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AVANT-PROPOS 

Dés la fin du XVIIème siècle, les prémisses de la révolution industrielle favorisent les 

premières préoccupations concernant la pollution atmosphérique, avec notamment la pétition 

de John Evelyn adressée au roi Charles II en 1661 demandant la relocalisation des industries les 

plus polluantes de Londres hors de la capitale (Evelyn 1661; Seaton 2011). Les scientifiques 

commencent à s’intéresser à la composition de l’air et aux effets des différents polluants sur la 

santé et l’environnement. Au XVIIIème siècle, l’opinion scientifique s’accorde à admettre l’effet 

néfaste de certains polluants comme les fumées et le gaz sulfureux, mais n’est pas unanime sur 

l’aspect toxicologique de la pollution générale des villes (Davenport et al. 1954; Halliday 1961). 

En 1914 est publié un premier article indiquant que les cancers sont plus fréquents dans les 

villes polluées (Halliday 1961). La recherche sur la pollution atmosphérique connait une 

recrudescence dans les années 1950 suite aux épisodes dramatiques de fortes pollutions dues à 

des fumées noires. Ces fumées noires, ou « smogs » (contraction de « smoke », fumée, et « fog », 

brouillard), contiennent notamment des molécules gazeuses irritantes ou toxiques (acide 

sulfureux, goudrons, gaz nitreux) très néfastes pour l’Homme. Ces épisodes de forte pollution 

ont eu lieu dans la vallée de la Meuse, en Belgique, en 1930 (du 1er au 5 décembre), causant plus 

de 60 morts (Friket 1931; Haldane 1931; Nemery et al. 2001), en octobre 1948 (les 30 et 31 

octobre) à Donora, en Pennsylvanie (20 morts, Helfand et al. 2001), et à Londres, en Angleterre 

en 1952 (du 5 au 9 décembre), causant plus de 4000 morts (Stegeman et al. 2002). Ces trois 

épisodes sont liés à une pollution latente due aux industries métallurgiques (cas de Donora) ou à 

une combustion excessive du charbon (cas de la Meuse et Londres). La formation de ces smogs 

hivernaux est associée à des conditions climatiques exceptionnelles où l’inversion des 

températures atmosphériques crée une couche d'air plus chaud en altitude qui piège la pollution 

dans une couche d'air froid près de la surface. De nombreux autres smogs se sont déclarés 

jusqu’à aujourd’hui.  

Parmi les polluants atmosphériques, les particules en suspension sont très délétères 

pour l’Homme. Depuis les années 1950, de nombreuses études épidémiologiques ont permis 

d’établir un lien évident entre la pollution particulaire et l’augmentation de la mortalité et de la 

morbidité d’origines respiratoires et cardio-vasculaires (Mills 1951; Mahoney 1976; Schwartz 

1994). Les recherches les plus récentes ont permis de démontrer clairement que ces effets sur la 

santé apparaissent à des concentrations modérées de polluants, rencontrées dans les grandes 

villes. A long terme, la pollution particulaire peut exacerber certaines pathologies pulmonaires, 

les troubles du développement de la fonction pulmonaire chez l’enfant et les cancers du poumon.  

De nos jours, l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que la pollution 

atmosphérique par les particules (PM) contribue à environ 800.000 décès prématurés chaque 

année, ce qui la classe au 13ème rang des causes de mortalité dans le monde. De plus, en octobre 

2013, l’IARC («International Agency for Research on Cancer») a classé la pollution 

atmosphérique extérieure comme cancérigène certain pour l’Homme, les particules fines ont été 

également évaluées et classées séparément comme cancérigène certain. C’est pourquoi il est 

indispensable de poursuivre les recherches sur la composition de la pollution de l’air et sur ses 

mécanismes d’actions toxiques.  



 xvii 

  

Dans ce contexte le but de ma thèse a été : 

• D’étudier et de comparer la cytotoxicité de particules de différentes tailles et de 

différentes sources. 

• D’étudier l’effet des particules atmosphériques sur la régulation de la mort cellulaire par 

apoptose. 

• D’identifier les composés impliqués dans la résistance à l’apoptose causée par certaines 

particules fines étudiées. 

• De décrypter les mécanismes moléculaires conduisant à cette résistance à l’apoptose. 
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I.1) LA POLLUTION ATMOSPHERIQUE 

Dans le Code de l’Environnement, la pollution atmosphérique est définie comme étant 

« l'introduction par l'homme, directement ou indirectement, ou la présence, dans l'atmosphère 

et les espaces clos, d'agents chimiques, biologiques, ou physiques, ayant des conséquences 

préjudiciables de nature à mettre en danger la santé humaine, à nuire aux ressources 

biologiques et aux écosystèmes, à influer sur les changements climatiques, à détériorer les biens 

matériels, à provoquer des nuisances olfactives excessives » (article L. 220-2). Par conséquent, la 

pollution atmosphérique correspond à la présence indésirable de polluants ou l'élévation 

excessive de la proportion de certains constituants de l'atmosphère. 

L’air que nous respirons est principalement composé d’azote (78 %) et d’oxygène (21 

%), dans les 1% restant sont présents des gaz rares (Argon, Néon, Hélium,...), de la vapeur d'eau, 

du dioxyde de carbone (CO2), et de nombreux polluants plus ou moins nocifs pour l’Homme et 

son environnement. Ces polluants peuvent être d’origines naturelles telles que les végétaux, 

bactéries, les cendres et les gaz issus des éruptions volcaniques (dioxyde de soufre (SO2), sulfure 

d’hydrogène (H2S),…), l’érosion naturelle des sols (sable, terre), etc. ; ou d’origines anthropiques 

telles que les industries, les transports (usure de pneus, carburants,…), le chauffage (au bois ou 

au gaz), la production d’énergie, etc. Les polluants atmosphériques peuvent être de nature 

gazeuse (90 % des masses globales de polluants rejetés dans l’air) ou particulaire (particules en 

suspension dans l’air). La pollution partiuclaire est aujourd’hui reconnue comme très néfaste 

pour la santé. 

I.1.1) La pollution particulaire 

I.1.1.i) Classification des particules atmosphériques 

Il existe plusieurs classifications possibles des particules atmosphériques selon les effets 

qu'elles induisent sur la santé humaine, leurs sources, ou leurs caractéristiques physico-

chimiques. Cependant, elles sont communément réparties en fonction de leur taille, qui est 

mesurée grâce au diamètre aérodynamique permettant de décrire le comportement d’une 

particule en suspension. Le diamètre aérodynamique d’une particule est défini comme le 

diamètre d’une sphère de masse volumique 1 g/cm3 qui a la même vitesse de chute dans l'air 

que la particule considérée, dans les mêmes conditions de température, de pression et 

d’humidité (AFNOR 1985). 

Selon la dénomination métrologique, les particules atmosphériques inhalables sont 

appelées PM pour « Particulate Matter », avec un indice de taille (Choi et al. 2004), alors que la 

dénomination toxicologique utilise les adjectifs « grossières, fines, ultrafines et/ou 

nanoparticules » (Figure I.1). Ainsi, les particules peuvent être classées en quatre catégories 

selon leur diamètre aérodynamique : 

− les PM0.1 ont un diamètre aérodynamique inférieur ou égal à 0,1 µm et correspondent aux 

particules ultrafines (UF) ; 

− les PM2.5 ont un diamètre aérodynamique inférieur ou égal à 2,5 µm, dans cette catégorie 

sont regroupées les particules ultrafines (UF) et fines (F) ; 

http://www.futura-sciences.com/magazines/espace/infos/dico/d/univers-helium-4813/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/matiere-carbone-3873/
http://fr.wikipedia.org/wiki/Particules
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitesse
http://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9cantation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Air
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− les PM10 ont un diamètre aérodynamique inférieur ou égal à 10 µm, c’est un mélange de 

particules ultrafines (UF), fines (F) et grossières (G); 

− les TSP (« Total Suspended Particles ») ont un diamètre aérodynamique compris entre 

0,01 et 100 µm, comprenant tout l’aérosol. 

 
Figure I.1: Classification des particules 
atmosphériques en fonction de leur 
diamètre aérodynamique.  
Suivant la terminologie toxicologique, les 
particules sont classées selon leur diamètre 
aérodynamique : les particules entre 10 et 
2,5 µm sont dites grossières, celles entre 2,5 
et 0,1 µm sont les particules fines, celles 
inférieures à 0,1 µm sont nommées 
particules ultrafines. 
En métrologie, les particules 
atmosphériques sont aussi appelées 
« Particulate Matter » ou PMx avec en x la 
taille limite des particules : PM10 pour les 
particules inférieures ou égales à 10µm, 
PM2.5 pour les particules inférieures ou 
égales à 2,5µm, PM0,1 pour les particules 
inférieures ou égales à 0,1µm.  

Les PM sont aussi caractérisées par : leur nombre, leur surface et leur volume. Ainsi, la 

figure 1.2 illustre le fait que même si la distribution en taille des PM s’étend largement, les 

particules ultrafines dominent largement l’aérosol en référence à leur nombre et leur surface.  

