence that
these particles were quickly (within 1 h) internalized into HPAEC
mainly in vesicles or free in the cytoplasm. Some of them were found
very close to the cytosolic membrane, to the nucleus and to mi-
tochondria.

We then showed, that PM2.5 and/or their soluble components, could
induce an intracellular oxidative stress in a concentration dependant
manner. In HPAEC, particles induced (i) a global overproduction of
ROS such as H2O2 mainly detected by the fluorescent probe CM-
H2DCFDA (up to 10 μg/cm2), (ii) an increase in some free radicals, in
particular the superoxide anion specifically measured by EPR (up to
7.5 μg/cm2) and (iii) an overproduction of NO and RNS such as ONOO−

measured by the Griess reaction (up to 7.5 μg/cm2). These findings
suggest that PM2.5-induced oxidative stress could be correlated to their
internalization. These data are in line with those from the literature
with silica nanoparticles, diesel and urban SRM 1648-particles (Bai
et al., 2001; Li et al., 2006; Guo et al., 2015).

The presence of PM near to mitochondria of exposed cells and the

Fig. 6. Mitochondrial PM2.5-induced O%2− pro-
duction in HPAEC, measured with the MitoSOX
probe (5 μM), by confocal microscopy. Cells were
exposed with PM2.5 (5–15 μg/cm2) for 4 h at
37 °C, 5% CO2. (A) The mitochondrial O%2−

production was expressed as the oxidized
MitoSOX fluorescence intensity and was com-
pared to untreated cells (control, ctrl). Data were
mean ± SEM of three independent experiments,
n = 3 (six wells/concentration). Statistically sig-
nificant at p < 0.05 (*), p < 0.001(***) as
compared to controls, Mann-Whitney-U test. (B,
C) HPAEC cell imaging of MitoSOX probe oxi-
dation by confocal microscopy. Cells were ex-
posed, for 1 h, at 37 °C, 5% CO2 with PM2.5 at
10 μg/cm2 (B) untreated cells, control (×600),
(C) PM2.5 treated cells (×600). Nucleus were
stained with Hoechst (blue fluorescence), mi-
tochondria with Mitotracker (green fluorescence)
and mitochondrial superoxide anion with
MitoSOX (red fluorescence). White arrows in-
dicated some co-localization (yellow) between
mitochondria (green) and O%2− (red). Scale bars,
50 μm (B, C). (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is re-
ferred to the web version of this article.)
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overproduction of intracellular ROS suggest that functions of this or-
ganelle could be disturbed. In order to confirm this hypothesis, mi-
tochondria-specific ROS production was assessed, in HPAEC, by con-
focal microscopy, after exposure to PM2.5. Our results showed an
increase of mitochondria endogenous superoxide anion production
from 5 μg/cm2. These results are in accordance with those reported in
the literature in aortic and umbilical endothelial cells (Li et al., 2009;
Tseng et al., 2015a).

Interestingly, for these concentrations, PM2.5 induced in HPAEC a
slight decrease of mitochondrial activity (measured by the WST-1
assay) at 24 h which could be correlated to over production of mi-
tochondrial superoxide anion observed after 4 h exposure.

Overall, these results indicate that no single assay was completely
predictive of oxidative stress and confirm the interest of using various
complementary assays for studying PM2.5-induced ROS generation.
These results also suggest that, at the lowest concentrations (5 μg/cm2),
the confocal microscopy assay using MitoSOX probe was a better

predictor of oxidative stress than any of the other assays. In conclusion,
this study provided evidence that PM2.5 contain stable free radicals and
could generate intracellular ROS and RNS that can easily be detected by
these methods.

The detailed chemical composition of PM2.5 is not available. But the
physicochemical properties of PM2.5 sampled at the same traffic site
were already well characterized in previous studies (Baulig et al., 2004,
Val et al., 2011). As it is a site of sampling near traffic, particles are
mainly composed by tail-pipe carbonaceous material, namely elemental
carbon (EC), organic matter (OM), and PAHs (mainly pyrene, benzo(e)
pyrene, benzo(a)anthracene and chrysene) but also include trace metals
from non-tail-pipe (break wears) traffic emissions (mainly Fe, Cu, Mn,
Pb, Mo, Sb, Sn). After PM2.5 inhalation these carbonaceous and trace
metal components could be solubilized by macrophages and surfactants
in pulmonary alveoli and could directly alter endothelial cells by in-
ducing ROS production after cytochrome P450 1A1 (CYP1A1)-induced
metabolization. PAHs are known to specifically induce CYP1A1, a

Fig. 7. Intracellular PM2.5-induced RNS (NO and ONOO−) production
in HPAEC, measured by the Griess reaction. Cells were exposed or not
(negative control) with PM2.5 (5–15 μg/cm2) for 4 h at 37 °C and 5%
CO2. A: NO production in HPAEC. The results were expressed in ng/
μl. Data were mean ± SEM of three independent experiments, n = 3
(three wells/concentration). Statistically significant at p < 0.05 (*)
as compared to controls, Mann-Whitney-U test.
B: ONOO− production in HPAEC after or not a 1 h pre-treatment with
PEG-SOD (300 U/ml) and PEG-catalase (600 U/ml). The NO-donor
sodium nitroprusside (SNP, 10−4 M) and the NO synthase inhibitor
NG-L-Nitro Arginine Methyl Ester (L-Name, 10−4 M) were used re-
spectively as positive and as negative controls. The results were ex-
pressed in ng/μl. Data were mean ± SEM of three independent ex-
periments, n = 3 (three wells/concentration). Statistically significant
at p < 0.05 (*) and p < 0.01(**) as compared to controls, Mann-
Whitney-U test. Statistically significant at p < 0.01(##) between
cells treated with PM2.5 at 10 μg/cm2 and cells pre-treated with an-
tioxidant enzymes followed by treatment with PM2.5 at 10 μg/cm2,
Mann-Whitney-U test.

Fig. 8. Intracellular basal Ca2+ level in HPAEC, measured with Fluo-
4-AM probe (1 μM), by confocal microscopy. Cells were exposed to
PM2.5 (5–15 μg/cm2) for 4 h at 37 °C and 5% CO2, after or not a 1 h
pre-treatment with PEG-SOD (300 U/ml) and PEG-catalase (600 U/
ml). The basal Ca2+ level was expressed as the fluorescence intensity
of the Fluo-4 probe and was compared to untreated cells (control,
ctrl). Data were mean ± SEM of three independent experiments,
n = 3 (six wells/concentration). Statistically significant at p < 0.05
(*) and p < 0.001(***) as compared to controls. Statistically sig-
nificant at p < 0.01(##) and p < 0.001(###) as compared to cells
pre-treated with antioxidant enzymes, Mann-Whitney-U test.
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phase I xenobiotic metabolizing enzymes producing superoxide anions
and reactive intermediates (Squadrito et al., 2001; Baulig et al., 2009;
Val et al., 2011; Boublil et al., 2013). Previous study showed, in
bronchial epithelial cells, that the expression of the CYP1A1 gene was
highly induced by PAH-containing PM2.5 sampled at urban traffic sites
(Val et al., 2011). Quinones were also involved in ROS generation due
to redox cycling. The oxidative capacity of PM2.5 could also be attrib-
uted to their transition metal constituents mainly to iron and copper
that could generate ROS (O2%

−, H2O2, OH%) through the Fenton and
Harber-Weiss reaction (Donaldson et al., 1997, 2004). In a previous
study, we showed that metals and in particular iron contained in par-
ticulate matter such as SRM 1648 were involved in particles-induced
vascular deleterious effects (Courtois et al., 2014). Furthermore, metals
and PAHs could present additive or synergistic interactions with par-
ticle surface area. Finally, PM2.5 induced-intracellular ROS production
could then occur as the result of free radicals production at the surface
of the particles or by soluble harmful components such as metals or
organics that are likely to be involved in vascular diseases (Donaldson
et al., 2004; Ayres et al., 2008; Thomson et al., 2016). Additionally,
once internalized in the cells, particles could also generate oxidative
stress by direct effects on cells that are not driven by intrinsic free ra-
dicals, such as depletion of antioxidants (SOD, catalase), inflammatory
response, alteration in mitochondrial respiration… which could in-
directly induce oxidative stress (Ayres et al., 2008). Further experi-
ments are necessary to address the mechanisms involved in PM2.5-in-
duced ROS production.

Several studies provided evidence that ROS/RNS-induced oxidative
damages in vascular cells play a major role in endothelial dysfunction
and in the physiopathology of vascular diseases. Endothelial NO is a
major vasculoprotective agent and it plays a very important role as a
major secondary messenger in vascular signaling pathway. NO exerts
many effects on the organism, either beneficial or deleterious.
Beneficial ones are mainly mediated by NO itself generated at low
concentrations by endothelial NO-synthases in a regulated manner. By
contrast, prolonged or high-output inducible NOS-derived NO may
exert both oxidative and nitrosative stress through peroxynitrite.
Therefore, we investigated, in the present study, the ability of PM2.5 to
impair NO signaling pathway. We demonstrated that a 4 h-exposure to
PM2.5 stimulated a concentration-dependent increase in NO content
especially at the highest concentrations (10 and 15 μg/cm2). Similarly,
Guo et al. (2015) demonstrated that silica nanoparticles stimulated NO
release in endothelial cells. Interestingly, we also showed that the
PM2.5-generated O2%

− rapidly reacted with NO to produce a highly

reactive and cytotoxic nitrosative specie such as ONOO− and could
change the balance of [NO]/[ONOO−] unfavorably leading to NO-
bioavailability decrease. Indeed, PM2.5-induced ONOO− over-
production was strongly reduced by a pre-treatment with both super-
oxide dismutase and catalase, two antioxidant enzymes.

It is now well established that, in many vascular diseases, oxidative
stress causes a [Ca2+]i-increase due to calcium entry across plasma
membrane as well as calcium release from intracellular stores (Cioffi,
2011; Dubes et al., 2017). Recent studies (Simon et al., 2011; Nemmar
et al., 2015; Neri et al., 2016; Dubes et al., 2017) have also reported
that ultrafine particles as well as particulate matter increase in-
tracellular [Ca2+]i although the underlying mechanisms have been
poorly described in particular in pulmonary artery endothelial cells.
Therefore, we investigated, in the present study, the ability of PM2.5 to
increase [Ca2+]i levels via ROS production. We demonstrated that a
4 h-exposure to PM2.5 induce a concentration-dependent increase of the
basal [Ca2+]i in HPAEC. It was interesting to note that this effect was
raised after a 24 h-exposure of PM2.5 to HPAEC (data not shown) sug-
gesting a time-dependent response. This impairment of calcium
homeostasis was strongly reduced by a pre-treatment with both su-
peroxide dismutase and catalase suggesting that PM2.5-induced altera-
tion of intracellular calcium homeostasis was closely correlated to an
increase of O2%

− and H2O2. Several studies performed in animal models
that mimic PH, have reported that the intracellular [Ca2+]i, in vascular
cells was increased in this disease (Rodat et al., 2007; Ducret et al.,
2010; Gilbert et al., 2014). Consequently, an additive or synergistic
effect in calcium homeostasis is likely to occur after exposure to PM2.5

particles in PH.
In summary, the oxidative stress mediated by PM2.5 originates from

several sources involving (i) intrinsic generation of ROS from the sur-
face of particles (ii) initiation of free radical chain reaction by extra-
cellular ROS such as lipid peroxidation (iii) internalization of PM (vi)
soluble transition metals and organic compounds (v) alteration of mi-
tochondrial function and production of superoxide anion from the mi-
tochondrial electron transport chain. These results are summarized in
Fig. 9.

In conclusion, this study provides evidence that PM2.5-induced both
oxidative and nitrosative species in HPAEC causes redox imbalance and
seems to be an important molecular mechanism for endothelial dys-
function leading to impairment of calcium signaling and NO bioavail-
ability which are the main characteristics of hypertensive disease. Thus,
exposure to PM2.5 may be a risk factor for the exacerbation of pre-ex-
istent cardiovascular diseases such as PH.

Fig. 9. Summary of hypothetical PM2.5 oxidative stress-mediated
impairment of calcium homeostasis leading to vascular health dis-
ease.
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Résumé de l’article : 
Dans un premier temps, nous avons montré que dans les conditions acellulaires, les 
PM2.5 entraînent une production intrinsèque d’ERO notamment de l’H2O2 et de l’O2˙-, de 
manière concentration-dépendante. Dans une seconde étape, nous avons démontré que 
les PM2.5 (7.5 µg/cm²) étaient rapidement internalisées dans les HPAEC (1 h) 
essentiellement dans des vésicules ou libres dans le cytoplasme, très proches du noyau 
et des mitochondries. D’autre part, le test d’évaluation de la cytotoxicité (WST-1) nous a 
permis de déterminer les concentrations infratoxiques (< 20% de mortalité cellulaire) à 
utiliser pour les études mécanistiques.  
 
Nos résultats montrent ensuite, que dans les cellules HPAEC, après 4 h d’exposition, les 
PM2.5 (5 - 15 µg / cm²) induisent, une augmentation significative concentration-
dépendante de la production globale des ERO, et notamment de l’anion superoxyde. Il 
est intéressant de souligner que la production globale d’ERO est significative dès 10 
µg/cm² alors que la production d’O2˙- est significative dès 7.5 µg/cm². D’autre part, après 
4 h d’exposition, les PM2.5 induisent, également dans les HPAEC, une augmentation 
significative concentration-dépendante pour des concentrations plus faibles (5 µg/cm²). 
De plus, les PM2.5 ont induit dans les HPAEC, après 24 h d’exposition, une légère 
diminution de l'activité mitochondriale (mesurée par le test WST-1), ce qui pourrait être 
corrélé à la surproduction d'O2˙- mitochondrial observée après 4 h d’exposition. 
L'ensemble de ces résultats indique donc qu'aucun test unique ne permet de prédire 
complètement le stress oxydatif et confirment l'intérêt d'utiliser divers tests 
complémentaires (de sensibilité et spécificité différentes) pour étudier la génération des 
ERO induites par les particules. Ces résultats suggèrent également qu’aux 
concentrations les plus faibles (5 µg/cm²), la détermination de l’anion superoxyde par 
microscopie confocale semble être la méthode la plus pertinente pour évaluer le stress 
oxydant.   
 