Figure I.2 : Comparaison de la 
distribution granulométrique 
moyenne d’un aérosol urbain en 
fonction du nombre de PM (noir), 
de leur surface (rouge) ou de leur 
volume (bleu). 
La distribution des particules de 
différentes tailles varie suivant l’ordre 
de grandeur étudié. Les particules 
ultrafines dominent entièrement les 
autres tailles de particules en termes 
de nombre et de surface : elles sont 
beaucoup plus nombreuses et 
représentent une grande surface de 
contact. En terme de volume la 
distribution est répartie entre les 
particules grossières et ultrafines, les 
particules fines représentant un 
volume plus faible. D’après INRS 2005. 

  

Enfin, dans les domaines professionnel et médical, les particules sont définies en fonction 

de leur capacité à pénétrer et se déposer dans les diverses régions du tractus respiratoire : 

particules inhalables, thoraciques ou alvéolaires (Figure I.3) en lien avec leurs effets sur la santé 

humaine (voir § I.2.3 et § I.3). 

Diamètre de particules (dp) (µm) 
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Figure I.3 : Classification des particules 
atmosphériques en fonction de leur 
pénétration et déposition dans l’appareil 
respiratoire. La fraction inhalable des particules 
de l’aérosol correspond aux PM qui pénètrent 
par le nez et la bouche. La fraction thoracique est 
la portion des particules inhalables passant par 
le larynx et pénétrant dans la trachée et les 
bronches supérieures. Enfin, les particules 
respirables (ou alvéolaires) sont les particules 
pénétrant dans les régions profondes des 
poumons (bronchioles et alvéoles). D’après TSI 
2013. 

 

I.1.1.ii) Sources  

Chaque année depuis 1961, le CITEPA (Centre Interprofessionnel Technique d'Etudes de 

la Pollution Atmosphérique) réalise des inventaires nationaux d'émissions de polluants 

atmosphériques et de gaz à effet de serre, conformément aux engagements internationaux de la 

France (voir § I.1.4.3). Les figures I.4 et I.5 montrent que tous les secteurs d'activité 

contribuent aux émissions de particules avec, pour l'année 2011, par ordre d'importance : 

l'agriculture/sylviculture (52%, cultures, herbicides et pesticides), l'industrie manufacturière 

(31%, essentiellement le BTP), le secteur résidentiel/tertiaire (10%, principalement dû au 

chauffage), le trafic routier (5%), et enfin, à moindre part, les autres modes de transport hors 

routier (1%) et la distribution/transformation d'énergie (1%) (CITEPA 2013).  

 

 
 

Figure I.4 : Sources d’émissions de particules atmosphériques en France 
métropolitaine pour les TSP. D’après Sullivan et al. 2010; CITEPA 2013. 
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Figure I.5: Emissions dans l’air de particules atmosphériques en France métropolitaine en 
kilotonnes (kt) par an. TSP : Ensemble des particules (« Total suspended particles »), PM10 : particules 
atmosphériques de diamètre aérodynamique inférieur à 10 µm, PM2.5 : particules atmosphériques de 
diamètre aérodynamique inférieur à 2,5 µm, PM1: particules atmosphériques de diamètre aérodynamique 
inférieur à 1 µm. Emissions inventoriées entre 1990 à 2011. Les données pour l’année 2012 sont une 
estimation préliminaire. D’après CITEPA 2013. 

 

On observe une diminution nette des émissions de particules atmosphériques en France 

métropolitaine de 1990 à 2011 (-359 kt pour les TSP, Figure I.5). Celle-ci est d’autant plus 

marquée pour les PM de petite taille (respectivement -51%, -58% et -63% pour les PM10, PM2.5, 

PM1, CITEPA 2013). Il est à noter que tous les secteurs participent à la diminution observée 

depuis 2000, sauf pour le secteur agricole/sylvicole qui domine de plus en plus les émissions de 

TSP et PM10 (respectivement 52% et 20% en 2011, Figure I.4). Les sources d’émissions des 

particules fines (PM2.5 et PM1) sont dominées par le secteur résidentiel, l'industrie et le 

transport routier, respectivement 45%, 24%, et 18% des émissions de PM2.5 en 2011 (Figure 
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I.4). Cette observation est représentative de la composition particulaire, puisque les particules 

Diesel (pDi), ainsi que les suies issues de la combustion d’énergies industrielles et résidentielles, 

sont des polluants primaires carbonés (un noyau de carbone suie avec des composés organiques 

adsorbés), principalement retrouvés dans les fractions fines et ultrafines de l’aérosol. 

I.1.1.iii) Composition et structure  

La pollution particulaire est un mélange hétérogène de particules, dont la composition 

varie suivant leur granulométrie, leurs origines (sources d’émissions), les conditions 

météorologiques (temps, vents, saisons), leurs transformations dans l’air (photochimie, 

hydrolyse, catalyse) et leurs interactions avec d’autres composés atmosphériques (Lelieveld et 

al. 2002; Perrone et al. 2013).  

Présents dans des proportions variables dans les 3 fractions granulométriques des PM, 

les principaux composés identifiés sont : 

• Des composés carbonés 

Les composés carbonés sont constitués d’une fraction élémentaire et d’une fraction 

organique. Le carbone élémentaire (EC), aussi appelé noir de carbone ou carbone suie, est 

principalement d’origine primaire et résulte de la combustion complète de la matière organique, 

tandis que, le carbone organique (OC) est d’origine primaire et secondaire et provient de la 

combustion incomplète de la matière organique. L’EC est constitué de petites particules qui 

s’agrègent en chapelet, cette structure se rapproche du graphite (avec des microcristaux reliés 

par des hydrocarbures saturé ou insaturés) et forme un cœur carboné sur lequel s’adsorbent 

d’autres composés, notamment des composés organiques (Figure I.6, Ebner et al. 2005; Pernelet-

Joly 2008). 

Ce sont principalement des PM2.5, produites lors de la combustion de carburants comme 

le fioul, l’essence, le kérosène et le Diesel, qui forme des suies essentiellement carbonées et 

parfois soufrées (Figure I.7A-E). Ainsi, les pDi sont les particules modèles pour l’étude des 

PM2.5. Elles sont structurées autour d’un cœur carboné sur lequel s’adsorbent plus de 400 

espèces, parmi lesquelles des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), des quinones, 

des aldéhydes, des métaux, des sulfates, etc. (Figure I.6) 

Figure I.6: Structure schématisée d’une 
particule fine.  
Avec pour exemple une particule Diesel, la 
structure générale d’une particule fine est: 
un cœur carboné sur lequel peuvent 
s’adsorber des composés organiques tels que 
les quinones et hydrocarbures aromatiques 
polycycliques (HAP); des composés 
biologiques comme les pollens et les 
endotoxines ; des métaux (lourds ou de 
transition). 
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Figure I.7: Caractéristiques physiques des particules atmosphériques (Paris 2003). Les particules 
atmosphériques contiennent des suies (A-C), des cendres volantes (D et E), des particules d’usure (F) ou 
des particules biologiques (G-I). Les photos A et B montrent des suies agrégées en paquet d’une dizaine de 
µm ou en forme de chapelet (C). Pour tous, l’élément de base est une structure sphérique d’environ 100 
nm de diamètre. Les cendres volantes de charbon sont caractérisées par une surface lisse (D) alors que 
celles issues du fioul sont reconnaissables par leur aspect « troué » (E). Des particules terrigènes (G), des 
pollens (H) ou d’autres particules probablement d’origine végétale peuvent aussi exister (I). L’ensemble 
des photos ont été prises en microscopie électronique à balayage. D’après Baulig et al. 2004. 

 

• Des composés organiques 

Les composés organiques contiennent au moins un atome de carbone associé à des 

atomes d'hydrogène, oxygène, azote, soufre, nitrates et/ou sulfates. Ils sont issus de 

phénomènes de combustions (industrielle et résidentielle), évaporations de solvants (peintures, 

produits d’entretien), évaporations de composés organiques (carburants) et réactions 

biologiques… Parmi ceux-ci, sont retrouvés les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), 

les hydrocarbures aliphatiques et nitro-aromatiques, les quinones, les aldéhydes, etc. (Yu, J.Z. et 

al. 2011; Val et al. 2013). Une attention particulière est portée aux HAP de par leurs effets 

cancérogènes, génotoxiques, et perturbateurs endocriniens pour l’Homme (Bekki et al. 2013; 

Kim, K.H. et al. 2013) ainsi que leur présence dans les fractions fines et ultrafines de l’aérosol 

(Jeng 2010; Val et al. 2013).  

• Des composés minéraux  

Les particules minérales sont principalement des particules terrigènes, issues de 

l’érosion des sols et des routes (Figure I.7F-G), de la remise en suspension de poussières 

désertiques, des embruns, et des travaux de chantiers. Ce sont aussi des sels tels que le 

carbonate de calcium et le chlorure de sodium provenants notamment de l’évaporation de l’eau 

de mer et des exploitations minières (Pernelet-Joly 2008). Ces composés sont retrouvés 

essentiellement dans la fraction grossière des particules atmosphériques (Lelieveld et al. 2002). 

A
2 µm

10 µm

C
1 µm

2 µm F50 µmE2 µm

10 µm 10 µm
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• Des composés inorganiques 

Les composés inorganiques sont essentiellement des polluants secondaires, parmi 

lesquels les sulfates (SO2, SO4), les halogénures, l'acide sulfurique (H2SO4) et les nitrates, issus de 

la transformation des particules et de l’oxydation du soufre et de l’azote ; des acides 

chlorhydriques (HCl) et bromhydriques (HBr), dus à l’hydrolyse des halogénures, bromures et 

chlorures de plomb émis par les gaz d’échappement ; de l’ozone O3, qui résulte, sous l'action du 

rayonnement solaire, de la transformation chimique des oxydes d’azote NOx (NO et NO2) et des 

composés organiques. Ces composés sont principalement de petite taille, et peuvent s’adsorber 

sur le carbone (particules fines et ultrafines, Figure I.6).  