La composition chimique des PM2.5, également analysée, est l’un des principaux 
déterminants des effets moléculaires et cellulaires induits par les PM2.5 via le stress 
oxydatif. En effet, les métaux de transition et les composés organiques présents sur les 
particules sont connus pour produire, respectivement, par la réaction de Fenton ou par 
le cycle redox, des radicaux très réactifs (tels que l’O2˙- et le radical hydroxyle). 
Nous avons également montré que les PM2.5 pouvaient altérer la voie de signalisation du 
NO. Après 4 h d’exposition avec les PM2.5, nous avons observé une augmentation 
significative et concentration–dépendante de la production de NO notamment aux 
concentrations les plus élevées (10 et 15 µg/cm²). De plus, nous avons également 
démontré que l’O2˙- produit par les PM2.5 générait une réaction rapide avec le NO pour 
produire une espèce hautement réactive et cytotoxique telle que les 
peroxynitrites (ONOO−). La balance [NO]/[ONOO−] est donc dérégulée, ce qui entraîne 
une diminution de la biodisponibilité du NO et une diminution de l’effet protecteur du 
NO dans les vaisseaux, en faveur d’une vasoconstriction. Ces résultats ont été confirmés 
en utilisant des enzymes anti-oxydantes. En effet, un prétraitement (1 h) avec des 
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enzymes anti-oxydantes (SOD/CAT) entraine une diminution significative de la 
production d’ONOO− par les PM2.5. 
 
Dans une dernière étape, nous avons étudié, l’effet des PM2.5 sur la signalisation calcique. 
Après une exposition de 4 h, les PM2.5 (5 - 15 µg / cm²) induisent dans les cellules HPAEC 
une augmentation significative dose-dépendante du niveau basal de calcium 
cytoplasmique [Ca2+]i. L’altération de l'homéostasie calcique est significativement 
réduite par un traitement préalable (1 h) avec les enzymes anti-oxydantes (SOD/CAT). 
Ces résultats suggèrent que le stress oxydant semble jouer un rôle majeur dans 
l’altération de la signalisation calcique induite par les PM2.5 dans les cellules HPAEC.  
 
Conclusion:  
-Les PM2.5 entraînent une augmentation des espèces réactives oxygénées et des espèces 
azotées radicalaires dans les cellules HPAEC. 
-La signalisation calcique et la biodisponibilité du NO sont altérées dans les cellules 
HPAEC. 
-L’altération de l’homéostasie calcique induite par les PM2.5 est corrélée au stress 
oxydant. 
-L’exposition aux PM2.5 affecte potentiellement la réactivité vasculaire par atteinte 
endothéliale et pourrait constituer un facteur de risque dans l’exacerbation de 
pathologies vasculaires préexistantes. 
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2. Effets des nanoparticules de noires de carbone (NPs FW2) sur les 
cellules endothéliales de l'artère pulmonaire humaine: rôle du stress 
oxydatif sur la signalisation calcique et la fonction mitochondriale”. 
 
Contexte: En raison du développement des nanotechnologies et des émissions 
croissantes de nanoparticules (NPs, diamètre inférieur à 100 nm) dans l’atmosphère, 
notamment les noires de carbone provenant des processus de combustion incomplètes, 
l’augmentation de l’exposition environnementale et professionnelle aux NPs constitue 
un réel enjeu de santé publique. La compréhension des mécanismes d’action toxique, 
après inhalation est donc primordiale dans la démarche d’évaluation du risque pour les 
travailleurs et la population générale (286). Les NPs, après l'inhalation, peuvent 
pénétrer profondément dans les voies respiratoires, s'accumuler dans les alvéoles 
pulmonaires, franchir la barrière capillo-alvéolaire et atteindre la circulation 
pulmonaire, où elles peuvent être en contact direct avec des cellules endothéliales (CE) 
qui tapissent la surface interne des artères à l’origine d’effets délétères au niveau 
cardiovasculaire. Les CE jouent un rôle clé dans la régulation de la fonction vasculaire et 
le maintien de l’homéostasie (3, 60). Il a été montré que le stress oxydatif et l’altération 
de la signalisation calcique sont des événements clés impliqués dans la physiopathologie 
des maladies cardiovasculaires, notamment l’hypertension pulmonaire (150, 499, 500). 
Par ailleurs, de nombreuses études ont rapporté, dans différents types cellulaires 
(macrophages, cellules rénales et épithéliales), que les NPs noires de carbone 
déclenchent un stress oxydant avec une surproduction d’ERO associée à des réponses 
pro-inflammatoires, mécanismes également impliqués dans les pathologies 
cardiovasculaires (494, 501). Certains auteurs (502) ont, également, rapporté une 
altération de l'homéostasie calcique dans les cellules épithéliales A549 et des 
macrophages après exposition avec des NPs noires de carbone. De plus, une des sources 
principales de la production des ERO est la mitochondrie qui joue également un rôle clé 
dans l'homéostasie du calcium, la prolifération cellulaire et l'apoptose (503). Il est 
d’autre part, démontré que la dysfonction endothéliale pourrait expliquer les maladies 
cardiovasculaires et qu’elle est souvent associée à une altération des mitochondries (85, 
504). En conséquence, les mitochondries ainsi que d'autres organites tels que le 
réticulum endoplasmique (RE) pourraient constituer des cibles responsables des effets 
cytotoxiques induits par les NPs (395, 409, 505, 506). Cependant, malgré le rôle majeur 
de la signalisation calcique, du stress oxydatif et de la dysfonction mitochondriale dans 
la pathogenèse des maladies vasculaires, les mécanismes induits par les NPs noires de 
carbone (FW2) au niveau de ces cibles intracellulaires dans les cellules endothéliales 
d’artères pulmonaires humaines (HPAEC) sont peu connus. 
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Les objectifs de cette étude sont d'évaluer, après 4 heures d'exposition des cellules 
HPAEC, les effets induits par les NPs FW2 (1 - 10 µg/cm²) sur le stress oxydatif, la 
signalisation calcique et le dysfonctionnement mitochondrial. Différents paramètres 
sont étudiés (i) la production d’ERO intracellulaires par la sonde CM-H2DCF-DA et par 
RPE (ii) la signalisation calcique intracellulaire (variations de calcium cytosolique, du 
calcium dans le RE et du calcium mitochondrial) par microscopie confocale (iii) les 
altérations mitochondriales (production d’ERO dans les mitochondries, potentiel 
membranaire mitochondrial (PMM), dynamique mitochondriale) iv) l’internalisation et 
la localisation intracellulaire des NPs FW2 (par microscopie électronique à 
transmission).  
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Abstract:  28 

Background 29 

 Human exposure to nanoparticles (NPs) is a major public health concern. After inhalation, 30 

NPs penetrate deeply into the airways, can accumulate in pulmonary alveoli, cross the 31 

epithelial barrier to reach the pulmonary circulation and exert deleterious effects on target 32 

organs such as the cardiovascular system. Therefore, the pulmonary circulation could be one 33 

of the primary targets for inhaled particles and exposure to NPs could aggravate pre-existing 34 

pulmonary vascular diseases. The objective of this study was to assess the cellular effect of 35 

FW2 NPs exposure, in human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC), on oxidative 36 

stress, calcium intracellular signaling and mitochondrial function.  37 

Methods 38 

 HPAEC were exposed during 4 hours to FW2 NPs (1-10 μg/cm ). Different endpoints were 39 

studied (i) production of ROS by fluorimetry (CM-H2DCFDA probe) and by Electron 40 

Paramagnetic Resonance (EPR) (ii) variations in intracellular calcium concentration ([Ca2 +]i) 41 

by confocal microscopy (Fluo-4, AM, Fluo-4FF, AM and Rhod-2, AM probes) (iii) 42 

mitochondrial functions by confocal microscopy (MitoSOX and TMRM probes) and 43 

transmission electronic microscopy (TEM). Several reagents (ATP, thapsigargin, BAPTA-44 

AM, antioxidant enzymes) were used to characterize the source of the damages. 45 

Results 46 

 In HPAEC, FW2 NPs induced (i) a concentration-dependent increase in oxidative stress, 47 

characterized by the production of superoxide anion (ii) a change in calcium homeostasis 48 

characterized by an alteration of intracellular organelles calcium content such as endoplasmic 49 

reticulum and mitochondria. Moreover, transmission electronic microscopy revealed that 50 

FW2 NPs were mainly organized in aggregates into HPAEC cytosol close to mitochondria 51 

and nucleus.  52 
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Conclusions 53 

 This study provides evidence that FW2 NPs exposure induce endothelial cells damages 54 

triggered by oxidative stress and thus could act as a cardiovascular disease risk because of the 55 

key role of calcium homeostasis in vascular tonus regulation. 56 

 57 

Keywords: FW2 carbon black nanoparticles, pulmonary artery endothelial cells, reactive 58 

oxygen species, intracellular calcium, calcium imaging, mitochondrial dysfunction 59 

 60 

Background 61 

Several epidemiological studies have revealed a link between particulate matter (PM) 62 

exposure and an increase in cardiopulmonary morbidity and mortality [1]. The World Health 63 

Organization estimates that over 700,000 premature deaths worldwide per year can be 64 

attributed to airborne particulate matter pollution [2]. Carbon black nanoparticles (NPs) 65 

(diameter less than 100 nm) originating from incomplete combustion processes have been 66 

hypothesized as the major PM constituent and contributing to toxic effects such as 67 

cardiovascular ones [3,4]. Moreover, with the current development of nanotechnologies, an 68 

increased production of manufactured nanomaterials including carbon black NPs is likely to 69 

occur. Main applications of theses NPs are in rubber (90% of the production) and pigment 70 

industry (9%) [5]. Consequently, due to the large variety of applications, anthropic emissions 71 

and the potential increase in environmental human exposures to carbon black NPs, it is thus 72 

crucial to evaluate their toxic effects for the risk assessment of workers and population. 73 

Carbon black NPs, mainly composed of elementary carbon, are potentially more harmful than 74 

coarse-sized particles because of their high surface reactivity, physical properties and large 75 

surface area leading to greater interactions with biological systems [6,7]. As compared to 76 

larger-sized particles, deposition of NPs, after inhalation, is greater into the lung and they may 77 
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accumulate into pulmonary alveoli and the lung parenchyma close to pulmonary arterial wall. 78 

NPs display also higher efficiency to cross the pulmonary epithelial barriers and to reach the 79 

pulmonary circulation where they can be in direct contact with endothelial cells lining the 80 

inner surface of blood artery leading to exacerbate cardiovascular diseases [8,9]. Endothelial 81 

cells play a key role in the regulation of vascular function and in the maintenance of 82 

homeostasis.  These cells are involved in different biological processes to maintain vascular 83 

tone, control coagulation and vascular barrier integrity [10]. It has been reported that 84 

endothelial injury is a critical mechanism by which inhaled NPs induce vascular diseases 85 

[11,12]. Several epidemiological studies have previously shown that carbon black 86 

nanoparticles (FW2 NPs) favour cardiac arrhythmias [13], alter vascular reactivity [14,15] 87 

and increase cardiovascular mortality [16]. It is well known that oxidative stress and alteration 88 

in calcium signaling are critical events involved in the physiopathology of cardiovascular 89 

diseases including pulmonary hypertension [17,18,19]. On the other hand, after inhalation, 90 

particles trigger an oxidative stress with overproduction of reactive oxygen species (ROS), 91 

often associated with a pulmonary pro-inflammatory response characterizing cardiovascular 92 

diseases [20,21]. Moreover, some studies have reported, in various cell types (macrophages, 93 

renal and epithelial cells), that FW2 NPs trigger oxidative stress with overproduction of ROS 94 

associated with pro-inflammatory responses [22,23]. The study by Brown et al. [24] has also 95 

reported an alteration in calcium (Ca2+) homeostasis in A549 epithelial cells and macrophages 96 

after exposure to carbon black NPs. Another origin of ROS production is the mitochondrion 97 

which plays also a key role in calcium homeostasis, cell proliferation and apoptosis [25]. 98 

Endothelial dysfunction is thus believed to contribute to cardiovascular diseases and is often 99 

associated with mitochondrial impairment [26,27]. As a consequence, mitochondria are 100 

potential target organelles for NPs-induced toxic effects [28,29] as well as other organelles 101 

such as endoplasmic reticulum (ER) [30,31]. However, despite the major role of calcium 102 
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signaling, oxidative stress and mitochondrial dysfunction in the pathogenesis of vascular 103 

diseases, the underlying mechanisms by which FW2 NPs can interact with theses intracellular 104 

targets and impaired cellular functions in human pulmonary endothelial cells (HPAEC) are 105 

still unclear. 106 

In this context, the objectives of the present study were to assess the effects of FW2 NPs 107 

exposure, in HPAEC, on oxidative stress, calcium signaling and mitochondrial dysfunction. 108 

Different endpoints were studied (i) intracellular ROS production (ii) intracellular calcium 109 

signaling (cytosolic calcium, reticulum endoplasmic calcium, mitochondrial calcium levels) 110 

(iii) mitochondrial damages (mitochondrial dehydrogenase activity, mitochondrial ROS 111 

production, mitochondrial membrane potential impairment, mitochondrial morphology) (iv) 112 

FW2 NPs internalization and intracellular localization. 113 
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Results 128 

FW2 NPs decrease HPAEC viability 129 

In order to understand, in HPAEC, the mechanism of FW2 NPs effect on oxidative stress, on 130 

calcium signaling and on mitochondrial function, we first investigated the non-toxic range of 131 