• Des métaux 

Les métaux et métalloïdes sont des éléments inorganiques naturellement présents dans 

l’environnement (croûte terrestre et aérosols marins) et à l’état de traces dans les sols (moins de 

1 g/kg), d’où leur noms d’élément traces métalliques (ETM, nomination préférentielle à 

« métaux lourds » couramment utilisée et désignant les métaux ayant une masse volumique 

supérieure à 5 g/cm3). Les ETM sont également largement utilisés dans l’industrie depuis la 

révolution industrielle.  

Les rejets d’éléments métalliques tels que Pb, Hg, Zn, Cd, Cu et Cr ont été multipliés par 

trois, depuis le début de l'ère industrielle (INERIS 2006). Ainsi, les sources d’émissions 

anthropiques sont principalement l’industrie métallurgique (sidérurgie, etc..), les phénomènes 

abrasifs (freinage des véhicules, usure de la chaussée, remise en suspension, etc.), et la 

combustion (chauffage, incinération, etc., Pernelet-Joly 2008). Certains métaux peuvent 

également être des traceurs spécifiques d’émissions d’origines anthropiques comme le zinc, le 

potassium et le soufre, marqueurs de combustions de biomasse. 

Parmi les métaux adsorbés sur les particules, sont retrouvés : du vanadium (V), du 

cadmium (Cd), du mercure (Hg), du plomb (Pb), de l’aluminium (Al), du titane (Ti), du cuivre 

(Cu), du zinc (Zn), etc. (Andreau et al. 2012). En général les PM ne contiennent que d’infimes 

quantités d’ETM (quelques µg/g de PM), néanmoins, certaines catégories de particules sont 

connues pour être riches en métaux, telles que les ROFA (« Residual Oil Fly Ash » = cendres 

volantes résiduelles d’huile, Baulig et al. 2004).  

• Des composés biologiques 

Des composés biologiques comme des pollens (Figure I.7 H-I), des spores et divers 

micro-organismes (algues, champignons, bactéries, virus …) sont généralement retrouvés dans 

la fraction grossière de l’aérosol (Pernelet-Joly 2008). 

I.1.2) Règlementation de la qualité de l’air 

Les épisodes majeurs de pollution de l’air extérieur ayant eu lieu au début du XXème siècle 

en Belgique, Pennsylvanie et à Londres, ont conduit les autorités internationales, européennes et 

françaises à légiférer afin de limiter la présence de polluants dans l’atmosphère et d’améliorer la 

qualité de l’air via la définition de différentes valeurs :  
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− Les valeurs limites d’exposition sont les valeurs à atteindre dans un délai donné et à 

ne pas dépasser ; 

− Les valeurs cibles sont les valeurs à atteindre dans la mesure du possible afin d’éviter 

les effets nocifs sur la santé et/ou l’environnement ; 

− Les seuils d’information et de recommandation sont les niveaux au-delà desquels une 

exposition de courte durée présente un risque pour la santé pour des personnes 

sensibles et qui nécessitent l’information immédiate de ces personnes ainsi que des 

recommandations pour réduire certaines émissions ;  

− Les seuils d’alerte sont les niveaux de pollutions au-delà desquels une exposition de 

courte durée présente un risque pour la santé humaine dans son ensemble, ou pour 

l'environnement, et à partir desquels des mesures de restriction des activités polluantes 

doivent être prises d’urgence (AirParif). 

 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande des valeurs limites d'exposition 

pour certains polluants dont les particules atmosphériques : 50 µg/m3/jour et 20 µg/m3 de 

moyenne annuelle pour les PM10 ; 25 µg/m3/jour et 10 µg/m3 de moyenne annuelle pour les 

PM2.5. Ces lignes directrices, dont la dernière mise à jour date de 2005, s’appuient sur des études 

scientifiques montrant qu’il n'a pas été observé d'effets nuisibles sur la santé en-dessous de ces 

valeurs seuils. Elles constituent l’évaluation la plus reconnue et la plus actuelle des effets de la 

pollution atmosphérique sur la santé humaine et préconisent des objectifs de qualité de l’air qui 

réduisent fortement les risques sanitaires (OMS 2006; Respire ). 

Sur la base des recommandations de l’OMS, la Communauté Européenne établit des 

directives, notamment celles du 14 avril 2008 (2008/50/CE) et du 15 décembre 2004 

(2004/107/CE) qui visent à : évaluer la qualité de l’air selon des méthodes définies, définir des 

objectifs de qualité afin de prévenir ou réduire les effets de la pollution atmosphérique sur la 

santé et l’environnement, préserver une bonne qualité de l’air, et informer le public. Cette 

législation concerne un certain nombre de polluants dont les particules PM10 et PM2.5 (Tableau 

I.1). 

Au niveau national, les critères de qualité de l'air sont retranscrits dans la Loi n°96-1236 

du 30 décembre 1996 sur l’Air et l’Utilisation Rationnelle de l’Energie (LAURE) et le Code de 

l'environnement (articles R221-1 à R221-3) régulièrement mis à jour, conformément aux 

directives européennes relatives à la pollution atmosphérique (Tableau I.1). Ainsi, afin de lutter 

contre la pollution particulaire et de réduire les polluants précurseurs (oxydes d’azote, 

ammoniac), la France redouble d’efforts et un « plan particules », a été publié en juillet 2010 à la 

suite du Grenelle de l’Environnement (Grenelle 2). Il donne notamment pour objectif la 

diminution de 30% des émissions de PM2.5 en 2015 (Tableau I.1).  

 
  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Risque
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sant%C3%A9
http://www.airparif.asso.fr/_pdf/decret21052008.pdf
http://www.airparif.asso.fr/_pdf/decret21052008.pdf
http://www.airparif.asso.fr/_pdf/decret15122004.pdf
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Tableau I.1: Normes européennes et françaises de qualité de l’air. D’après Union Européenne 2008; 
AirParif . 

Polluants Valeurs limites Objectifs Seuil de 
recommandation et 

d'information 

Seuil d’alerte 

Normes européennes 

PM10 En moyenne 
annuelle : 40 µg/m³. 

En moyenne 
journalière : 
50  µg/m³ à ne pas 
dépasser plus de 35 
jours par an. 

   

PM2.5 En moyenne 
annuelle : 
Phase 1 : 28 µg/m³ 
pour l'année 2008, 
décroissant 
linéairement chaque 
année pour atteindre 
25 µg/m³ en 2015.  
Phase 2 : 20 µg/m³ en 
2020 £. 

Valeur cible pour la 
protection de la 
santé : 25 µg/m³ en 
moyenne annuelle 
(devait être respectée 
le 1er janvier 2010)  

Concentration qui 
doit être respectée 
en 2015 : 20 µg/m³ 
pour l'IEM (indice 
d’exposition 
moyenne) 

  

Normes françaises 

PM10 En moyenne 
annuelle 
40 µg/m³ 

En moyenne 
journalière : 50 
µg/m³ à ne pas 
dépasser plus de 35 
jours par an. 

30 µg/m³ en moyenne 
annuelle 

 

20 µg/m³ pour l'IEM 
2015 $ 

50 µg/m³ en moyenne 
journalière 

80 µg/m³ en moyenne 
journalière 

PM2.5 En moyenne 
annuelle : 
28 µg/m³ pour 
l'année 2008, 
décroissant 
linéairement chaque 
année pour atteindre 
25 µg/m³ en 2015.  

10 µg/m³ en moyenne 
annuelle 

  

£  valeur limite indicative qui sera révisée par la commission européenne en 2013 à la lumière des 
informations complémentaires sur l'impact sanitaire et environnemental, la faisabilité technique et 
l'expérience acquise en matière de valeur cible dans les États membres 
$  IEM 2015 : Indicateur d'exposition moyenne de référence, correspondant à la concentration moyenne 
annuelle en µg/m³ sur les années 2013, 2014 et 2015. 
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I.2) LES VOIES RESPIRATOIRES : CIBLE PRINCIPALE DES PARTICULES ATMOSPHERIQUES 

Lors de la respiration, un adulte au repos inspire et expire environ 6 à 10 litres d'air par 

minute et peut atteindre 200 litres par minute lorsque la respiration s'accélère pendant l’effort. 

Chaque jour, nous inspirons en moyenne 15 m3 d'air. Les particules atmosphériques sont en 

suspension dans l’air que nous respirons, le tractus respiratoire est donc la principale voie 

d’entrée des PM dans l’organisme. 

I.2.1) Caractéristiques de l’appareil respiratoire 

I.2.1.i) Anatomie de l’appareil respiratoire 

D’un point de vue anatomique, le tractus respiratoire s’étend des fosses nasales 

jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Il est constitué : du nez et des fosses nasales, du pharynx, du 

larynx, de la trachée, des bronches, des bronchioles, des poumons, de la plèvre, et des muscles 

respiratoires (muscles intercostaux et diaphragme, Figure I.8).  

Les voies aériennes peuvent être séparées en deux parties :  

• les voies aériennes supérieures ou extra-thoraciques, qui vont du nez jusqu’à la partie 

extra-thoracique de la trachée ; 

• les voies aériennes inférieures s’étendent de la partie thoracique de la trachée aux 

bronchioles pulmonaires, elles contiennent l’arbre bronchique dans lequel ont lieu les 

échanges gazeux caractéristiques de la respiration. 

 

Figure I.8 : Anatomie de l’appareil respiratoire. 

 

D’un point de vue physiologique, l’appareil respiratoire est subdivisé en trois parties :  

• La zone de conduction : des fosses nasales jusqu’aux grosses bronches.  
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• La zone de transition qui comprend des bronches et bronchioles partiellement 

alvéolées.  

• La zone respiratoire ou zone de diffusion, constituée des sacs alvéolaires.  

La zone de conduction a pour rôle le conditionnement de l’air. Les fosses nasales sont 

constituées de proéminences osseuses, nommées cornets, permettant d’augmenter la surface de 

contact entre l’air inspiré et la muqueuse nasale, la surface de contact atteignant ainsi 120 cm2. 

L’air est ensuite transporté à travers la zone de conduction, dans les bronches, qui se 

subdivisent en bronches et bronchioles de plus en plus petites, atteignant une surface de 1 à 2 

m2. L’air va finir sa course dans les alvéoles pulmonaires où la surface d’échange gazeux est 

supérieure à 80 m2. Les échanges gazeux permettant de fournir l’oxygène au sang et d’éjecter le 

dioxyde de carbone se font grâce à un processus de diffusion passive à travers les parois 

alvéolaires. 

I.2.1.ii) Histologie de l’appareil respiratoire 

La muqueuse respiratoire est présente des fosses nasales jusqu’aux bronchioles 

terminales intra-pulmonaires. La muqueuse respiratoire est constituée de : l’épithélium 

respiratoire ; d’une lame basale constituée par un tissu conjonctif dense riche en Collagène IV 

(lamina densa) et en laminine (lamina lucida) et du chorion qui comprend un tissu conjonctif 

lâche, vascularisé et innervé reposant sur une couche fibro-cartilagineuse constituant le 

squelette du larynx, de la trachée et des bronches.  

L’épithélium respiratoire tapisse l’arbre respiratoire des fosses nasales jusqu’aux 

alvéoles, il constitue une barrière physique entre l’intérieur et l’extérieur de l’organisme. 

L’intégrité de cette barrière repose sur l’existence de plusieurs types de jonctions entre les 

cellules épithéliales et/ou la matrice extracellulaire (jonctions adhérentes, desmosomes, 

hémidesmosomes) qui maintiennent l’unité structurale et mécanique de l’épithélium ; les 

jonctions gap quant à elles permettent le passage de petites molécules entre les cellules. 

L’épithélium exerce d’autres fonctions essentielles comme la défense contre les 

agressions et les infections via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, et l’élimination des 

particules inhalées via le transport mucociliaire.  

L’épithélium respiratoire est constitué de divers types cellulaires qui diffèrent non seulement 

dans leur localisation mais aussi dans leurs fonctions et leur sensibilité aux toxiques. La 

structure cellulaire des voies aériennes supérieures et des bronches est très différente de celle 

des alvéoles pulmonaires : l’épithélium des fosses nasales jusqu’aux bronchioles respiratoires 

est cylindrique, pseudostratifié, cilié et muco-sécréteur ; tandis que l’épithélium des alvéoles est 

monostratifié et ne secrète pas de mucus (Figures I.9 et I.10). 

➢ L’épithélium respiratoire 

Constitué de cellules ciliées, cellules sécrétrices, cellules de Clara, cellules caliciformes et 

cellules basales (Figure I.9) au sein de la muqueuse respiratoire, l’épithélium n’est pas 

uniforme. Les deux bronches souches ont la même structure que la trachée, puis, au fur et à 

mesure de la diminution de leur diamètre, les bronchioles présentent de moins en moins de 
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cartilage, de cils et de cellules à mucus, leur structure histologique se modifie pour ressembler 

de plus en plus à celle des tissus de la zone d’échange gazeux au niveau des alvéoles 

pulmonaires. 

Figure I.9: Coupe histologique 
d’une bronche extra-pulmonaire 
humaine. L’épithélium respiratoire 
est un épithélium pseudostratifié 
composé de cellules ciliées, de 
cellules sécrétrices de mucus, de 
cellules basales reposant sur une 
membrane basale et de glandes sous-
muqueuses. Le tapis muqueux est 
formé d’une couche viscoélastique : 
le mucus et d’une couche aqueuse : le 
liquide péri-ciliaire. La lame basale 
est constituée de protéines et 
glycoprotéines (notamment la 
laminine et le collagène) sécrétées 
par les cellules. Grossissement : 
x1000. D’après UMPC 2006 . 

Les cellules basales représentent un tiers des cellules épithéliales. Ce sont de petites 

cellules plates n’atteignant pas le pôle apical et sont reliées par des hémidesmosomes à la 

matrice extracellulaire. Les cellules basales sont considérées comme les cellules souches 

épithéliales capables de générer tous les autres types cellulaires de l’épithélium (Sullivan et al. 

2010). 

Les cellules ciliées sont les cellules les plus abondantes de l’épithélium, elles sont 

retrouvées des fosses nasales jusqu’aux bronchioles. Chaque cellule ciliée contient environ 200 

cils (de 5 à 7 µm de long pour 0,2 µm de diamètre), ainsi que des microvillosités (de 0,2 à 0,3 

µm de long) insérées entre les cils vibratiles. Le battement coordonné des cils, tournés vers la 

lumière bronchique, permet la propulsion du mucus vers le larynx. Le nombre de cellules ciliées, 

la vitesse de battement et la longueur des cils diminuent en descendant dans l’arbre bronchique. 

Les cellules sécrétrices de mucus, ou cellules caliciformes, sont semblables à celles 

retrouvées au niveau de l’intestin. Disséminées parmi les cellules ciliées, elles contiennent des 

granules de sécrétion et contribuent, avec les glandes sous-muqueuses, à la production du 

mucus. Le nombre de cellules caliciformes diminue en descendant dans l’arbre bronchique et 

elles sont progressivement remplacées par les cellules de Clara au niveau des bronchioles. 

Les cellules de Clara sont des cellules de transition entre celles des voies de 

conduction et celles de la zone d’échange gazeux. Ce sont des cellules pyramidales, avec des 

microvillosités courtes et irrégulières, elles contiennent des grains de sécrétion. Leur rôle est de 

protéger et maintenir l’épithélium bronchique en secrétant notamment des protéines, des 

oxydases, ainsi que des composants du surfactant alvéolaire. Ces cellules présentent également 

des potentialités de cellules souches (Sullivan et al. 2010). 

➢ La paroi alvéolaire 

Afin de permettre la diffusion optimale des gaz et leur transport entre les poumons et le 

sang, la paroi alvéolaire est très mince et étroitement reliée aux capillaires sanguins (Figure 
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I.10). La surface de la paroi alvéolaire est tapissée d’une simple couche de cellules 

pavimenteuses, nommées pneumocytes de type I qui représentent 90% de la surface des 

alvéoles (mais 40% en terme de nombre de cellules) et jouent un rôle essentiel dans les 

échanges gazeux entre l’air des alvéoles et les capillaires sanguins. Il existe également des 

pneumocytes de type II, de forme cubique ou ronde, qui occupent 10% de la surface des 

alvéoles (mais 60% du nombre de cellules) et qui sont capables de se multiplier et se 

différencier en pneumocytes de type I. Les pneumocytes de type II sécrètent le surfactant, une 

substance tensioactive tapissant la face luminale, pour faciliter l'expansion des alvéoles à 

l'inspiration et les maintenir ouvertes pendant l’expiration. Enfin, les alvéoles contiennent 

également des fibroblastes responsables de la synthèse du collagène, des lymphocytes, et des 

macrophages jouant un rôle fondamental dans les mécanismes de défense et de clairance 

alvéolaire (voir § I.2.3.i). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.10: Schéma de l’épithélium alvéolaire. En continuité avec la muqueuse respiratoire, 
l’épithélium alvéolaire contient des pneumocytes de type I qui recouvrent environ 90% de la surface des 
alvéoles et jouent un rôle essentiel dans les échanges gazeux entre l’air des alvéoles et les capillaires 
sanguins. Il existe également des pneumocytes de type II qui sécrètent du surfactant. Les fibroblastes 
synthétisent et sécrètent des protéines de la matrice extracellulaire comme le collagène et le 
protéoglycane. Les macrophages alvéolaires permettent la phagocytose des particules atmosphériques 
inhalées, des micro-organismes et des débris cellulaires. 