FW2 NPs concentrations (mortality rate < 25%) that could be used based upon the WST-1 132 

test. Cytotoxic assay was performed after a 24 h-treatment with NPs. The results show, that 133 

exposure of HPAEC to FW2 NPs (1–10 µg/cm ) for 24 h, decreased concentration-134 

dependently, cell viability (Fig. 1A). A statistically significant reduction of cell viability was 135 

observed for a concentration of 5 µg/cm  and above. These results also showed that 136 

mitochondrial activity of HPAEC was decreased in a concentration-dependent manner 137 

following FW2 NPs exposure. 138 

 139 

FW2 NPs increase intracellular ROS production  140 

Fig. 1B shows, that a 4 h-exposure to FW2 NPs (5–10 µg/cm ) induced, in HPAEC, in a 141 

concentration-dependent pattern, a significant increase in intracellular global ROS production 142 

from 5 µg/cm . We then investigated, by EPR, the ability of FW2 NPS to generate 143 

specifically cytoplasmic superoxide anion (O2˙-) production in HPAEC (Fig. 1C). A 4 h-144 

exposure to FW2 NPs (5–10 µg/cm ) induced, in a concentration-dependent manner, a 145 

significant increase in cytoplasmic O2˙- concentration from 5 µg/cm .   146 

 147 

FW2 NPs increase cytosolic calcium concentration 148 

In a first set of experiments we investigated whether a 4 h-exposure to FW2 NPs (5–10 149 

µg/cm ) could increase cytoplasmic calcium concentration by calcium imaging (Fluo-4, AM 150 

probe). Fig. 2A shows, in HPAEC, a statistically significant and dose dependent increase in 151 
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the basal intracellular calcium ion level [Ca2+]i from 5 µg/cm . However, no effects on basal 152 

Ca2+ homeostasis were observed after acute FW2 NPs exposure (data not shown). 153 

In a second set of experiments, in order to elucidate whether the FW2 NPs-induced 154 

impairment of intracellular calcium homeostasis was correlated to an increase of ROS 155 

production, the same experiments were performed using antioxidant enzymes. After a 1 h-pre-156 

treatment of HPAEC with both PEG-SOD and PEG-catalase, followed by a 4 h-FW2 NPs 157 

exposure (5–10 µg/cm ), no significant effect of FW2 NPs  on basal intracellular calcium 158 

level was observed as compared to control cells (Fig. 2A). Antioxidant enzymes fully 159 

reversed the FW2 NPs-induced increase in intracellular calcium basal level in cells co-treated 160 

with FW2 NPs thus indicating that ROS production was involved in Ca2+ signaling 161 

mechanism. 162 

Several experiments were then performed in order to elucidate the mechanism of FW2 NPs-163 

induced calcium signaling alteration in HPAEC. In order to assess the role ot the  extracellular 164 

source of [Ca2+]i rise, HPAEC were exposed to FW2 NPs in the presence and in the absence 165 

of extracellular Ca2+. Before experiments, EGTA (5 mM) was added in the ECGM culture 166 

medium for chelating Ca2+ ion. As shown in Fig. 2B and Fig.2C the absence of extracellular 167 

Ca2+ had no effect on FW2 NPs - induced Ca2+ response after a 4 h-exposure. This 168 

observation suggested that FW2 NPs - induced [Ca2+]i rise could be mediated by intracellular 169 

Ca2+ stores. To confirm this hypothesis the intracellular Ca2+ source and more precisely the 170 

involvement of Ca2+ from the ER was investigated. 171 

The effect of FW2 NPs on intracellular calcium stores was firstly evaluated in the presence of 172 

ATP (20 µM) which is known to induce, via P2Y receptor, the inositol 1,4,5 triphosphate 173 

(IP3) pathway activation leading to calcium release. Fig. 3A shows that exposure of HPAEC 174 

to FW2 NPs (5–10 µg/cm ) significantly decreased, in a concentration-dependent manner, the 175 

ATP-induced calcium response from 5 µg/cm  as compared to control cells. After a 1 h-pre-176 
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treatment of HPAEC with both PEG-SOD and PEG-catalase, followed by a 4 h-FW2 NPs 177 

exposure (5–10 µg/cm ), the antioxidant enzymes fully reversed the FW2 NPs- induced ATP 178 

response impairment. 179 

The involvement of Ca2+ from the ER was also investigated using thapsigargin (1 µM), an ER 180 

Ca2+ - ATPase (SERCA) inhibitor in order to deplete the Ca2+ ER stores. After 4 h-FW2 NPs 181 

exposure (5–10 µg/cm ), thapsigargin - induced calcium release decreased concentration-182 

dependently (Fig. 3B), thus indicating that there was less calcium in the ER after FW2-NPs 183 

exposure. 184 

In the last experiments, in order to confirm whether the FW2 NPs-induced [Ca2+]i rise was 185 

indeed mediated by ER [Ca2+] stores, the [Ca2+] in the ER was measured by the Fluo-4FF, AM 186 

probe with confocal microscopy (Fig. 3C). The results show that, after a 4 h-FW2 NPs 187 

exposure (5–10 µg/cm ), the ER [Ca2+] significantly decreased in a concentration-dependant 188 

manner as compared to control cells. 189 

 190 

FW2 NPs induce mitochondrial damages  191 

FW2 NPs increase Mitochondrial O2˙- production  192 

We assessed the effect of FW2-NPs on mitochondrial O2˙- production by MitoSOX probe 193 

(confocal imaging). Fig. 4 shows, after a 4 h-exposure of HPAEC to FW2 NPs (5–10 µg/cm ), 194 

a statistically significant rise in mitochondrial O2˙- production in a concentration-dependent 195 

manner as compared to control cells. In order to elucidate whether FW2 NPs-induced 196 

mitochondrial oxidative stress was primarily related to cytosolic oxidative stress or to 197 

cytosolic calcium homeostasis alteration, the same experiments were performed using PEG-198 

SOD (300 U/ml) and PEG-CAT (600 U/ml) and BAPTA-AM (5 µM), respectively. After a 1 199 

h-pre-treatment of HPAEC with both PEG-SOD and PEG-catalase, followed by a 4 h-FW2 200 

NPs exposure (5–10 µg/cm ), FW2 NPs-induced mitochondrial O2˙- production was 201 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



9 
 

significantly decreased as compared to FW2 NPs-treated cells from 5 µg/cm   (Fig. 4A, 4B). 202 

In cells co-treated with FW2 NPs (5–10 µg/cm ) and antioxidant enzymes the FW2 NPs-203 

induced mitochondrial O2˙- production was fully reversed. In contrast, a 30 min-pre-treatment 204 

of HPAEC with BAPTA-AM, followed by a 4 h-FW2 NPs exposure (5–10 µg/cm ), had no 205 

effect on FW2 NPs-induced mitochondrial O2˙- production (Fig. 4C). These results indicated 206 

that cytosolic calcium is not involved in the mitochondrial O2˙- production.  The global 207 

oxidative stress plays a key role on the mitochondrial O2˙- production. 208 

 209 

FW2 NPs increase mitochondrial calcium level  210 

To determine the effect of FW2 NPs on mitochondrial calcium signaling in HPAEC, the 211 

mitochondrial calcium level [Ca2+]m was investigated after a 4 h-exposure to FW2 NPs (5–10 212 

µg/cm ) by calcium imaging (Rhod-2, AM probe). Fig. 5A shows, in HPAEC, a statistically 213 

significant and dose-dependent increase in [Ca2+]m level from 5 µg/cm  as compared to 214 

control cells. In order to elucidate if FW2 NPs-induced impairment of mitochondrial calcium 215 

homeostasis was primarily related to oxidative stress or to cytosolic calcium homeostasis 216 

alteration, the same experiments were performed using respectively PEG-SOD (300 U/ml) 217 

and PEG-CAT (600 U/ml) and BAPTA-AM (5 µM). 218 

After a 1 h-pre-treatment of HPAEC with both PEG-SOD and PEG-catalase, followed by a 4 219 

h-FW2 NPs exposure (5-10 µg/cm ), no significant effect of FW2 NPs on [Ca2+]m level was 220 

observed as compared to control cells (Fig. 5A). In cells co-treated with FW2 NPs and 221 

antioxidant enzymes, the FW2 NPs-induced increase in [Ca2+]m level was fully reversed.  222 

In contrast, a 30 min-pre-treatment of HPAEC with BAPTA-AM, followed by a 4 h-FW2 223 

NPs exposure (5–10 µg/cm ), had no effect on FW2 NPs-induced [Ca2+]m rise (Fig. 5B, 5C). 224 

These results indicate that the increase of mitochondrial calcium seems to be modified by 225 

cytosolic oxidative stress.  226 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



10 
 

FW2 NPs decrease mitochondrial membrane potential (ѰMP) 227 

We assessed the effect of FW2-NPs on ѰMP by TMRM probe (confocal imaging). The 228 

results show, in HPAEC, after a 4 h-exposure to FW2 NPs (5-10 µg/cm ), a statistically 229 

significant decrease in ѰMP in a concentration-dependent manner  (Fig. 6).  230 

In order to elucidate whether FW2 NPs-induced ѰMP decline was primarily related to 231 

cytosolic oxidative stress or to cytosolic calcium homeostasis alteration, the same experiments 232 

were performed using respectively PEG-SOD (300 U/ml) and PEG-CAT (600 U/ml) and 233 

BAPTA-AM (5 µM). After a 1 h-pre-treatment of HPAEC with both PEG-SOD and PEG-234 

catalase, followed by a 4 h-FW2 NPs exposure (5-10 µg/cm ), no significant effect of FW2 235 

NPs on ѰMP was observed as compared to control cells (Fig. 6A, 6B). In cells co-treated with 236 

FW2 NPs and antioxidant enzymes the FW2 NPs-induced decrease in ѰMP was fully 237 

reversed. In contrast, a 30 min-pre-treatment of HPAEC with BAPTA-AM, followed by a 4 h-238 

FW2 NPs exposure (5-10 µg/cm ), had no effect on FW2 NPs-induced ѰMP decline (Fig. 239 

6C). These results indicate that the modification of ѰMP seems to be modified by cytosolic 240 

oxidative stress. 241 

 242 

FW2 NPs internalization in HPAEC and mitochondria ultra-structure observation 243 

Transmission electronic microscopy (TEM) was performed to obtain information on the 244 

uptake and localization of FW2 NPs in HPAEC exposed for 1 h to FW2 NPs (7.5 µg/cm ). 245 

Representative micrographs are shown in Fig. 7. After a rapid internalization into cells, FW2 246 

NPs were mainly clustered into vesicles (Fig. 7A2, 7B2, 7B3). Internalized NPs were mainly 247 

organized in aggregates of various sizes and single or isolated NPs were rarely observed. 248 

TEM images evidence that FW2 NPs were also localized very close to mitochondria (Fig. 249 

FB2, 7B3) or to the nucleus (Fig. 7B2). However no particles were observed inside these 2 250 

elements. In addition, Fig. 7B revealed changes in mitochondria morphology such as 251 
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mitochondria swelling, decrease or even disappearance of mitochondrial cristae and 252 

vacuolization, in FW2 NPs-treated cells, as compared to control cells with normal intact 253 

mitochondria. Indeed, in control cells, mitochondria were elongated or round with regular 254 

cristae structure. 255 

 256 

FW2 NPs impair mitochondrial dynamics 257 

We then assessed the effect of FW2-NPs (7.5 µg/cm ) on mitochondrial network, using a 258 

specific mitochondrial Mitotracker probe (confocal imaging) after a 4 h-exposure to HPAEC. 259 

In HPAEC negative control, a dynamic mitochondrial network was observed, showing the 260 

typical fiber-like structure (Fig. 8.A). In control treated with CCCP (5 µM), mitochondria 261 

presented fragmentation and appeared as disconnected fragments (Fig. 8.C) since CCCP is 262 

known to impair the mitochondria network by inducing fission event.  FW2 NPs-treated cells 263 

(7.5 µg/cm ) showed mitochondria fragmentation (Fig. 8.B) similar to cells treated with 264 

CCCP, suggesting a mitochondria network alteration such as fission.  265 

 266 
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Discussion 277 

An increased level of carbon black NPs in the atmosphere is suspected to aggravate 278 

cardiovascular diseases [32]. In the present study, the toxic effect of FW2 NPs was 279 

investigated in HPAEC target cells. Once internalized, FW2 NPs primarily induce 280 

intracellular ROS generation leading to [Ca2+]i rise. ROS overproduction along with high 281 

surface reactivity of FW2 NPs target both mitochondria and ER, two calcium buffer sites 282 

which cooperate to regulate intracellular calcium homeostasis. Global ROS production 283 

induces (i) over production of mitochondrial O2˙-, leading to a [Ca2+]m rise (ii) ѰMP 284 

depolarisation resulting in mitochondrial dynamics alterations responsible for mitochondrial 285 

morphology alteration (iii) and ER disturbance. These results are summarized in Fig. 9. First 286 

we demonstrate, that FW2 NPs induce, in HPAEC, a global overproduction of ROS such as 287 

H2O2 and an increase in some free radicals, in particular O2˙-. These data are in line with those 288 

from the literature [33]. We have shown that FW2 NPs induce, in HPAEC, a concentration-289 

dependent increase in the basal [Ca2+]i. This impairment in calcium homeostasis was strongly 290 

reduced by a pre-treatment with antioxidant enzymes thus suggesting that FW2 NPs-induced 291 

alteration in intracellular calcium homeostasis was closely correlated to an increase in O2˙- 292 

and H2O2. Previous results have shown that the calcium response in HPAEC differs according 293 

to the particles types. FW2 NPs response was higher than that to PM [34]. This difference 294 

may likely be related to physicochemical characteristics of particles (composition, size, 295 

solubility…) which determine their biological effects. In previous studies, we showed [35], in 296 

PASM cells, that SiO2 NPs-induced [Ca2+]i rise involved the two main sources of calcium: 297 

first the extracellular source through the activation of both L-type Ca2+ and transient receptor 298 

potential vanilloid (TRPV) channels, and second the intracellular source via the activation of 299 

ER receptors. In contrast, our present findings suggest that impairment of calcium signaling 300 

doesn’t involve the extracellular source of calcium since the absence of the extracellular 301 
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calcium did not impair the FW2 NPs-induced [Ca2+]i rise. One of the explanations for these 302 

observations could be the lack of L-type Ca2+ channels in HPAEC [36] although TRPV 303 

channels are present [37,38]. Another signaling pathway is therefore probably affected 304 

implicating the intracellular Ca2+ stores (such as ER). ER is an important organelle involved 305 

in different functions including proteins synthesis and it is also known to be the main 306 

intracellular calcium store in endothelial cells [39]. However, exposure of HPAEC to FW2 307 