 

I.2.2) Déposition des particules dans l’appareil respiratoire 

I.2.2.i) Mécanismes de déposition des particules dans l’appareil respiratoire 

La déposition des particules dans le tractus respiratoire se fait par 4 types de 

mécanismes (Figure I.11, Heyder 2004; depoussierage.fr ). 
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Figure I.11 : Différents mécanismes de déposition des PM dans le tractus respiratoire Humain.  
La déposition des particules dans le tractus respiratoire se fait par 4 types de mécanismes :  
A) Interception : la particule entre en contact avec la paroi respiratoire lorsqu’elle se déplace proche de 
la paroi ou lors des bifurcations des voies aériennes, cela concerne surtout les particules fibreuses 
(comme l’amiante) ou les agrégats.  
B) Impaction : au niveau des bifurcations bronchiques, les particules en suspension peuvent s’échapper 
du flux d’air en raison de leur inertie et continuer leur chemin pour s’impacter sur la paroi se trouvant sur 
leur trajectoire. La probabilité d’impaction dépend de la vitesse de l’air inspiré et de la taille de la 
particule, ce phénomène touche surtout les particules de taille supérieures à 0,5 µm.  
C) Sédimentation : en raison des forces de frottements de l’air, les PM finissent par perdre leur 
flottabilité dans l’air et « tombent » sur la paroi sous l’effet de la gravité. Ce phénomène est lié à la masse 
des particules et concerne essentiellement les particules de taille supérieures à 0,5 µm.  
D) Diffusion : ce phénomène concerne les particules les plus fines (inferieures à 0,5 µm), qui ont un 
mouvement aléatoire, semblable au mouvement brownien. Plus la particule est petite, plus cette agitation 
est énergique et peut provoquer le dépôt de particules sur les parois de manière aléatoire, essentiellement 
dans les bronchioles et les alvéoles.  

 

Le dépôt des particules inhalées dans les voies respiratoires est influencé par de 

nombreux facteurs tels que l’âge, la respiration, les conditions météorologiques et les propriétés 

des particules, résumés dans le Tableau I.2. 

 

Tableau I.2 : Paramètres influençant la déposition des PM. 
Paramètres influençant la déposition  

des PM 
Références bibliographiques 

• Les conditions météorologiques. Fernandez Tena et al. 2012; Xi et al. 2013 

• La vitesse et intensité de la respiration : rapide ou 
lente, forte ou faible, par le nez ou la bouche, au repos 
ou pendant un effort physique. 

Kim, C.S. et al. 1998; Oravisjarvi et al. 
2011 

• La géométrie des voies aériennes : l’anatomie de 
l’appareil respiratoire est notamment différente chez 
l’homme et la femme ainsi que chez l’enfant et l’adulte. 

Kim, C.S. et al. 1998; Bennett et al. 2003; 
Bennett et al. 2008 

• Les conditions physiques de l’individu (âge, état de 
santé…). 

Kim, C.S. et al. 1997; Darquenne 2012; 
Horemans et al. 2012; Londahl et al. 2012 

• La taille, la forme et les propriétés physico-chimiques 
des PM. 

Carvalho et al. 2011; Fernandez Tena et 
al. 2012 (Figures I.11 et I.12) 
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I.2.2.ii) Modèles mathématiques 

Il existe plusieurs modèles mathématiques permettant de prédire le dépôt des particules 

dans l’appareil respiratoire. Le plus reconnu est celui de l’ « International Commission on 

Radiological Protection » (ICRP, Figure I.12, Oberdorster et al. 2002; Oberdorster et al. 2005). Ce 

modèle s'applique pour une respiration nasale, au repos, chez un homme, et pour un aérosol 

monodispersé sans agrégats. Ainsi, dans ce contexte, les particules supérieures à 1 µm se 

déposent quasi-exclusivement dans la région nasopharyngée (principalement par interception) 

de même que les particules ultrafines inférieures à 1 nm (dû à leur mouvement similaire à des 

gaz). Enfin, les particules capables de se déposer au niveau trachéal et alvéolaire ont des tailles 

comprises entre 1 nm et 0,1 µm.  

Tous les modèles mathématiques tiennent compte au maximum des facteurs influençant 

la déposition des PM (Tableau I.2), ce qui leur permet d’être généralement très concordant avec 

les observations in vivo (Churg et al. 1997; Farhadi Ghalati et al. 2012). Ainsi, les études de même 

que les modèles mathématiques montrent que la déposition des particules est très inégale et 

présente des zones de dépôt très localisées appelées « hot spot » (Balashazy et al. 2003; Phalen et 

al. 2010).  

 

Figure I.12: Modèle de prédiction du dépôt fractionnée des particules inhalées dans le nasopharynx 

(bleu), la région trachéobronchique (vert) et la région alvéolaire (rouge) au repos, chez l’homme, pour un 
aérosol monodispersé. Basé sur les données de l’International Commission on Radiological Protection 
(ICRP) (1994). Dessin de J. Harkema. D’après Oberdorster et al. 2005. 
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I.2.3) Devenir des particules dans l’appareil respiratoire et l’organisme 

Les particules déposées dans l’appareil respiratoire peuvent être i) épurées via la 

clairance respiratoire (mucociliaire et alvéolaire) ; ii) phagocytées par les cellules épithéliales ; 

iii) transloquées vers d’autres régions de l’organisme ; ou iv) retenues au sein de l’appareil 

respiratoire (Figure I.13). 

I.2.3.i) Elimination par la clairance respiratoire 

La clairance respiratoire comprend une première phase rapide (moins de 36 heures) : la 

clairance mucociliaire, qui a lieu dans la zone de conduction et la zone de transition de l’arbre 

respiratoire, et une phase plus lente (jusqu’à plusieurs mois) : la clairance alvéolaire, qui a lieu 

dans la zone respiratoire. En effet, des études réalisées chez l’Homme ont mis en évidence une 

rétention bronchique de 11% (Roth et al. 1997) et parmi ces particules retenues, la moitié est 

épurée de manière rapide (24 heures après inhalation) grâce à l’épithélium mucociliaire et 

l’autre moitié est retenue à long terme (plusieurs mois).  

➢ La clairance mucociliaire 

La clairance mucociliaire, qui est un processus de l’immunité innée, est assurée, dans 

l’arbre trachéobronchique, grâce au mucus, produit par les cellules sécrétrices et les glandes 

sous-muqueuses, et au battement coordonné des cils des cellules ciliées.  

Le liquide de surface des voies aériennes comprend 2 phases : 

• La phase « GEL » ou mucus est une couche visco-alcoolique dans laquelle s’accrochent 

les impuretés et les agents pathogènes de l’air inspiré. Son épaisseur varie de 7 à 70 µm, 

et l’extrémité des cils baigne dedans (Figure I.9). Le mucus est composé d’eau (à plus de 

95%) et d’électrolytes comme les ions sodium et chlore (1%), permettant de maintenir 

l’état d’hydratation des voies aériennes ; de glycoprotéines filamenteuses riches en 

sucres (2%) : les mucines qui forment un réseau macromoléculaire ; de protéines (1%), 

possédant des propriétés antimicrobiennes (IgA, lysozyme, transferrine) ; de lipides et 

lipoprotéines (1%). Cette composition donne des propriétés viscoélastiques et 

antibactériennes au mucus. 

• La phase « SOL » ou liquide péri-ciliaire est une fine couche aqueuse dans laquelle 

baignent les cils et sur laquelle repose la couche « GEL ». Son épaisseur est légèrement 

plus fine que la longueur des cils (à peu près 7 µm, Figure I.9). Sa composition comprend 

de l’eau et des électrolytes qui permettent de maintenir l’épaisseur nécessaire au 

mouvement mucociliaire puisque le mucus est traversé seulement par les pointes 

ciliaires lors la phase de propulsion (Sleigh 1983). Ainsi, une épaisseur trop importante 

de liquide péri-ciliaire empêcherait les cils d’atteindre le mucus, tandis qu’une trop faible 

épaisseur bloquerait le mouvement des cils piégés dans trop de mucus. Ce liquide 

contient également des anti-oxydants, comme le glutathion, la superoxyde dismutase 

(SOD) et la catalase, qui contribuent aux mécanismes de défense contre les agents 

infectieux, les xénobiotiques et les radicaux libres. 
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La majorité des impuretés de l’air inspiré iront se fixer sur le mucus qui sera transporté 

vers le larynx, à une vitesse d’environ 15 mm/min, grâce au battement des cils, puis sera 

expectoré ou avalé. Les cils battent à une vitesse de 100 à 1500 battements/min, mais la 

présence de certains toxiques peut influer sur la vitesse de battement des cils ainsi que la 

production de mucus.  

➢ La clairance alvéolaire 

Si des impuretés ou des agents pathogènes arrivent jusqu’aux alvéoles pulmonaires, la 

clairance alvéolaire se met en place, les macrophages et les pneumocytes coordonnent leurs 

actions de défense pour produire des médiateurs pro-inflammatoires (notamment des cytokines 

et des protéines du surfactant), grâce au :  

• système immunitaire inné où les macrophages phagocytent les impuretés et les agents 

pathogènes puis remontent dans l’escalator mucociliaire, ou traversent la paroi 

alvéolaire vers l’interstitium et le système lymphatique ; 

• système immunitaire acquis, où les cellules épithéliales et les macrophages présentent 

un antigène spécifique aux lymphocytes T induisant leur prolifération et la réponse 

immunitaire, par la production de cytokines (interleukines, interférons, TNF) capables 

de stimuler l’immunité humorale et/ou cellulaire (production de lymphocytes B et 

anticorps).  

 

I.2.3.ii) Phagocytose par les cellules épithéliales 

Lorsque les mécanismes de clairance sont dépassés ou que les PM passent au travers, les 

cellules épithéliales respiratoires peuvent elles aussi phagocyter les particules (Churg 1996). La 

phagocytose des particules par les cellules épithéliales respiratoires augmente avec la dose des 

PM et est observée plus fréquemment là où la clairance est faible, c'est-à-dire au niveau des 

bronchioles pulmonaires et des bifurcations. 

Plusieurs études ont montré que la liaison des PM à la surface cellulaire et l’activation de 

la phagocytose est liée à la charge des particules, la liaison avec des récepteurs, la présence de 

protéines à la surface des PM, et l’implication du cytosquelette et des microtubules (Churg 1996; 

Gehr 2010). Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) jouent aussi un rôle important dans 

l’internalisation des PM. En effet, dans des conditions normales, la faible production de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) par les cellules épithéliales a pour conséquence une activation autocrine et 

involontaire des mécanismes d’internalisation, le même effet est observé avec les ERO produits 

par les PM et les cellules de l’inflammation (Davis et al. 1994; Gehr 2010). 

I.2.3.iii) Translocation 

Une fois déposées dans le tractus respiratoire et phagocytées, les particules peuvent 

transloquer rapidement vers d’autres organes via l’interstitium puis la circulation sanguine, ou 

bien via le système lymphatique (Oberdorster et al. 2002; Oberdorster et al. 2005; Gehr 2010, 

Figure I.13). Ainsi des PM ont été retrouvées dans le foie, les reins, la rate et le cœur (Moller et 

al. 2008; Furuyama et al. 2009). Les particules plus fines peuvent aussi transloquer directement 
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via les neurones sensoriels, et atteindre d’autres organes, notamment le cerveau par le nerf 

olfactif (Oberdorster et al. 2005; Elder et al. 2006). 

 

 

Figure I.13: Voies d’élimination et de translocation des particules déposées dans le tractus 
respiratoire. GI=Gastro-intestinal, AM=Macrophages alvéolaires. Les particules inhalées peuvent être 
éliminées par la clairance mucociliaire (turquoise) puis expectorées ou avalées vers le système gastro-
intestinal (jaune). Dans les sacs alvéolaires, les particules peuvent être éliminées grâce à la clairance 
alvéolaire assurée par les macrophages alvéolaires (vert). Au niveau des voies aériennes inferieures, les 
particules peuvent transloquer rapidement vers d’autres organes via l’interstitium (violet) le système 
lymphatique (bleu) et la circulation sanguine (rouge). Au niveau des voies aériennes supérieures, les 
particules de petite taille peuvent transloquer directement via les nerfs sensitifs, notamment du nerf 
olfactif vers le cerveau (mauve). D’après Oberdorster et al. 2005. 

 

I.2.3.vi) Rétention 

Les particules inhalées s’accumulent rapidement dans les cellules de l’appareil 

respiratoire. Plusieurs études réalisées chez l’Homme avec des particules marquées 

radioactivement ont permis de montrer que les particules déposées dans l’appareil respiratoire 

ne sont épurées que partiellement par les mécanismes de clairance : entre 20% et 80% de PM 

sont épurées suivant les études (Churg et al. 1997; Brauer et al. 2001; Moller et al. 2008). Ainsi, 

une étude de Churg et Brauer a permis l’observation de coupe de parenchymes pulmonaires de 

femmes ayant vécu à Vancouver, ville peu polluée (14 µg/m3 de PM10), ou à Mexico, ville très 

polluée (66 µg/m3 de PM10). Cette étude met en évidence une accumulation de PM dix fois plus 

grande chez les habitantes de Mexico, ainsi qu’un remodelage des parois bronchiques (Brauer et 

al. 2001; Churg et al. 2003, Figure I.14). 
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Figure I.14: Coupes de parenchymes pulmonaires de femmes ayant vécu à Vancouver (A) ou 
Mexico City (A, B, C). Le poumon de Vancouver a une paroi très mince, tandis que celui de Mexico City 
présente une paroi épaissie avec une accumulation de particules. Grossissements : x50 pour A, B et C, 
x200 pour D. D’après Churg et al. 2003. 

 
 

I.3) EFFETS DES PARTICULES ATMOSPHERIQUES SUR LA SANTE HUMAINE 

Les effets sanitaires de la pollution atmosphérique ont été évalués en premier lieu par les 

études épidémiologiques qui ont mis en évidence des liens statistiques entre l’exposition aux PM 

(lors d’un épisode de pollution élevée par exemple) et divers paramètres de la santé humaine 

(comme l’augmentation des maladies respiratoires dans une même ville). Les études 

épidémiologiques présentent l’avantage d’observer les individus dans leur environnement, bien 

que celui-ci puisse être complexe, mais apportent plusieurs facteurs confondants aux 

interprétations obtenues. Dans un second temps, les études toxicologiques expérimentales in 

vitro (sur des cultures de cellules) et in vivo (sur des animaux de laboratoire ou sur des 

volontaires lors de tests cliniques) permettent de confirmer les liens de causes à effets, de mieux 

comprendre et de décrypter les mécanismes biologiques impliqués. Le principal inconvénient 

réside dans l’étude d’une variable unique (présence ou absence de la molécule toxique) pouvant 

être responsable des effets observés. Ces deux approches scientifiques ont néanmoins 

clairement démontré les effets délétères de la pollution atmosphérique, en particulier la 

pollution particulaire, sur la santé humaine (Boland, Sonja et al. 2001). 

 

I.3.1) Etudes épidémiologiques 

I.3.1.i) Effets des pics de pollution 

Depuis les années 1950, de nombreuses études épidémiologiques ont permis d’établir un 

lien évident entre la pollution particulaire et l’augmentation de la mortalité et de la morbidité 

(admission à l’hôpital) d’origines respiratoires et cardio-vasculaires (Mills 1951; Mahoney 1976; 

Schwartz 1994). Ainsi, à Chicago entre 1988 et 1993, le nombre d’hospitalisations a montré une 

corrélation entre une augmentation de 10 µg/m3 en PM10 et la morbidité pour causes 
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cardiaques (+ 1,3%), d’obstructions pulmonaires (+ 1,4%) et de pneumonies (+ 2%) (Schwartz 

2001). De plus, une étude sur les habitants de l’Utah a mis en évidence une augmentation de 

16% de la mortalité journalière lorsqu’il y a une augmentation de 100 µg/m3 en PM10 durant 5 

jours d’affilée (Pope et al. 2002).  

Le premier projet APHEA (« Air Pollution and Health: a European Approach ») a 

clairement montré que, pour tous les polluants étudiés (les particules en suspension, le SO2, les 

oxydes d'azote et l'ozone), une élévation du polluant de 10 µg/m3 provoque une augmentation 

de la mortalité journalière toutes causes confondues, d’origines cardiovasculaires ou d’origines 

respiratoires de 0,52%, 0,76% et 0,71%, respectivement (Katsouyanni et al. 1997). Le second 

projet APHEA2, initié en 1998, a permis de corréler une augmentation de 10 µg/m3 du niveau 

journalier de PM10 avec une augmentation des hospitalisations pour asthme et BPCO entre 1 et 

1,2% (Atkinson et al. 2001). Une étude plus récente appelée APHENA (« Air Pollution and Health: 

a European and North American Approach ») s’est basée sur les données des projets européens 

APHEA1 et 2, de l’étude américaine NMMAPS (« National Morbidity, Mortality, and Air Pollution 

Study ») et d’une étude canadienne (Katsouyanni et al. 2009). Les estimations des risques en 

provenance d'Europe et des États-Unis étaient similaires, mais celles du Canada étaient 

sensiblement plus élevées. L'effet combiné des PM10 sur la mortalité, toutes causes et tous âges 

confondus, varie de 0,2% à 0,6% pour une augmentation de 10 µg/m3.  

Concernant les particules fines, une étude de 2006 a également mis en évidence une 

corrélation entre une hausse de la mortalité journalière de 0,6 % et une augmentation de 10 

µg/m3 de la concentration en PM2.5 (Ostro et al. 2006). 

I.3.1.ii) Effets de la pollution de fond 

Les études à long terme explorent l’effet d’une exposition constante aux PM sur les 

fonctions pulmonaires, le developpement de bronchites chroniques, le risque de cancer du 

poumon et la mortalité d’origine cardiorespiratoire. Ainsi, il a été mis en évidence que les effets 

de l'exposition à long terme à la pollution atmosphérique sont plus importants que ceux liés à 

l'exposition à court terme (INVS Extrapol 2006). En 2002, Pope et collaborateurs montrent pour 

la première fois qu’une augmentation de 10 µg/m3 en PM2.5, à long terme, est liée à 

l’augmentation de la mortalité toutes causes confondues, d’origines cardio-pulmonaires ou 

d’origines respiratoires de 4%, 6% et 0,71%, respectivement. Les auteurs soulignent également 

que 8% de la mortalité par cancers du poumon seraient imputables aux particules fines (Pope et 

al. 2002). 

Par la suite, les études épidémiologiques ont montré qu’une exposition chronique à la 

pollution atmosphérique augmente la prévalence des maladies respiratoires chroniques telles 

que l’asthme (Rage et al. 2009), la BPCO et les réactions allergiques (rhinites, toux, otites…) 

(Lindgren et al. 2009), ainsi que les maladies cardiovasculaires (infarctus du myocarde). En effet, 

une méta-analyse de 36 études épidémiologiques a montré que parmi les déclencheurs les plus 

fréquents d’infarctus, la pollution de l’air arrive en tête de liste, devant l’effort physique et la 

consommation d’alcool (Nawrot et al. 2011). Enfin, une étude prédictive suggère que 11% des 

décès par cancer du poumon serait attribuable à la pollution atmosphérique en Ile de France 

(AFSSE 2005). 
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Les recherches les plus récentes ont permis de démontrer clairement que ces effets sur 

la santé apparaissent à des concentrations modérées de polluants que l'on retrouve dans toutes 

les villes de l'Union Européenne et qu’il n'existerait pas de seuil décelable en deçà duquel l'ozone 

et les particules fines polluants sont sans effets sur la santé humaine.  