NPs significantly decreased in a concentration-dependent manner (i) the ATP calcium 308 

response via the IP3/ER pathway (ii) the ER leakage revealed by stimulation with acute 309 

thapsigargin and (iii) the ER [Ca2+] content (fluo4-FF experiment). The data show a decrease 310 

in ER [Ca2+] and an increase in basal [Ca2+]c after FW2 NPs exposure, which could 311 

correspond to a leakage of calcium from the ER into the cytosol. Finally, we demonstrated 312 

that the impairment of ATP-induced calcium response was strongly reduced by a pre-313 

treatment with antioxidant enzymes suggesting that FW2 NPs-induced alteration of 314 

intracellular signaling cascade was closely correlated to oxidative stress. All these data 315 

suggest that FW2 NPs-induced [Ca2+]i increase appears to operate via release of the 316 

intracellular calcium source by disruption of ER calcium stores. Some studies have shown the 317 

role of H2O2 in ER stress with oxidation of proteins in cysteine, tyrosine and tryptophan 318 

residues [40]. Oxidative stress can break the S-S bonds or/and create new ones within proteins 319 

or peptides, which lead to ER disruption [41]. The following two mechanisms can be involved 320 

in: (i) a constant leakage of Ca2+ from the ER to the cytosol due to the protein oxidation via 321 

the ROS overproduction [42], or (ii) a SERCA pump disruption [43]. ER stress is tightly 322 

related to oxidative stress and to mitochondrial damages [44]. Mitochondria acts as a primary 323 

target for NPs exposure [45] and few studies have reported that NPs (such as SiO2) could, 324 

after cell internalization, accumulate into mitochondria [46]. However, the mechanisms by 325 

which FW2 NPs interact with this intracellular target and induces HPAEC mitochondria 326 
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dysfunction have not yet been investigated. We showed here that, after rapid (1 h) 327 

internalization into cells, FW2 NPs were mainly clustered into vesicles, organized in 328 

aggregates and rarely free in the cytoplasm. While no particles were found into mitochondria, 329 

the presence of FW2 NPs very close to mitochondria and the overproduction of intracellular 330 

ROS suggest that function of this organelle could be impaired. We consequently investigated 331 

the adverse effects of FW2 NPs on endothelial mitochondrial function. Our data showed an 332 

increase in mitochondria endogenous superoxide anion production (from 5 µg/cm ). These 333 

results are in accordance with those reported in the literature in aortic and umbilical 334 

endothelial cells [47]. Interestingly, at the same concentrations, FW2 NPs induce in HPAEC a 335 

slight (< 25%) but significant decrease of mitochondrial activity (measured by the WST-1 336 

assay) which could be correlated to overproduction of mitochondrial O2˙-. This decrease in 337 

mitochondrial activity appears to be correlated to a reduction of HPAEC cell viability. 338 

Increase of mitochondrial oxidative stress after FW2 NPs exposure will lead to mitochondrial 339 

target alteration and could exacerbate intracellular ROS production thus generating a vicious 340 

cycle that contributes to the physiopathology of vascular diseases [48]. Mitochondria also act 341 

as a calcium buffer site that cooperates with ER to regulate the intracellular calcium 342 

homeostasis [49]. By increasing mitochondrial ROS, FW2 NPs-induced mitochondrial 343 

alteration could, in turns, account for the calcium homeostasis alteration induced by these 344 

particles. Indeed, this [Ca2+]m increase was strongly reduced by a pre-treatment with 345 

antioxidant enzymes confirming that FW2 NPs-induced alteration in mitochondrial calcium 346 

homeostasis was closely correlated to an increase in O2˙-. Our results with the intracellular 347 

calcium chelator (BAPTA-AM) suggest that the increase in [Ca2+]m is not coming from the 348 

cytosol. However, we can hypothesize a direct passage of calcium from the reticulum to 349 

mitochondria via the Mitochondria-Associated ER-Membrane (MAM) [50,51]. Alternatively, 350 

we can also hypothesize that the up-regulated [Ca2+]m could be explained by the inhibition of 351 
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the Na+/Ca2+ mitochondrial activity exchanger [52] which limits the release of calcium from 352 

the mitochondria leading, in turn, to an increase of [Ca2+]m. Our results also indicate that FW2 353 

NPs-induced mitochondrial membrane depolarization could be explained by mitochondrial 354 

ROS over-production and [Ca2+]m overload. FW2 NPs-induced ѰMP decrease was 355 

significantly attenuated by inhibition of oxidative pathways. We assume that increase in 356 

[Ca2+]m along with mitochondrial O2˙- overproduction in mitochondrial matrix could lead to 357 

opening the mPT and release cytochrome c (often associated with lowering of transmembrane 358 

potential ΔΨm) which induced apoptotic cell death [53]. In this connection, it has been shown 359 

that mitochondrial morphology alteration induces mitochondrial membrane depolarization 360 

[54]. Moreover, cellular uptake and trafficking of NPs play a key role in NPs-induced 361 

toxicity. The present results show that no FW2 NPs were observed in mitochondria and 362 

nucleus after internalization. However, large aggregates of FW2 NPs were present very close 363 

to mitochondria and could critically interfere with mitochondrial functions. Some studies have 364 

reported that NPs (SiO2, Fe2O3) cause mitochondrial swelling, cristae disrupture or 365 

disappearance and mitochondria vacuolization in several cell types [55]. Regarding 366 

mitochondria biogenesis and dynamic, our study provides evidence that FW2 NPs induce 367 

similar morphology and structure alterations in HPAEC cells as shown in Fig. 7. The fact that 368 

mitochondrial dynamics alterations (fusion/fission equilibrium perturbation) alter 369 

mitochondrial morphology [56] supports our findings (Fig. 8). 370 
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Conclusions 377 

This study provides evidence that FW2 NPs-induced oxidative species production in HPAEC 378 

causes redox imbalance and appears to be the main molecular mechanism leading to 379 

mitochondrial impairment and endothelial dysfunction via calcium signaling and intracellular 380 

homeostasis alterations. Endothelial dysfunction is a critical event involved in the 381 

physiopathology of cardiovascular diseases. Exposure to FW2 NPs may thus be a risk factor 382 

for the exacerbation of pre-existent cardiovascular diseases such as pulmonary hypertension. 383 
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Methods 402 

Reagents and chemicals 403 

The standard physiological salt solution (PSS) was composed of: 130 mM NaCl, 5.6 mM 404 

KCl, 8 mM HEPES, 11 mM Glucose, 1 mM Mg2+ and 2 mM Ca2+, adjusted at pH=7.4 with 405 

NaOH. All the fluorescent probes were obtained from ThermoFischer Scientific, Invitrogen™ 406 

(Illkirch, France), except Rhod-2, AM red dye which was obtained from Euromedex 407 

(Souffelweyersheim, France). All the probes were diluted in DMSO.  All of the following 408 

chemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St-Quentin-Fallavier, France): 1,2-409 

bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid (BAPTA-AM) was used as a specific 410 

calcium intracellular chelator, diluted in culture medium (5 µM); Adenosine triphosphate 411 

(ATP) was used as an inductor of the phospholipase C beta/Inositol triphosphate pathway 412 

which induces Ca2+ release from the endoplasmic reticulum to the cytosol, diluted in PSS (20 413 

µM); Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) used as mitochondrial fission 414 

inductor, diluted in culture medium (5 µM); Ethylene glycol-bis(β-aminoethyl ether)-415 

N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA) was used as a chelator of extracellular calcium, diluted in 416 

culture medium (5 mM); Thapsigargin was used as a non-competitive inhibitor of the 417 

sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase, diluted in PSS (1 µM); Superoxyde dismutase–418 

polyethylene glycol (PEG-SOD) and Catalase–polyethylene glycol (PEG-CAT) were used as 419 

antioxidants enzymes, diluted in culture medium (300 U/ ml and 600 U/ ml respectively). 420 

 421 

NPs characterization  422 

The black carbon nanoparticles (FW2 NPs) were acquired from Degussa (Evonik Industries, 423 

Essen, Germany). FW2 NPs physical and chemical properties have been extensively 424 

described by [7, 57]. They consist in elemental carbon and have the following characteristics: 425 

mean aerodynamic diameter of 13 nm, surface area of 350 m /g and pH = 2.5. FW2 NPs were 426 
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suspended in Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) at a final concentration of 2 mg/ml 427 

and stored at 4°C until use. Immediately prior use, stock suspensions were vortexed, sonicated 428 

at 3 x 30s (Vibracell 75186, 130 W, 56 - 60 Hz) and freshly diluted at appropriate 429 

concentrations (1-10 µg/cm ) in EGCM culture-medium.  430 

 431 

Cell culture 432 

All experiments were done on cultured HPAEC isolated from pulmonary artery main branch 433 

of a 23-year old male Caucasian donor. HPAEC were acquired from PromoCell® 434 

(Heidelberg, Germany) and were grown in ECGM culture-medium (with phenol red) 435 

supplemented with a Supplement Mix [2% fetal bovine serum (FBS), 0.4% endothelial cell 436 

growth factor (ECGF), 0.1 ng/ml epidermal growth factor (EGF), 1 ng/ml basic fibroblast 437 

growth factor (BFGF), 90 µg/ml heparin, and 1 µg/ml hydrocortisone, PromoCell®]. Cells 438 

were seeded at 10,000 cells/cm2 on 25 cm2 culture flasks and were maintained at 37°C, in a 439 

95% humidified air and 5% CO2. Cell passages were performed when about 80% confluence 440 

was achieved. All experiments were done on HPAEC from passages 2 to 8. 441 

 442 

Cytotoxicity assay 443 

Cell viability was assessed using the WST-1 (Water Soluble Tetrazolium) cell proliferation 444 

reagent (Roche, France) according to the manufacturer’s recommendations. This assay 445 

assumes that the relative number of viable cells is proportional with the mitochondrial 446 

enzymatic activity. Cells were seeded, in a 96-well culture plate, at 20,000 cells/cm  for 24 h, 447 

at 37°C and 5% CO2. Then, cells were rinsed two times with ECGM culture-medium (without 448 

phenol red) and cells were exposed with FW2 NPs (concentration range from 1 to 10 µg/cm ) 449 

for 24 h at 37°C and 5% CO2. After a 24 h-treatment with FW2 NPs, cells were rinsed with 450 

ECGM and incubated for 3 h with WST-1 reagent. The absorbance was measured at 450 nm 451 
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by spectrophotometry using a microplate spectrophotometer reader (SPECTROstarNano2.10, 452 

BMG Labtech®, Germany). The working concentrations for all further experiments were 453 

determined by this test (mortality rate less than 25%). 454 

 455 

Global reactive oxygen species production 456 

Intracellular ROS production was measured using the CM-H2DCFDA probe (Fisher 457 

Scientific®) according to the manufacturer’s recommendations and using the method adapted 458 

from [58,59]. HPAEC cells were seeded at 50,000 cells/cm  in a 24-well plate and cultured for 459 

24 h, at 37°C and 5% CO2. Cells were rinsed with Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) and 460 

were pre-incubated for 20 min with CM-H2DCFDA probe (final concentration 20 µM) in 461 

HBSS. Cells were then rinsed with HBSS before a 4 h-exposure with FW2 NPs, at different 462 

concentrations (5–10 µg/cm ), at 37°C. Fluorescence intensity was measured at ƛex=485 nm 463 

and ƛem=520 nm with spectrofluorimetry by using FLUOstar Omega 2.10 plate reader and the 464 

analyses were performed with the MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG Labtech®). 465 

 466 

Superoxide anion detection by electron paramagnetic resonance (EPR)-spin trapping 467 

EPR assay was performed as previously described [34,60]. HPAEC cells were seeded at 468 

50,000 cells/cm  in a 12-well plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. After a 4 h-469 

exposition with FW2 NPs, at different concentrations (5–10 µg/cm ), at 37°C and 5% CO2, 470 

cells were incubated for 20 min with the spin-probe mix containing CMH (1 mM), 471 

diethyldithiocarbamate (5 µM) and deferoxamine (25 µM) in Krebs-HEPES Buffer solution. 472 

Then, cells were scraped, homogenized and frozen in a syringe in liquid nitrogen before EPR 473 

analysis. All the EPR spectra were recorded using a Spectrometer X Miniscope MS200 474 

(Magnettech®, Berlin, Germany). The following EPR conditions were used: benchtop 475 

spectrometer working at X-band (9.4 GHz) with a B0 fields 3339.4 G, B0 sweep 293.84 G, 476 
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sweep time 60 sec, modulation amplitude 0.5, modulation frequency 100 kHz, modulation 477 

5000 G, microwave attenuation 10 dB, gain 100. Spectra were quantified by peak amplitude 478 

measurement using the Miniscope software (control 6.51 and Analysis 2.02). After the 479 

reading of EPR spectra, protein quantities were measured by a Lowry-test (Lowry reagent, 480 

Sigma Aldrich) according to the manufacturer’s recommendations. The results were 481 

normalized to protein quantities and expressed in EPR signal amplitude in arbitrary units 482 

(AU)/ mg/ml of protein. 483 

 484 

Cytosolic calcium measurement by confocal microscopy 485 

Variation in intracellular cytosolic calcium [Ca2+]i was detected using the Fluo-4, AM green 486 

dye (1-[2-amino-5-(2,7-difluoro-6-hydroxy-3-oxo-9-xanthenyl)phenoxyl]-2-(2-amino-5-487 

methylphenoxy) ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, pentaacetoxymethyl ester) 488 

(ThermoFischer®) according to the manufacturer’s recommendations. HPAEC cells were 489 

seeded at 20,000 cells/cm  in a 96-well plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. 490 