 

I.3.2) Les pathologies respiratoires 

Les pathologies respiratoires peuvent être aigües, causées directement par un toxique ou 

une inflammation, comme la bronchite, la rhinite allergique et la pneumonie ; ou chroniques, 

causées par une inflammation persistante ou à la rétention des particules, comme l’asthme et la 

BPCO (Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive).  

L’asthme et la BPCO sont deux pathologies respiratoires qui ont en commun une 

inflammation chronique et l’obstruction des bronches, dues à la diminution du calibre des 

conduits respiratoires et à l’hypersécrétion de mucus. Cependant, la BPCO est une pathologie 

évolutive partiellement irréversible, qui se déclare après 40 ans et touche principalement les 

fumeurs ; tandis que l’asthme, qui touche des personnes plus jeunes, se caractérise par des crises 

récurrentes et peut être contenu par un traitement adapté (Tableau I.3).  

 

Tableau I.3 : Comparatif entre l’asthme et la BPCO. D’après Swissweb santé publique . 

La BPCO : Elle touche 5% à 19% de la population adulte de plus de 40 ans. Sa prévalence 

a augmenté de plus de 41% depuis 1982, et son taux de mortalité a augmenté de plus de 100% 

entre 1970 et 2002 (Ling et al. 2009). 80 à 90% des BPCO sont dues au tabagisme, actif ou passif, 

mais la pollution de l’air ainsi que les infections des voies respiratoires sont aussi des facteurs de 

 ASTHME BPCO 

Population touchée Les non-fumeurs sont touchés. La 
fumée est le plus souvent mal tolérée.  

Frappe en général les grands 
fumeurs.  

Symptômes Les symptômes commencent souvent 
pendant l’enfance. 

Les symptômes se déclarent à partir 
de 40 ans. 

 Les symptômes surviennent par crises. Les symptômes augmentent 
sournoisement. 

 Plus de la moitié des patients souffre 
d’allergies. 

Elle n’est pas liée à des allergies. 

 Toux, surtout nocturnes, plutôt sèches. Toux, en particulier le matin, souvent 
avec expectoration. 

 Difficulté respiratoire au repos, surtout 
le matin et la nuit. 

Difficulté respiratoire seulement à 
l’effort. 

Caractéristiques physiopathologiques : 

Epithélium Fragile Métaplasique 

RBM Epaissie Non épaissie 

Fibroses Possible Présent 

Vaisseaux sanguins Angiogenèse Angiogenèse possible 

Muscles lisses 
bronchiques 

Epaissi Epaissi 

Glandes sous-
muqueuses 

Hypertrophiées Hypertrophiées 

Emphysème Observée seulement chez les fumeurs Caractéristique de la BPCO sévère 

RBM= membrane basale épithéliale réticulaire ; Emphysème : destruction des parois alvéolaires. 
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risques importants (OMS 2012). De récentes études associent plus précisément la pollution 

particulaire (notamment les PM10) à l’exacerbation de la BPCO (Gan et al. 2013).  

L’asthme : Les causes de cette maladie sont un complexe mélange entre des 

prédispositions génétiques et des stimuli environnementaux. Cette complexité se traduit au 

niveau clinique par différents types d’asthmes : allergique, intrinsèque, d’effort, etc. (Di 

Giampaolo et al. 2011). L’inhalation de substances allergènes, de fumée de tabac et de produits 

chimiques irritants sont autant des facteurs déclencheurs de crises, que des facteurs de risque 

pour le développement de l’asthme (OMS 2013). Ainsi, de nombreuses études épidémiologiques 

ont montré qu’il existe un lien entre l’exposition à la pollution atmosphérique particulaire et le 

développement de l’asthme (principalement l’exposition pendant l’enfance, Jacquemin et al. 

2012) ainsi que la survenue des crises (Schwartz et al. 1993; Di Giampaolo et al. 2011; To et al. 

2013).  

Le remodelage bronchique : L’asthme et la BPCO sont caractérisées par : 

l’inflammation, le remodelage bronchique et l’hypersécrétion de mucus (réversibles pour 

l’asthme et irréversibles pour la BPCO). Ces trois caractéristiques sont étroitement liées : une 

inflammation chronique ou répétée peut conduire à un remodelage bronchique, qui lui-même 

peut conduire à l’inflammation chronique et l’hypersécrétion de mucus (Enomoto et al. 2009; 

Girodet et al. 2011). Le remodelage bronchique joue un rôle important dans ces deux maladies. Il 

est défini comme l’épaississement de la paroi bronchique due à une variété de changements 

structurels tels que des lésions épithéliales, une fibrose de l’épithélium, l’augmentation des 

dépôts de protéines de la matrice extracellulaire, l'angiogenèse, l’hypertrophie des cellules à 

mucus et des glandes sous-muqueuses et l'augmentation de la masse musculaire lisse des voies 

aériennes (ASM) (Girodet et al. 2011). Néanmoins, il existe des différences entre ces deux 

maladies : le processus de remodelage, le type de cellules inflammatoires et de cytokines 

impliquées, ainsi que les localisations anatomiques prédominantes où ces changements se 

produisent (Tableau I.3, Figure I.15, Jeffery 2001).  

Les allergies : La réaction allergique est une réaction anormale, inadaptée et excessive 

de l’organisme lors d’un contact avec une substance étrangère (allergène). Elle se manifeste par 

différents symptômes : asthme, rhinite, eczéma, urticaire, conjonctivite, etc., qui peuvent être 

présents de façon isolée, coexister, devenir chroniques, ou se succéder au fil du temps (Kim, B.J. 

et al. 2012; Lee et al. 2013). Généralement, l’allergie survient chez des individus génétiquement 

prédisposés bien que des facteurs environnementaux jouent également un rôle important dans 

le développement des allergies. Des études chez l'animal ont montré qu'une large gamme de 

particules en suspension, y compris la fumée de cigarette, les particules Diesel, des métaux, des 

composés organiques et des produits de combustion peut interférer avec les processus normaux 

de défense du poumon et contribuer à la sensibilité aux infections respiratoires ou aggraver des 

maladies allergiques (Gilmour et al. 2001). Les études épidémiologiques ont largement démontré 

le rôle de la pollution atmosphérique particulaire, liée principalement au trafic automobile 

(Polosa et al. 1999), dans le developpement des allergies et la sensibilité aux allergènes (Heinrich 

et al. 2004; Di Giampaolo et al. 2011; Higgins, T.S. et al. 2012), notamment chez les enfants 
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(Schwartz 2004; Morgenstern et al. 2008; Kim, B.J. et al. 2012). Les mécanismes impliqués dans 

ces réactions sont : l’inflammation, le stress oxydant et les modifications épigénétiques (Kim, B.J. 

et al. 2012; Lee et al. 2013). 

 

   

Figure I.15: Apparence de la muqueuse respiratoire dans l’asthme et la BPCO. Coupes longitudinales 
observées en microscopie. (A) Muqueuse atopique d’un asthmatique, caractérisée par la diminution de 
l’épithélium de surface et l’épaississement de la lame basale réticulaire. (B) Muqueuse métaplasique chez 
un patient gros fumeur, atteint de BPCO, caractérisée par une métaplasie squameuse de l’épithélium et 
une lame basale réticulaire fine d’épaisseur normale. Modifié d’après Jeffery 2001. 

 

I.3.3) Les pathologies cancéreuses 

Parmi les pathologies cancéreuses liées à la pollution atmosphérique, les cancers 

pulmonaires sont les plus courants. Parmi eux, sont distingués le mésothéliome (cancer primitif 

de la plèvre) et les cancers broncho-pulmonaires (CBP) qui représentent la première cause de 

décès par cancer chez l’homme en France et dans le monde (Registre des Cancers-Observatoire 

régional de la santé Poitou-Charentes 2013). L’incidence des CBP reste en augmentation, 

notamment chez les femmes, en relation directe avec une augmentation du tabagisme, première 

cause étiologique (Société française de pathologie 2012). 

I.3.3.i) Classification des cancers broncho-pulmonaires 

Sur le plan histologique, les CBP se divisent en deux grands groupes, le carcinome à 

petites cellules (CPC, 17% des CBP primitifs) et les carcinomes non à petites cellules (CNPC, 83% 

des CBP primitifs). Cette dernière catégorie comprend, selon la classification de l'OMS 2004 

toujours en vigueur, les carcinomes à cellules squameuses ou épidermoïdes, les 

adénocarcinomes, les carcinomes à grandes cellules, les carcinomes sarcomatoïdes, les tumeurs 

carcinoïdes et les tumeurs des glandes salivaires (Tableau I.4, Figure I.16). Les tumeurs 

primaires du poumon font des métastases préférentiellement vers les glandes surrénales, le foie, 

le cerveau et les os (INC 2011; Travis et al. 2013). 
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Figure I.16 : Coupes histologiques de tumeurs broncho-pulmonaires de type adénocarcinome (A) et 

carcinome à cellule squameuse (B). Coloration Hématoxyline et éosine (Travis et al. 2013). 
 