Then, HPAEC were exposed to the FW2 NPs suspension (5-10 µg/cm ) for 4 h. After the 491 

exposure, cells were incubated for 30 min (in the dark) at 37°C with 1 µM Fluo-4, AM probe 492 

in the PSS. At last, in order to measure the acute responses with ATP and thapsigargin, cells 493 

were rinsed with the PSS and 100 µl of this solution was added in each well. In some 494 

experiments, Fluo-4, AM probe was co-incubated with a nucleus probe (Hoeschst 33342 – 495 

final concentration 2 µM). The plates were observed at X200 magnification with an oil 496 

immersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 2000, Nikon). Fluorescence 497 

intensity was measured for Fluo-4, AM at 488/515 nm and for Hoeschst at 408/450 nm. The 498 

analyses were performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel 499 

2007.  500 

 501 
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Endoplasmic reticulum calcium measurement by confocal microscopy 502 

Endoplasmic reticulum (ER) calcium [Ca2+] was detected using the Fluo-4FF, AM green dye 503 

at 10 µM (ThermoFischer®). HPAEC cells were seeded at 20,000 cells/cm  in a 96-well plate 504 

and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. Then, HPAEC were exposed to the FW2 NPs 505 

suspension (5-10 µg/cm ) for 4 h. After the exposure, cells were incubated for 30 min (in the 506 

dark) at 37°C with 10 µM Fluo-4FF, AM probe in the PSS. In some experiments, Fluo-4FF, 507 

AM probe was co-incubated with an endoplasmic reticulum specific probe (ER-tracker – final 508 

concentration 2 µM) for colocalization experiments. The plates were observed at X200 509 

magnification with an oil immersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 510 

2000, Nikon). Fluorescence intensity was measured at 488/515 nm, and for ER-tracker at 511 

408/450 nm (excitation/emission). The analyses were performed using NIS-Elements AR 512 

software 3.0 and Microsoft Office Excel 2007. 513 

 514 

Mitochondrial calcium measurement by confocal microscopy  515 

Mitochondrial calcium [Ca2+]m was assessed using Rhod-2, AM red dye (Euromedex) 516 

according to the manufacturer’s recommendations. HPAEC cells were seeded at 20,000 517 

cells/cm  in a 96-well plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. Then, HPAEC were 518 

exposed to the FW2 NPs suspension (5-10 µg/cm ) for 4 h. After the exposure, cells were 519 

incubated for 30 min (in the dark) at 37°C with 1 µM Rhod-2, AM probe in the PSS. The 520 

plates were observed at X200 magnification with an oil immersion objective on a laser 521 

scanning confocal microscope (TE 2000, Nikon). Fluorescence intensity was measured at 522 

543/605 nm. The analyses were performed using NIS-Elements AR software 3.0 and 523 

Microsoft Office Excel 2007. 524 

 525 
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Mitochondrial superoxide anion production by confocal microscopy  527 

Mitochondrial superoxide anion O2˙- formation was assessed using MitoSOX™ red dye 528 

(ThermoFischer®) according to the manufacturer’s recommendations. HPAEC cells were 529 

seeded at 20,000 cells/cm  in a 96-well plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. 530 

Then, HPAEC were exposed to the FW2 NPs suspension (5-10 µg/cm ) for 4 h. After the 531 

exposure, cells were incubated for 10 min (in the dark) at 37°C with 5 µM MitoSOX™ probe 532 

in the PSS. In some experiments, MitoSOX™ probe was co-incubated with a mitochondrial 533 

probe (Mitotracker green – final concentration 1 µM) for colocalization experiments. The 534 

plates were observed at X200 magnification with an oil immersion objective on a laser 535 

scanning confocal microscope (TE 2000, Nikon). Fluorescence intensity was measured for 536 

MitoSOX at 543/605 nm and for Mitotracker at 488/515 nm. The analyses were performed 537 

using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel 2007.  538 

 539 

Mitochondrial membrane potential measurement by confocal microscopy 540 

The mitochondrial membrane potential (ѰMP) was measured by TMRM red dye 541 

(Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate) (ThermoFischer®) according to the 542 

manufacturer’s recommendations. HPAEC cells were seeded at 20,000 cells/cm  in a 96-well 543 

plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. Then, HPAEC were exposed to the FW2 544 

NPs suspension (5-10 µg/cm ) for 4 h. After the exposure, cells were incubated for 20 min (in 545 

the dark) at 37°C with 100 nM TMRM probe in the PSS. The plates were observed at X200 546 

magnification with an oil immersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 547 

2000, Nikon). Fluorescence intensity was measured at 543/605 nm. The analyses were 548 

performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel 2007. 549 

 550 
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NPs Internalisation studies  552 

Cells were seeded at 20,000 cells/cm2 on plastic Lab-Tek chambers (Dutscher, France) and 553 

cultured in supplemented ECGM, for 24 h, at 37°C and 5% CO2. Cells were then exposed or 554 

not (control cells) to FW2 NPs at 7.5 µg/cm , for 1 h at 37°C and 5% CO2. Finally, cells were 555 

fixed with 1.6% paraformaldehyde and 2% glutaraldehyde in 0.08 M cacodylate buffer (pH 556 

7.4) during 2 h at room temperature (RT). After washing in 0.1 M cacodylate buffer, cells 557 

were post-fixed in a mix 1% osmium tetroxide (v/v)/ 1% potassium ferricyanide K3Fe(CN)6 558 

(p/v) in 0.1 M cacodylate buffer during 2 h on ice in the dark. Then, samples were washed in 559 

water, and stained in block in 0.5% aqueous uranyl acetate solution during 30 min at RT in 560 

the dark. Subsequently, cells were washed and dehydrated through a series of graded ethanol 561 

and embedded in a mixture of pure ethanol and epoxy resin 50/50 (v/v) (Epon 812; Delta 562 

Microscopie, Toulouse, France) during 2 h and then in 100% resin overnight at RT. The 563 

polymerization of the resin was carried out during 48 h at 60°C. Samples were then sectioned 564 

using a diamond knife (Diatome, Biel-Bienne, Switzerland) on an ultramicrotome (EM UCT, 565 

Leica Microsystems, Vienna, Austria). Ultrathin sections (65 nm) were picked up on copper 566 

grids and then stained with Uranyless (Delta Microscopies, Toulouse, France) and lead citrate. 567 

Grids were examined with a Transmission Electron Microscope (H7650, Hitachi, Tokyo, 568 

Japan) at 80 kV. 569 

 570 

Mitochondrial dynamic imaging 571 

Mitochondrial dynamic was assessed using Mitotracker green dye (ThermoFischer®) 572 

according to the manufacturer’s recommendations. HPAEC cells were seeded at 20,000 573 

cells/cm  in a 96-well plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO2. Then, HPAEC were 574 

exposed to the FW2 NPs suspension (5-10 µg/cm ) for 4 h. After the exposure, cells were 575 

incubated for 30 min (in the dark) at 37°C with 1 µM Mitotracker probe in the PSS, co-576 
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incubated with a nucleus probe (Hoeschst 33342 – final concentration 2 µM). The plates were 577 

observed at X600 magnification with an oil immersion objective on a laser scanning confocal 578 

microscope (TE 2000, Nikon). Fluorescence intensity was measured for Mitotracker at 579 

488/515 nm and for Hoeschst at 408/450 nm (excitation/emission). The analyses were 580 

performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel 2007.  581 

 582 

Statistical analysis 583 

Each experimental condition was independently repeated three times and for each 584 

independent experiment, 3 to 8 wells per condition were done. Data were expressed as mean ± 585 

Standard Error of the Mean (SEM) for 3 independent experiments (n = 3). Statistical analyses 586 

were performed using one-way ANOVA with Tukey's post-test for multiple comparisons (n > 587 

30), and by Kruskal Wallis test with Dunn’s post- test (n < 30) (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 588 

0.001) with GraphPad statistics software. P values < 0.05 were considered significant. 589 
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List of abbreviations:  602 

NPs, nanoparticles; HPAEC, human pulmonary artery endothelial cells; ROS, reactive oxygen 603 

species; Ca2+, calcium; ATP, adenosine triphosphate; ER, endoplasmic reticulum; ECGM, 604 

endothelial cell growth medium; PSS, physiological salt solution; ѰMP: mitochondrial 605 

membrane potential  606 
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Figure 1 Cell viability and intracellular ROS production in HPAEC, after exposure with FW2 

NPs (1 - 10 µg/cm²).  (A) Cell viability after a 24 h exposure with FW2 NPs (1 - 10 µg/cm ) 

measured by the WST-1 colorimetric assay. Results were expressed as the percentage of cell viability 

in treated cells as compared to control cells (100%). Data were mean ± SEM of three independent 

experiments (8 wells/ concentration). (B) ROS production after a 4 h exposure with FW2 NPs 

measured by spectrofluorimetry with the CM-H2DCFDA probe assay. The values were normalized to 

the untreated cells and results were expressed as the fold change of the CM-H2DCF fluorescence 

intensity relative to the control cells. (C) Intracellular O2˙- production after a 4 h exposure with FW2 

NPs measured by EPR spectrometer with the CMH probe. Results were expressed in EPR signal 

amplitude in arbitrary unit (AU)/mg/ml of proteins. Data were mean ± SEM of three independent 

experiments (n=3) performed in triplicate. Statistically significant at P<0.05(*), P<0.01(**) and 

P<0.001(***), as compared to controls, according to Kruskal-Wallis test followed by a Dunn's 

Multiple Comparison test.  

 818 

Figure 2 Cytoplasmic basal calcium level ([Ca2+]c) in HPAEC, after a 4 h exposure with FW2 

NPs (5 - 10 µg/cm²). Calcium level was measured with Fluo-4, AM probe (1 µM), by confocal 

microscopy. (A) Effects of antioxidant enzymes: cells were exposed with FW2 NPs after or not 1 h 

pre-treatment with PEG-SOD (600 U/ml) and PEG-catalase (300 U/ml). (B) Effects of extracellular 

calcium on [Ca2+]c level rise. HPAEC were exposed with FW2 NPs in the presence (1.6 mM [Ca2+]e) 

or in absence of extracellular calcium (0 mM [Ca2+]e). The values were normalized to the untreated 

cells and results were expressed as the fold change of the Fluo-4 probe fluorescence intensity relative 

to the control cells. (C) HPAEC imaging of Fluo-4, AM probe by confocal microscopy. Cells were 

exposed with FW2 NPs (10 µg/cm ) in both conditions: 1.6 mM [Ca2+]e and 0 mM [Ca2+]e. Data 

were mean ± SEM of three independent experiments (n=3), (six wells/concentration). Statistically 

significant at P<0.05(*), P<0.01(**) and P<0.001(***), as compared to control 1.6 mM [Ca2+]e, 

statistically significant at P<0.001(###) as compared to cells pre-treated with antioxidants enzymes, 

statistically significant at P<0.001($$$) as compared to control 0 mM [Ca2+]e, according to ANOVA 
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test followed by Tukey's Multiple Comparison Test. 

 819 

Figure 3 Effects of endoplasmic reticulum on [Ca2+]c level rise after a 4 h exposure with FW2 

NPs (5 - 10 µg/cm²). [Ca2+]c was measured with Fluo-4, AM probe (1 µM) and [Ca2+]ER with Fluo-

4FF, AM probe (10 µM), by confocal microscopy. (A) ATP response (20 µM) in HPAEC exposed 

with FW2 NPs after or not 1 h pre-treatment with PEG-SOD (600 U/ml) and PEG-catalase (300 

U/ml). (B) Thapsigargin response (1 µM) in HPAEC exposed with FW2 NPs. The values 

corresponded to the fluorescence intensity of the response peak. (C) [Ca2+] variation in endoplasmic 

reticulum. The values were normalized to the untreated cells and results were expressed as the fold 

change of the Fluo-4FF probe fluorescence intensity relative to the control cells. Data were mean ± 

SEM of three independent experiments (n=3), (six wells/concentration). Statistically significant at 

P<0.05(*), P<0.01(**) and P<0.001(***), as compared to controls, statistically significant at 

P<0.05(#) as compared to cells pre-treated with antioxidants enzymes, according to ANOVA Test 

followed by Tukey's Multiple Comparison Test. 

 820 

Figure 4 Mitochondrial O2˙- (mt O2˙-) production in HPAEC after a 4 h exposure with FW2 NPs 

(5 - 10 µg/cm²). mt O2˙- was measured with MitoSOX probe (5 µM), by confocal microscopy. (A) 

Effects of antioxidants enzymes: cells were exposed with FW2 NPs after or not 1 h pre-treatment 

with PEG-SOD (600 U/ml) and PEG-catalase (300 U/ml). (B) HPAEC imaging of MitoSOX probe 

by confocal microscopy. Cells were exposed with FW2 NPs (10 µg/cm ) in both condition (with and 

without antioxidant enzymes). (C) Effects of extracellular calcium on mt O2˙- level rise: cells were 

exposed with FW2 NPs after 30 min pre-treatment with an intracellular calcium chelator (bapta-am, 5 

µM). The values were normalized to the untreated cells and results were expressed as the fold change 

of the MitoSOX probe fluorescence intensity relative to the control cells. Data were mean ± SEM of 

three independent experiments (n=3), (six wells/concentration). Statistically significant at P<0.01(**) 

and P<0.001(***), as compared to controls, statistically significant at P<0.05(#) and P<0.001(###) as 

compared to cells pre-treated with antioxidants enzymes, statistically significant at P<0.01($$) and 
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P<0.001($$$) as compared to control with bapta-am, according to ANOVA Test followed by Tukey's 

Multiple Comparison Test. 

 821 

Figure 5 Mitochondrial calcium level ([Ca2+]m) in HPAEC, after a 4 h exposure with FW2 NPs 

(5 - 10 µg/cm²). [Ca2+]m was measured with Rhod-2-AM probe (1 µM), by confocal microscopy. (A) 

Effects of antioxidants enzymes: cells were exposed with FW2 NPs after or not 1 h pre-treatment 

with PEG-SOD (600 U/ml) and PEG-catalase (300 U/ml). (B) Effects of cytoplasmic calcium on 

[Ca2+]m : cells were exposed with FW2 NPs after 30 min pre-treatment with an intracellular calcium 

chelator (bapta-am 5 µM). The values were normalized to the untreated cells and results were 

expressed as the fold change of the Rhod-2 probe fluorescence intensity relative to the control cells. 

(C) HPAEC imaging of Rhod-2, AM probe by confocal microscopy. Cells were exposed with FW2 

NPs (7.5 µg/cm ) in both conditions (with and without bapta-am). Data were mean ± SEM of three 

independent experiments (n=3), (six wells/concentration). Statistically significant at P<0.01(**) and 

P<0.001(***), as compared to controls, statistically significant at P<0.001(###) as compared to cells 

pre-treated with antioxidants enzymes, statistically significant at P<0.05($) and P<0.001($$$) as 

compared to control with bapta-am, according to ANOVA Test followed by Tukey's Multiple 

Comparison Test. 
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Figure 6 Mitochondrial Membrane Potential (ѰMP) in HPAEC, after a 4 h exposure with FW2 

NPs (5 - 10 µg/cm²). ѰMP was measured with TMRM probe (100 nM), by confocal microscopy. (A) 

Effects of antioxidants enzymes: cells were exposed with FW2 NPs after or not 1 h pre-treatment 

with PEG-SOD (600 U/ml) and PEG-catalase (300 U/ml). (B) HPAEC imaging of TMRM probe by 

confocal microscopy. Cells were exposed with FW2 NPs (10 µg/cm ) in both condition (with and 

without PEG-SOD and PEG-Catalase). (C) Effects of [Ca2+]c on the ѰMP: cells were exposed with 

FW2 NPs after 30 min pre-treatment with an intracellular calcium chelator (bapta-am, 5 µM). The 

ѰMP level was expressed as the fluorescence intensity of the TMRM probe and was compared to 

untreated cells. Data were mean ± SEM of three independent experiments (n=3), (six 
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wells/concentration). Statistically significant at P<0.01(**) and P<0.001(***), as compared to 

controls, statistically significant at P<0.001(###) as compared to cells pre-treated with antioxidant 

enzymes, statistically significant at P<0.001($$$) as compared to control with bapta-am, according to 

ANOVA Test followed by Tukey's Multiple Comparison Test. 
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Figure 7 HPAEC observed by transmission electronic microscope (TEM). (A) FW2 NPs (7.5 

µg/cm ) internalization and intracellular localization in HPAEC, after 1 h exposure, observed by 

TEM. (B) HPAEC morphological changes in mitochondria. B1: Untreated cells, control (X11000). 

B2 and B3: HPAEC after 1 h exposure with FW2 NPs (X12000 and X30000). Orange arrow shows 

intracellular FW2 NPs aggregate. White arrows show intact mitochondria. Red arrows show 

mitochondria alterations. n correspond to the nucleus, m correspond to the mitochondria, v 

correspond to vesicles,  va correspond to vacuole.  

 824 

Figure 8 FW2 NPs- induced mitochondrial dynamic alterations. The mitochondrial dynamic was 

measured with Mitotracker probe (1 µM), by confocal microscopy. A: HPAEC untreated, negative 

control (X600). B: FW2 NPs (7.5 µg/cm ) treated cells for 4 h (X600). C: HPAEC exposed with 

CCCP (5 µM), positive control (X600). White arrows show typical fiber-like morphology. Red 

arrows show mitochondria fragmentation.  

 825 

Figure 9 Summary of hypothetical FW2-NPs oxidative stress-mediated impairment of calcium 

homeostasis and mitochondrial dysfunctions. NPs: nanoparticles; ROS: reactive oxygen species; 

O2˙- : superoxide anion; SOD: superoxyde dismutase; Ca2
+: calcium; ER: endoplasmic reticulum; 

ATP: adenosine triphosphate; IP3R: Inositol trisphosphate receptor; ΨMP: mitochondrial membrane 

potential.  
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Résumé de l’article :  
Nous avons montré qu’une fois internalisées, les NPs FW2 induisent une augmentation 
dose-dépendante de la production du stress oxydant, caractérisée par la production 
d'anion superoxyde (O2˙-). En utilisant les enzymes anti-oxydantes, nous avons montré 
que le stress oxydant serait impliqué dans la modification de l'homéostasie calcique. 
Cette dernière est caractérisée par une modification de la teneur en Ca2+ des organites 
intracellulaires, comme le RE et les mitochondries, deux sites tampons du Ca2+ qui 
coopèrent pour réguler l'homéostasie intracellulaire. Nos résultats actuels suggèrent 
que l’altération de la signalisation calcique ne provient pas de la source de calcium 
extracellulaire puisque qu’en utilisant l’EGTA il n’y a pas de modification du niveau de 
[Ca2+]i induite par les NPs FW2. L'exposition des HPAEC aux NPs FW2 a diminué 
significativement de manière dose-dépendante (i) la réponse à l'ATP via la voie IP3 (ii) la 
réponse à la thapsigargine (iii) le [Ca2+] du RE. Les données montrent une diminution du 
[Ca2+]RE et une augmentation de la [Ca2+]i de base après l'exposition aux NPs FW2 ce qui 
pourrait correspondre à une fuite de calcium du RE vers le cytosol. Enfin, nous avons 
démontré que l’altération de la réponse calcique induite par l’ATP était fortement 
réduite par un traitement préalable avec des enzymes anti-oxydantes, ce qui suggère 
que l’altération de l’homéostasie calcique induite par les FW2 NPs est étroitement 
corrélée au stress oxydatif. Toutes ces données suggèrent que l’augmentation du [Ca2+]i 
induite par les NPs FW2 proviendrait de la libération du calcium intracellulaire et en 
raison de la perturbation des réserves en calcium du RE. 
 
De plus, nos données ont montré une augmentation de la production d’O2˙- 
mitochondrial (à partir de 5 µg/cm²) entraînant une augmentation du [Ca2+]m et une 
dépolarisation du PMM. En effet, l’augmentation de [Ca2+]m a été fortement diminuée par 
un traitement préalable avec des enzymes anti-oxydantes. Nous avons montré, 
également, que la dépolarisation de la membrane mitochondriale induite par les NPs 
FW2 pourrait être expliquée par la surproduction d’ERO mitochondriales. Nous avons 
montré ici que, après une internalisation rapide (1 h) dans les cellules, les NP de FW2 
étaient principalement regroupées dans des vésicules, organisées en agrégats et 
rarement libres dans le cytoplasme. Cependant, de grands agrégats de NPs sont présents 
très proches des mitochondries et pourraient interférer de manière critique avec les 
fonctions mitochondriales. En ce qui concerne la biogenèse et la dynamique des 
mitochondries, notre étude montre que les NPs FW2 induisent des modifications de la 
dynamique mitochondriale (perturbation de l'équilibre de fusion / fission) responsables 
de l'altération de la morphologie mitochondriale dans les HPAEC.  
 
Conclusion: Dans cette étude, nous avons donc démontré que, la production d’ERO 
induite par les NPs FW2, dans les cellules HPAEC, provoque un déséquilibre rédox qui 
semble être le principal mécanisme moléculaire conduisant à une altération 
mitochondriale et à un dysfonctionnement endothélial via une altération de la 
signalisation calcique et l'homéostasie intracellulaire. La dysfonction endothéliale est un 
événement critique impliqué dans la physiopathologie des maladies cardiovasculaires. 
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L'exposition aux NPs FW2 pourrait donc constituer un facteur de risque dans 
l'exacerbation de maladies cardiovasculaires préexistantes telles que l'hypertension 
pulmonaire. 
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3. Effets des nanoparticules noires de carbone sur des cellules 
endothéliales d’artères pulmonaires humaines en condition 
physiologique et pathologique mimant l’HTP in vitro.  
 
Contexte: De nombreuses études épidémiologiques ont révélé l’impact de la pollution 
particulaire dans le déclenchement et/ou l’exacerbation de maladies cardiovasculaires. 
Les cellules endothéliales d’artères pulmonaires constituent une cible privilégiée des 
particules inhalées et les personnes souffrant d’HTP pourraient constituer une 
population à risque. Le dysfonctionnement endothélial joue un rôle clé dans le 
développement de l’HTP. Plusieurs altérations moléculaires sont à l'origine des 
perturbations fonctionnelles observées dans cette pathologie, notamment une 
production et une libération anormales des espèces réactives de l’oxygène (ERO), 
d’interleukines et de médiateurs prolifératifs tels que le facteur de croissance des 
fibroblastes 2 (FGF-2) (11, 12, 499, 507). 
 
Les objectifs : L’objectif de cette étude a été, dans un premier temps, de développer 
dans les cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines, un nouveau modèle in 
vitro qui mime l’HTP et, dans un second temps, d’évaluer si l’exposition aux 
nanoparticules noires de carbone (NPs FW2) pourrait constituer un facteur de risque 
dans l’aggravation des effets cardiovasculaires observés dans cette pathologie. Pour cela 
nous avons évalué, dans les deux conditions expérimentales (physiologique et 
pathologique mimant l’HTP) l’effet de NPs FW2 sur (i) le stress oxydant, (ii) 
l’inflammation et (iii) la signalisation calcique, paramètres également altérés dans l’HTP.  
 
Résultats et discussion: 
 
1. Validation du modèle in vitro  
 
Les cellules endothéliales peuvent subir des mouvements continus exercés par le flux 
sanguin. Des études ont montré qu’un étirement excessif, qui se produit dans les 
vaisseaux pulmonaires lors de l’HTP, peut perturber l’homéostasie cellulaire et 
provoquer des réponses cellulaires inappropriées pouvant entraîner des anomalies 
cardiovasculaires (508). Par ailleurs, l’hypoxie est un paramètre important dans le 
microenvironnement cellulaire lors de l’HTP, en effet le remodelage des vaisseaux 
entraîne une diminution de la disponibilité d’O2 (509). Des études antérieures ont 
montré que l'hypoxie est associée à un dysfonctionnement endothélial (510) et à une 
vasoconstriction accrue (511). Dans un premier temps, nous avons développé un 
modèle in vitro qui mime l’HTP à partir du système stretch (STREX®) qui permet 
d’appliquer un pourcentage d’étirement (0, 5 ou 20 %). La condition physiologique a été 
mimée in vitro par application ou non d’un étirement de 5 % pendant 20 h (étirement 0 
ou 5 %). La condition pathologique a été mimée in vitro par l’application d’un étirement 
de 20 % pendant 20 h. Pour la condition hypoxique, les cellules ont été placées dans un 
incubateur à hypoxie (1 % d’O2).  
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1.1 Effet du stress oxydant  
Afin de valider le modèle étudié, il nous a semblé pertinent d’observer tout d’abord, les 
effets de chaque paramètre, après 20 h, sur la production du stress oxydant dans les 
HPAEC (fig. A):  
-Les effets de l’étirement (0%, 5% et 20 %) en normoxie,  
-Les effets de l’hypoxie seule  
-Les effets de l’hypoxie avec 20 % de stretch  
 
Les résultats montrent, qu’il n’y a pas de différence significative entre les différents 
étirements en condition normoxique. L’étirement n’influence donc pas la production 
d’ERO. En revanche, dans les HPAEC, l’hypoxie semble jouer un rôle dans la production 
d’ERO. L’hypoxie seule induit une augmentation significative de la production d’ERO 
(20.41%) par rapport aux cellules en normoxie sans étirement. L’hypoxie et l’étirement 
à 20 % induit une augmentation significative de la production d’ERO, plus importante 
(27.45 %), par rapport aux cellules en normoxie sans étirement. De nombreuses études 
ont montré que l’augmentation de la production d’ERO est observée dans l’HTP humaine 
(498). Cela nous permet de déterminer les paramètres de culture dans les conditions 
physiologique et pathologique les plus pertinentes in vitro pour évaluer, ensuite, les 
effets des NPs FW2 dans les deux conditions.  
 

 
Figure A: Production globale d’ERO après 20 h dans les différentes conditions expérimentales. Les 
résultats sont exprimés en intensité de fluorescence (unité arbitraire = UA) / protéines (mg/ml). Le test 
statistique utilisé est un Kruskal & Wallis. ** P < 0,01 et *** P < 0,001: seuil de significativité par rapport 
aux cellules en normoxie (0 % d’étirement). # P < 0,05 et ## P < 0,01: seuil de significativité par rapport 
aux cellules en normoxie (5 % d’étirement). $$$ P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules 
en normoxie (20 % d’étirement) ; (ns = non significatif) (N=4). 
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1.2 Effet de l’inflammation  
Dans la mesure où l’inflammation est un mécanisme clé dans la physiopathologie de 
l’HTP, il nous a semblé pertinent d’observer l’effet de chaque paramètre sur la 
production d’interleukines IL-6 (fig. B): 
-Les effets de l’étirement (0%, 5% et 20 %) en normoxie,  
-Les effets de l’hypoxie seule  
-Les effets de l’hypoxie avec 20 % de stretch 
 
Les résultats montrent, qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux 
conditions d’étirement (0 % et 5 %) en normoxie. En revanche, quand les HPAEC 
subissent un étirement de 20 %, il est observé, par rapport aux cellules témoins, une 
augmentation significative de la production d’IL-6 (71.82 %). Il n’y a pas de différence 
significative dans la production d’IL-6 dans la condition « hypoxie seule » par rapport 
aux cellules témoins. L’association de l’hypoxie et de l’étirement à 20 % induit une 
augmentation significative de la production d’IL-6 (92.19 %) par rapport aux cellules 
témoins. L’augmentation de la sécrétion d’IL-6 est le reflet de la réponse pro-
inflammatoire que l’on peut observer dans l’HTP  (12). 
Au vu de ces résultats, on constate qu’il n’y a pas de différence significative entre les 
conditions 0 % et 5 % d’étirement en normoxie. Pour mimer la condition physiologique 
dans les études ultérieures, il ne sera donc pas appliqué d’étirement aux cellules HPAEC. 
Ces résultats sont en accord avec l’étude de (Freese C et coll., 2014) qui a montré que 
des HUVECS dans des conditions d’étirement physiologique cyclique (1 Hz, 5 % 
d’étirement) et dans des conditions statiques standard, ne montraient pas de différence 
significative dans l’induction du stress oxydant et de l’inflammation (512). Concernant la 
condition pathologique, il semblerait donc, au vu de ces résultats, que les deux 
paramètres : hypoxie (1 % d’O2) et l’étirement à 20 % sont pertinents pour mimer in 
vitro l’HTP.  

 
Figure B: Sécrétion d’interleukines IL-6 après 20 h dans les différentes conditions expérimentales. Les 
résultats sont exprimés en quantité d’IL-6 (pg)/ protéines (mg). Le test statistique utilisé est un Kruskal 
& Wallis. *** P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules en normoxie (0 % d’étirement). 
+++ P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules en hypoxie (0 % d’étirement). (ns = non 
significatif) (N=3). 
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1.3 Effet de FGF-2 
Le facteur FGF-2 est considéré comme un biomarqueur du dysfonctionnement 
vasculaire et du remodelage observé dans l’HTP (507). Afin de valider notre modèle 
pathologique in vitro, nous avons évalué, dans les deux conditions expérimentales 
(modèle physiologique et modèle pathologique) la production de ce facteur de 
croissance dans les cellules HPAEC après 20 h (fig. C). Les résultats montrent une 
augmentation significative de la production de FGF-2 (16.91 %) dans le surnageant de 
culture des cellules HPAEC dans le modèle pathologique qui mime l’HTP par rapport aux 
cellules témoins.  
 
Ce modèle in vitro semble donc être pertinent pour étudier l’impact des particules 
atmosphériques sur les HPAEC et devrait nous permettre d’évaluer si l’exposition aux 
particules atmosphériques pourrait constituer un facteur de risque dans l’exacerbation 
de pathologies cardiovasculaires telles que l’HTP. 
 

 
Figure C: Production du facteur FGF-2 après 20 h dans deux conditions expérimentales (normoxie 0% et 
hypoxie + étirement à 20 %, respectivement). Les résultats sont exprimés en quantité du FGF-2 (pg)/ 
protéines (mg). Le test statistique utilisé est un Mann-Whitney. * P < 0,05: seuil de significativité par 
rapport aux cellules en normoxie (0 % d’étirement) (N=2). 
 
 
2. Effets des NPs FW2 dans les deux conditions expérimentales 
 
Dans une deuxième étape, nous avons observé l’effet des NPs FW2 sur le stress oxydant, 
l’inflammation et la signalisation calcique dans les deux conditions expérimentales.  
 
2.1 Evaluation du stress oxydant  
Le stress oxydant est un évènement critique impliqué, d’une part, dans la 
physiopathologie de l’HTP, et, d’autre part, dans les effets cardiovasculaires induits par 
les NPs (494, 501). Nous avons donc, évalué l’effet des NPs FW2 sur la production d’ERO 
globale dans les deux conditions expérimentales (fig. D). Les résultats montrent, qu’il y a 
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une augmentation significative dose-dépendante de la production d’ERO après 4 h 
d’exposition avec les NPs FW2 (5, 7.5 et 10 µg/cm²) dans les deux conditions 
expérimentales. Dans les conditions physiologiques, les augmentations d’ERO par 
rapport aux cellules non exposées sont respectivement de 48.94 % ; 70.92 % et 91.96 % 
à 5, 7.5 et 10 µg/cm². Dans les conditions pathologiques, les augmentations d’ERO par 
rapport aux cellules non exposées sont respectivement de 62.31 % ; 112.15 % et 176.15 
% pour 5, 7.5 et 10 µg/cm². Après 4 h d’exposition aux NPs FW2, les pourcentages 
d’augmentation d’ERO dans les conditions pathologiques sont donc significativement 
plus importants que dans les conditions physiologiques.  
 
 

 
Figure D: Production globale d’ERO dans les cellules HPAEC après 4 h d’exposition avec les NPs FW2 (5  ; 
7,5 et 10 µg/cm²) dans les conditions physiologique et pathologique. Les résultats sont exprimés, pour 
chaque concentration, en intensité de fluorescence (unité arbitraire = UA) / protéines (mg/ml). Le test 
statistique utilisé est un Kruskal & Wallis. *** P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules en 
normoxie (0 % d’étirement). $$ P < 0,01 et $$$ P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules 
en hypoxie (20 % d’étirement). ### P < 0,001: seuil de significativité entre les deux conditions (N = 3).  
 
 
2.2 Evaluation de la réponse pro-inflammatoire  
La réponse pro-inflammatoire étant également un évènement critique impliqué dans la 
physiopathologie de l’HTP, nous avons, évalué, dans les deux conditions expérimentales, 
l’effet des NPs FW2 sur la sécrétion d’IL-6 dans les cellules HPAEC. Les résultats 
montrent, qu’il y a une augmentation significative dose-dépendante de la production 
d’IL-6 après 6 h d’exposition avec les NPs FW2 (5, 7.5 et 10 µg/cm²) dans les deux 
conditions expérimentales (fig. E). Dans les conditions physiologiques, les 
augmentations d’Il-6 par rapport aux cellules non exposées sont respectivement de 
113.40 %, 204.28 % et 324.96 % à 5, 7.5 et 10 µg/cm². Dans les conditions 
pathologiques, les augmentations significatives d’IL-6 par rapport aux cellules non 
exposées sont respectivement de 190.47 % ; 576.71 % et 835.04 % pour 5, 7.5 et 10 
µg/cm². Après 6 h d’exposition aux NPs FW2, les pourcentages d’augmentation d’IL-6 
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dans les conditions pathologiques sont donc significativement plus importants que dans 
les conditions physiologiques. 
 

 
 

Figure E: Sécrétion d’interleukines IL-6 et IL-8 dans les cellules HPAEC après 6 h d’exposition avec les 
NPs FW2 (5 ; 7,5 et 10 µg/cm²) dans les conditions physiologique et pathologique. Les résultats sont 
exprimés en quantité d’IL-6 (pg)/ protéines (mg). Le test statistique utilisé est un Kruskal & Wallis. * P < 
0,05 et ** P < 0,01: seuil de significativité par rapport aux cellules en normoxie (0 % d’étirement). $$ P < 
0,01 et $$$ P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules en hypoxie (20 % d’étirement). # P 
< 0,05 et ### P < 0,001 : seuil de significativité entre les deux conditions (N = 3). 
  
 
2.3 Evaluation de la signalisation calcique  
Les cellules endothéliales ont un rôle important dans le contrôle du tonus vasculaire 
(débit sanguin) par la libération de différents facteurs vasoconstricteurs (endothéline-1 
et prostaglandines) et vasodilatateurs (monoxyde d’azote, prostacycline) vers les CML 
(513). Le calcium (Ca2+) est un second messager cellulaire important dans le dialogue 
entre ces deux types de cellules, qui peut provenir du milieu extracellulaire ainsi que des 
réserves intracellulaires comme le réticulum. Les effets des NPs FW2, dans les HPAEC, 
ont donc été observés sur la signalisation calcique (fig. F et G). Dans un premier temps, 
nous avons observé le niveau basal de calcium intracellulaire (fig. F). Dans les cellules 
HPAEC non exposées aux NPs FW2, les résultats montrent une augmentation 
significative (53.58 %) du taux basal de calcium intracellulaire dans les cellules en 
condition pathologique par rapport aux cellules dans les conditions physiologiques. Ces 
résultats sont cohérents avec ceux observés dans la littérature. En effet, la concentration 
calcique intracellulaire ([Ca2+]i), joue également un rôle important dans la 
physiopathologie de l’HTP et des modifications des niveaux de calcium intracellulaire, 
ainsi que dans les dérégulations de la signalisation calcique sont observées dans cette 
pathologie (163, 500, 514). Après 4 h d’exposition avec les NPs FW2 (10 µg/cm²), on 
observe une augmentation significative (63.85 %) du niveau basal de calcium 
intracellulaire par rapport aux cellules non traitées par les NPs dans les conditions 
physiologiques. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés précédemment (article 
2). Dans les conditions pathologiques, après 4 h d’exposition avec les NPs FW2 (10 
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µg/cm²), on observe une augmentation significative (8.09 %) du niveau basal de calcium 
intracellulaire. En revanche, cette augmentation est moins importante que celle 
observée dans les conditions physiologiques. Il serait intéressant de regarder les taux de 
calcium dans le RE et dans les mitochondries dans les deux conditions expérimentales.  
 

 
Figure F : Niveau de calcium basal dans les cellules HPAEC après 4 h d’exposition avec les NPs FW2 (10 
µg/cm²) dans les conditions physiologique et pathologique. Les résultats sont exprimés en valeur absolue 
par rapport aux cellules en normoxie (0 % d’étirement). Le test statistique utilisé est un ANOVA suivi 
d’un test de Tukey.  *** P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules en normoxie (0 % 
d’étirement). $ P < 0,05: seuil de significativité par rapport aux cellules en hypoxie (20 % d’étirement). 
## P < 0,01: seuil de significativité entre les deux conditions (n = 20 cellules par expériences, N = 3 
expériences). 
 
Dans un deuxième temps, nous avons observé, dans les HPAEC, la réponse aiguë à l’ATP 
(fig.G). En effet, dans l’étude précédente (Deweirdt et al. 2018, Particle Fibre and 
Toxicology, en soumission), nous avons montré l’importance du RE (stock intracellulaire 
du calcium) dans la perturbation de l’homéostasie calcique induite par les NPs FW2.  
L’effet des NPs FW2 (5 - 10 µg/cm²) sur les réserves de calcium intracellulaire des 
HPAEC a été évalué en présence d’ATP (20 µM) qui est connu pour induire, via le 
récepteur P2Y, l’activation de la voie de l’inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) conduisant à la 
libération de calcium (515). Dans les conditions physiologiques, les résultats sont en 
accord avec ceux observés précédemment. Après exposition des cellules HPAEC avec les 
NPs FW2, une diminution significative (28.02 %) de la réponse calcique à l’ATP est 
observée par rapport aux cellules non traitées. Dans la condition pathologique, la 
réponse calcique à l’ATP dans les HPAEC non exposées avec les NPs FW2 est augmentée 
significativement par rapport à la condition physiologique. Ces résultats suggèrent que 
soit le calcium est stocké en grande quantité dans le RE, soit il y a beaucoup plus de 
récepteurs IP3 à la membrane du RE en condition pathologique. Nous avons, ensuite, 
observé dans les conditions pathologiques les effets des NPs FW2 sur la réponse à l’ATP 
dans les HPAEC. Les résultats montrent que l'exposition des HPAEC aux NPs FW2 (10 
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µg/cm²) a significativement diminué (37.20 %) la réponse calcique induite par l'ATP par 
rapport aux cellules non exposées. De plus, la diminution de la réponse à l’ATP est plus 
importante dans les conditions pathologiques par rapport à la condition physiologique. 
Ces résultats montrent donc qu’il y a une modification de la signalisation calcique en 
présence de NPs FW2 aussi bien dans les conditions physiologiques que dans les 
conditions pathologiques. Cette altération se traduit par une fuite du calcium du RE vers 
le cytosol. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de comprendre les 
mécanismes induits pas les NPs FW2 dans les conditions pathologiques.  
 

 
Figure G: Signalisation calcique en réponse aiguë à l’ATP dans les cellules HPAEC après 4 h d’exposition 
avec les NPs FW2 (10 µg/cm²) dans les conditions physiologique et pathologique. Les résultats sont 
exprimés en ratio (F/F0) d’augmentation de la fluorescence (F) par rapport au niveau basal (F0). Le test 
statistique utilisé est un ANOVA suivi d’un test de Tukey.  * P < 0,05: seuil de significativité par rapport 
aux cellules en normoxie (0 % d’étirement). $$$ P < 0,001: seuil de significativité par rapport aux cellules 
en hypoxie (20 % d’étirement). ## P < 0,01: seuil de significativité entre les deux conditions (n = 20 
cellules par expériences, N = 3 expériences). 
 
2.4 Internalisation des NPs FW2 dans les deux conditions expérimentales  
Dans une dernière étape, nous avons étudié l’internalisation des NPs FW2 dans les deux 
conditions expérimentales. Il est connu qu’une fois dans la circulation sanguine, les NPs 
peuvent y subir des mouvements continus exercés par le flux sanguin (516). Nous avons 
donc observé si les HPAEC étirées (20 %) avaient la capacité d’internaliser ou non les 
NPs FW2 (fig. H). Après 4 h d’exposition, nos résultats montrent que les cellules HPAEC 
placées en condition pathologique internalisent également les NPs FW2.  
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Condition physiologique (NPs FW2 7.5 µg/cm²) 
 

Condition pathologique (NPs FW2 7.5 µg/cm²) 

 
 

 

  

Figure H: Internalisation dans les cellules HPAEC des NPs FW2 (7.5 µg/cm²) dans les conditions 
physiologique (X5000 et X7000) et pathologique (X4000 et X10000) après 4 h d’exposition 
(Microscopie électronique à transmission).   
 
Conclusion: L’ensemble de ces résultats montre que ce modèle in vitro permet, d’une 
part, de mimer une partie de la dynamique vasculaire observée in vivo dans l’HTP et, 
d’autre part, d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires induits par les 
particules atmosphériques sur les cellules cibles vasculaires pulmonaires. Il semblerait 
également que dans le modèle pathologique mimant l’HTP, la production d’ERO induite 
par les NPs FW2 dans les cellules HPAEC, soit plus importante que dans le modèle 
physiologique ayant pour conséquence une augmentation également plus importante de 
la réponse pro-inflammatoire, ainsi qu’une diminution accrue de la réponse calcique à 
l’ATP.  Les effets biologiques induits par les NPs FW2 semblent donc être exacerbés dans 
le modèle pathologique mimant l’HTP. L’exposition aux NPs FW2 chez des personnes 
sensibles souffrant notamment d’HTP pourrait donc constituer un facteur de risque dans 
l’aggravation des effets cardio-vasculaires observés dans cette pathologie.  
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Conclusion générale 
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Les études épidémiologiques ont permis d’établir une corrélation entre la pollution 
particulaire et l’augmentation de la morbidité et de la mortalité des pathologies 
d’origine cardiovasculaire. Peu d’études mécanistiques visent à expliquer les effets des 
PM2.5 et des NPs sur les cellules cibles vasculaires. Dans ce contexte, il nous est apparu 
nécessaire de mieux caractériser les effets cellulaires et moléculaires induits par les 
particules atmosphériques sur les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 
humaines (HPACE). Les différentes études menées au cours de ce travail de thèse a 
permis d’apporter de nouvelles connaissances mécanistiques sur les impacts des 
particules PM2.5 et NPs FW2 sur les cellules HPAEC. De plus, ce travail a mis en œuvre un 
protocole innovant, réalisé in vitro dans des conditions expérimentales se rapprochant 
des conditions observées in vivo, la culture des HPAEC en hypoxie sur système 
d’étirement mimant l’hypertension pulmonaire (HTP).  
Afin d’évaluer si une exposition aux PM peut-être un facteur de risque dans l’aggravation 
de l’HTP. Deux axes de recherche ont été envisagés : 
-Caractériser, dans les HPAEC, les mécanismes à l’origine des effets induits pas les PM2.5 
et les NPs FW2 au niveau du stress oxydant et de la signalisation calcique. 
-Comparer les effets de l’exposition aux particules atmosphériques dans des conditions 
expérimentales physiologiques et pathologiques mimant l’HTP in vitro. 
 
Les travaux réalisés lors de cette thèse ont montré que : 
 

1) Les PM2.5, provenant du trafic routier, induisent des altérations cellulaires dans 
les cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines. Nous avons montré le 
rôle primordial du stress oxydant dans la toxicité induite par les particules, ainsi 
que la pertinence d’utiliser plusieurs méthodes pour évaluer la production d’ERO. 
2) Les NPs noires de carbone (FW2), qui ont un diamètre aérodynamique moyen de  
13 nm, entrainent des altérations de l’homéostasie calcique médiées par le stress 
oxydant.  
3) L’exposition aux NPs noires de carbone (FW2), pourrait constituer un facteur de 
risque dans l’exacerbation de pathologies cardiovasculaires telles que l’HTP. 

 
x Nous avons montré, dans la première partie, que le stress oxydant est l’élément 
déclencheur des perturbations observées dans les HPAEC. En effet, les PM2.5, en raison 
de leur propriété physico-chimique, produisent de manière intrinsèque des ERO, avant 
même d’être en contact avec les cellules. Après internalisation dans les cellules HPAEC, 
observées par MET dès 1 h d’exposition, les PM2.5 entraînent également la production 
des ERO intracellulaires au niveau du cytoplasme et des mitochondries, de façon 
concentration-dépendante. Nos résultats montrent également après 4 h d’exposition, 
une augmentation du niveau de base de calcium dans le cytoplasme. Cette augmentation 
n’est pas observée présence d’enzymes anti-oxydantes (SOD/CAT).  
Il existe différentes méthodes pour évaluer le stress oxydant, les méthodes directes 
(mesure des ERO par des sondes fluorescentes, par RPE…) et des méthodes indirectes 
(mesure des antioxydants, des molécules oxydées, etc.). Parmi les méthodes directes, 



 
 

159 
 

toutes n’ont pas la même sensibilité et spécificité. Nous avons démontré avec 3 
méthodes différentes, la spectrofluorimétrie (sonde CM-H2DCFDA), la RPE (sonde CMH) 
et la microscopie confocale (sonde MitoSOX) que les PM2.5 induisent des ERO 
cytosoliques et mitochondriales. La sonde CM-H2DCFDA mesure les ERO globales 
cytosoliques alors que la sonde CMH mesure spécifiquement l’anion superoxyde (O˙2ˉ) 
cytosolique. La sonde MitoSOX mesure l’O˙2ˉ mitochondrial. Nous avons montré que les 
PM2.5 induisent une augmentation significative d’ERO et notamment d’O˙2ˉ 
cytoplasmique à 7.5 µg/cm². En revanche, les PM2.5 induisent une augmentation 
significative d’O˙2ˉ mitochondrial dès 5 µg/cm². Ces résultats suggèrent que la méthode 
au microscope confocal, utilisant la sonde MitoSOX, semble plus sensible pour évaluer le 
stress oxydatif, que les autres méthodes. Nous avons également montré que le stress 
oxydant est l’élément déclencheur, impliqué dans l’altération de la [Ca2+]c, ainsi que la 
diminution de la biodisponibilité du NO et la formation de peroxynitrites. Ces 
observations montrent que les PM2.5 induisent une l’altération de l’homéostasie 
cellulaire dans les HPAEC, ce qui pourrait être à l’origine de la dysfonction endothéliale, 
retrouvée dans les pathologies cardiovasculaires.  
 
x La deuxième partie a consisté à étudier les effets des NPs FW2 (13 nm), sur les 
HPAEC, ainsi que le rôle du stress oxydant dans les altérations cellulaires observées. Nous 
avons montré, via un test d’évaluation de la cytotoxicité, que les NPs FW2 sont plus 
toxiques aux mêmes concentrations que les PM2.5. Cela s’explique, en partie, par la 
différence de taille et la plus grande réactivité de surface des NPs. Comme pour les PM2.5, 
nous avons montré que les NPs FW2 altèrent l’homéostasie calcique en augmentant les 
[Ca2+]c. Un des objectifs de notre travail a alors été d’évaluer par quels mécanismes les NPs 
modifiaient les variations de [Ca2+]i. Une des hypothèses de départ était que l’altération de 
l’homéostasie calcique était due aux canaux à la membrane (SAC) comme les canaux TRP.  
Nous avons observé d’où venait l’augmentation de calcium cytoplasmique. La source 
principale de l’augmentation du [Ca2+]c proviendrait des stocks intracellulaires et non de la 
source extracellulaire. Nous avons donc étudié les effets des NPs sur les organites 
intracellulaires qui régulent l’homéostasie calcique comme le réticulum endoplasmique 
(RE) et les mitochondries. Nos résultats ont montré que le stress oxydant serait à l’origine 
d’une perturbation du RE entrainant une fuite du Ca2+ du RE vers le cytoplasme. Nous 
avons ensuite axé le projet sur les perturbations que cela pouvait conduire sur les 
mitochondries. Le stress oxydant étant l’élément clé de la toxicité des NPS FW2, nous 
avons regardé les effets sur la production de l’anion superoxyde dans les mitochondries, 
ainsi que ses effets sur le calcium mitochondrial, et sur le potentiel de membrane 
mitochondrial (PMM). Nos résultats montrent que le stress oxydant est à l’origine, d’une 
part, de l’augmentation du [Ca2+]m et d’autre part, de la diminution du PMM, phénomènes 
conduisant à l’apoptose cellulaire. Enfin, nous avons montré que la dynamique 
mitochondriale est perturbée après exposition avec des NPS FW2. Les modifications de 
l’homéostasie calcique et les altérations mitochondriales, induites par le stress oxydant, 
pourraient donc jouer un rôle clé dans l’aggravation de pathologies cardiovasculaires 
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induites par les NPs. Ces résultats laissent suggérer que l’exposition aux NPs FW2 
pourrait être un facteur de risque dans l’aggravation de l’HTP. 
 
Par ailleurs, ce premier objectif a montré que la taille des particules jouait sur la toxicité 
des particules dans les HPAEC. En effet, les NPs FW2 (diamètre 13 nm) semble avoir une 
plus grande toxicité à la même concentration que les PM2.5 (diamètre < 2.5 µm) (tableau ci 
–dessous). 
 

 PM2.5 NPs FW2 

Cellulaire    

ERO globales  10 µg/cm²  (**) 5 µg/cm²  (**) 

O˙2  ̄cytoplasmique  7.5 µg/cm² (**) 5 µg/cm²  (*) 

O˙2  ̄mitochondrial  5 µg/cm²  (*) 5 µg/cm²  (**) 

Calcium 
cytoplasmique  

5 µg/cm²  (*) 5 µg/cm²  (***) 

 
 
x L’objectif de notre dernier axe de recherche, a donc été de comparer in vitro les 
effets des particules atmosphériques dans des conditions physiologique et pathologique 
mimant l’HTP. Nous avons donc mis au point une technique innovante afin de mimer in 
vitro la dysfonction endothéliale observée dans l’HTP. Tout d’abord, nous avons développé 
le modèle in vitro, qui mime la dynamique vasculaire observée dans l’HTP, et ensuite, nous 
avons observé les effets des NPs FW2 dans les deux conditions expérimentales, afin 
d’observer si l’exposition aux NPs FW2 pourrait être un facteur de risque dans 
l’exacerbation de l’HTP. Pour la condition physiologique, nous avons appliqué soit 5 % 
d’étirement ou aucun étirement aux cellules dans un environnement normoxique. En 
raison, de l’absence de différence significative entre 0 et 5 % d’étirement, nous avons 
choisi la condition statique. Pour la condition pathologique, nous avons appliqué 20 % 
d’étirement aux cellules (reflet de l’augmentation de la tension du vaisseau lors de l’HTP), 
que nous avons placé en hypoxie (1 % O2) pour mimer l’environnement hypoxique dans 
cette pathologie. Nos résultats ont montré que dans la condition pathologique, il y a une 
augmentation significative plus importante du stress oxydant, et de l’inflammation, ainsi 
qu’une perturbation de l’homéostasie calcique par rapport à la condition physiologique. 
Nos résultats semblent donc montrer que l’exposition aux NPs FW2 serait un facteur de 
risque dans l’aggravation de pathologies vasculaires telles que l’HTP. 
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Perspectives 
 
Dans la mesure où les PM2.5 et les NPs déclenchent in situ une réaction inflammatoire 
locale, avec un relarguage des médiateurs de l’inflammation dans la circulation générale, 
qui pourrait expliquer l’aggravation des pathologies cardiovasculaires observée, il serait 
intéressant d’étudier, sur les HPAEC, les effets indirects des sécrétions épithéliales, 
produites au niveau respiratoire, par les PM. En utilisant l’approche des milieux 
conditionnés dans les conditions expérimentales physiologique et pathologique. 
Par ailleurs, il serait pertinent de mettre en place des modèles de co-culture (CML et CE 
humaines) afin d’évaluer les effets de l’altération de l’homéostasie induite dans les 
HPAEC par les particules sur les CML, en particulier au niveau de l’hyperréactivité 
(sécrétion facteurs vasoactifs), du remodelage (prolifération/ apoptose) et de 
l’inflammation.   
Enfin, il serait intéressant à la faveur des travaux ultérieurs de regarder les effets induits 
par les PM2.5 et les NPs FW2 in vivo, sur des modèles animaux sains et pathologiques 
(modèle animaux expérimentaux: hypoxie chronique ou monocrotaline). 
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Effets de la pollution atmosphérique particulaire sur la circulation pulmonaire: 
rôles du stress oxydant et de la signalisation calcique 

 
L’exposition humaine aux particules atmosphérique (PM) est une préoccupation 
majeure de santé publique. La pollution particulaire est constituée de particules 
grossières (PM10 diamètre < 10 µm), de particules fines (PM2.5 diamètre < 2.5 µm) et de 
nanoparticules (PM0.1 ou NPs diamètre < 100 nm). L’excès de mortalité constaté par les 
études épidémiologiques est principalement associé aux pathologies respiratoires et 
cardiovasculaires. Après inhalation, les particules les plus fines (PM2.5 et NPs) pénètrent 
profondément dans les voies respiratoires jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Des études ont 
montré qu’elles peuvent franchir la barrière alvéolo-capillaire pour se retrouver dans la 
circulation systémique et y exercer leurs effets délétères sur les organes cibles tel que le 
système cardiovasculaire. La circulation pulmonaire constitue donc une cible privilégiée des 
particules inhalées, particulièrement les cellules endothéliales qui tapissent la lumière des 
vaisseaux. L’hypertension pulmonaire (HTP) est une pathologie de la circulation 
pulmonaire caractérisée par un remodelage des vaisseaux pulmonaires, une 
hyperréactivité et une inflammation. Des études récentes ont montré le rôle 
prépondérant du calcium et du stress oxydant dans la physiopathologie de cette 
maladie. Cependant, peu d’études mécanistiques visent à expliquer les effets des PM sur 
les cellules cibles vasculaires pulmonaires. Dans ce contexte, ce travail vise à mieux 
caractériser les effets cellulaires et moléculaires des particules sur les cellules 
endothéliales d’artères pulmonaires humaines (HPAEC).  
 
L’impact des PM2.5 et des NPs noires de carbone (FW2) sur les cellules endothéliales 
d’artères pulmonaires humaines entraine des dérégulations de l’homéostasie cellulaire. 
En effet, nos résultats montrent une augmentation significative du stress oxydant et, 
notamment, de la production d’anion superoxyde cytoplasmique et mitochondrial, des 
perturbations de la signalisation calcique, des dommages mitochondriaux, ainsi qu’un 
déséquilibre de la sécrétion de facteurs vasoactifs tels que le monoxyde d’azote (NO). 
Nous avons, également, étudié sur ces cellules cibles vasculaires pulmonaires humaines, 
dans des conditions physiologique et pathologique mimant l’HTP, les effets des 
particules sur la signalisation calcique ainsi que le rôle du stress oxydant dans les effets 
observés. Nous avons, dans un premier temps, développé et validé un modèle in vitro qui 
mime la dynamique vasculaire observée dans l’HTP. Dans une deuxième étape, nous 
avons observé les effets des NPs FW2, dans les deux conditions expérimentales. Nos 
résultats montrent, dans les cellules placées en conditions pathologiques, une 
augmentation significative de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) ainsi 
qu’une augmentation significative de la réponse pro-inflammatoire caractérisée par la 
sécrétion d’interleukines telles que l’IL-6 par rapport aux cellules placées en condition 
physiologique. De plus, la signalisation calcique semble également altérée dans les 
conditions pathologiques.  
 
En conclusion, l’exposition humaine aux particules atmosphériques pourrait être un 
facteur de risque dans l’aggravation de pathologies cardiovasculaires telles que l’HTP. 
 
Mots clés : pollution atmosphérique, PM2.5, nanoparticules noires de carbone, stress 
oxydant, signalisation calcique, cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines, 
hypertension pulmonaire. 