Tableau I.4 : Classification histologique selon l’OMS (2004) des carcinomes broncho-pulmonaires. 
D’après INC 2011; Travis et al. 2013. 

Carcinomes Pulmonaires 
à Petites Cellules 

(SCLC, 17%) 

• Carcinome à petites 
cellules composite 

 

Carcinomes Pulmonaires 
NON à Petites Cellules 

(NSCLC, 83%) 

• Carcinomes à cellules 
squameuses (ou 
épidermoïdes, SCC)  

 

o papillaire  
o à cellules claires  
o basaloïde  

• Adénocarcinomes  o de type mixte  
o acineux  
o papillaire  
o solide avec production de mucine  

 

• Carcinomes Broncho-
alvéolaire 

 

o non-mucineux 
o mucineux  
o mixte non mucineux et mucineux ou 

intermédiaire  
 

• Carcinomes à grandes 
cellules  

o neuroendocrine à grandes cellules 
o neuroendocrine à grandes cellules 

composites 
o basaloïde 
o lympho-épithélioma-like  
o à cellules claires  
o à grandes cellules rhabdoïdes 

 

• Carcinomes 
adénosquameux  

 

 

• Carcinomes 
sarcomatoïdes 

 

o Carcinome pléiomorphe  
o Carcinome à cellules géantes  
o Carcinome à cellules fusiformes  
o Carcinosarcome  
o Blastome pulmonaire 

 

• Carcinoïdes o typique  
o atypique 

 

• Tumeurs de Type 
glandes salivaires  

o Carcinome muco-épidermoïde  
o Carcinome adénoïde kystique  
o Carcinome épithélial-myoépithélial 

 

• Lésions pré-invasives 
 

o Dysplasie et carcinome in situ  
o Hyperplasie alvéolaire atypique  
o Hyperplasie neuroendocrine diffuse 

idiopathique 
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Les carcinomes pulmonaires dérivent du tissu épithélial respiratoire sain qui va subir 

plusieurs lésions pré-néoplasiques de sévérité croissante. Ces différentes étapes de la 

cancérogénèse des CBP se traduisent par des évolutions histologiques associées à une 

augmentation de l’épaisseur du tissu épithélial, la perte de la progression de maturation des 

cellules, de l’anisocytose et du pléomorphisme (changement de taille et de forme des cellules) 

(Kerr 2001). 

I.3.4.ii) Effet des particules atmosphériques 

De nombreuses études épidémiologiques, réalisées depuis les années 1950 jusqu’à 

aujourd’hui, établissent un lien certain entre la pollution particulaire et les CBP (Greenburg et al. 

1967; Higgins, I.T. 1976; Yanagi et al. 2012). Ainsi, une étude épidémiologique à grande échelle, 

nommée ESCAPE (« European Study of Cohorts for Air Pollution Effects »), a permis de 

déterminer une augmentation du risque de CBP en Europe avec un odds ratio (OR) de 1,22 suite 

à l’élévation de 10 µg/m3 en PM10, et avec un OR de 1,18 suite à l’élévation de 5 µg/m3 en PM2.5 

(Raaschou-Nielsen et al. 2013). Des études chinoises calculent un OR de 2.66, 3.05, et 1,42 pour le 

risque de CBP liés, respectivement, à l’exposition aux fumées de charbon utilisé pour le 

chauffage ou la cuisson (Zhao, Y. et al. 2006), la fumée de cigarette, et la pollution atmosphérique 

(Li, H. et al. 2013). Enfin, des études récentes établissent également un lien avec d’autres types 

de cancers (foie, reins, uterus, leucémies, Raaschou-Nielsen et al. 2011; Vinceti et al. 2012).  

Le 17 octobre 2013, les nombreuses recherches scientifiques montrant un lien de cause à 

effet entre la pollution atmosphérique et les CBP ont conduit l’OMS à classer la pollution de l’air 

extérieur comme « cancérogène certain pour l’homme » (groupe 1) selon l‘IARC (IARC 2013). 

Cette notation est basée sur plus de 1000 articles au niveau mondial et porte une attention 

particulière aux PM2.5, qui après avoir été évaluées séparément, sont elles-mêmes 

classées cancérogène certain pour l’Homme. En effet, on estime que l'exposition aux particules 

fines a contribué mondialement à 3,2 millions de décès prématurés en 2010 dont 223 000 décès 

par cancer du poumon.  

 

I.4) MECANISMES D’ACTIONS BIOLOGIQUES DES PARTICULES ATMOSPHERIQUES 

I.4.1) La réaction inflammatoire 

Dans un tissu vivant et vascularisé, le processus inflammatoire est l'ensemble des 

phénomènes réactionnels déclenchés par une agression (agent pathogène, agent physique ou 

chimique, nécrose tissulaire, réponse allergique, auto-immunité, ...). L’inflammation est 

habituellement bénéfique : son but est d’amener les phagocytes (polynucléaires neutrophiles 

PN, monocytes et macrophages) sur le site de l’agression, d’éliminer l’agent pathogène et de 

réparer les lésions tissulaires. Cependant, elle peut être parfois néfaste du fait de l’agressivité ou 

de la persistance de l’agent pathogène, du lieu de l’inflammation, ou d’anomalies de régulation 

du processus inflammatoire. 

Il existe deux types d’inflammation : aiguë et chronique. L’inflammation aiguë représente 

la réponse immédiate (quelques jours ou semaines), qui peut guérir spontanément ou grâce à un 
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traitement, mais peut aussi causer des séquelles si la destruction tissulaire est importante. 

L’inflammation chronique n’a aucune tendance à la guérison spontanée, elle évolue en persistant 

ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. Une inflammation aiguë peut 

évoluer en inflammation chronique lorsque l’agent agresseur persiste dans les tissus ou lorsque 

le tissu subit des agressions et des inflammations répétées en entraînant à chaque épisode des 

destructions tissulaires de moins en moins bien réparées (Collège Français des Pathologistes 

2011).  

Les données de la littérature ont largement documenté l’impact inflammatoire des 

particules atmosphériques (PM10, PM2.5 ou pDi) sur l’épithélium respiratoire. En effet, suite aux 

suspicions issues des études épidémiologiques, des expériences d’exposition humaine sur des 

volontaires sains ont montré que les pDi provoquent une augmentation des cytokines 

inflammatoires de type TH1 et TH2, des chimiokines et des IgE, ainsi que la présence de PN et 

lymphocytes dans la muqueuse respiratoire (Diaz-Sanchez et al. 1997). De plus, il a été montré 

que les pDi agissent comme un adjuvant des réactions aux allergènes environnementaux (Li, N. 

et al. 2003a). Le mécanisme de développement d’une réaction inflammatoire pulmonaire induite 

par les PM débute par l’internalisation des particules par les cellules épithéliales respiratoires 

(nasales, bronchiques et alvéolaires) ainsi que par les macrophages qui sont responsables de 

cette production accrue de chimiokines (Figure I.17, Bayram et al. 1998; Boland, S. et al. 1999).  

 

Figure I.17 : Schéma 
de la réaction 
inflammatoire 
induite par les 
particules Diesel 
(pDi) au niveau de la 
muqueuse 
bronchique. 

 Le dépôt des pDi 
dans les voies 
respiratoires induit le 
relargage de cytokines, 
dont des chimiokines, 
notamment par leurs 
cellules cibles que sont 
les cellules épithéliales. 
Les chimiokines 
peuvent attirer des 
cellules de 
l’inflammation  et 
l’expression de 
molécules d’adhérence 
permet la 
transmigration des 
leucocytes . 

L’activation de ces cellules peut alors induire la sécrétion d’autres cytokines impliquées dans l’activation 
des éosinophiles et des lymphocytes B . La synthèse accrue des IgE qui en résulte peut, en présence 
d’allergènes, provoquer l’activation de mastocytes aboutissant au relargage d’histamine, responsable 
d’une contraction du muscle lisse bronchique et d’une augmentation de la sécrétion de mucus, deux 
facteurs contribuant à l’obstruction bronchique . B: Lymphocyte B ; CPA: cellule présentatrice 
d’antigènes; Eo: éosinophile ; MC: mastocyte ; mono: monocyte; NP: neutrophile ; Th: lymphocyte T 
Helper. D’après Boland, Sonja et al. 2001. 
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I.4.2) Le stress oxydant 

Les effets pro-inflammatoires ainsi que de nombreux effets des PM sont étroitement liés 

au stress oxydant, causé notamment par les composés organiques et métalliques. 

I.4.2.i) Définition et origines du stress oxydant 

Le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre cellulaire entre les 

espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les systèmes de défense anti-oxydante. Bien que 

considérés comme messagers de voies de signalisation et indispensables au bon fonctionnement 

cellulaire, les ERO présents en forte quantité peuvent être délétères pour la survie des cellules. 

Les ERO comprennent des radicaux libres tels que l’anion superoxyde (O2°-), le radical hydroxyle 

(OH°) et le monoxyde d'azote (NO°) ainsi que des dérivés oxygénés non radicalaires comme 

l’oxygène singulet (1O2), le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et le péroxynitrite (ONOO-).  

L’origine principale des ERO réside dans la réduction de l’oxygène moléculaire (O2), qui 

est une espèce bi-radicalaire possédant deux électrons libres, pour donner l’anion superoxyde 

(O2°-, Figure I.18 A). In vivo, cette réaction est catalysée par les NADPH oxydases notamment au 

niveau mitochondrial (NADPH oxydase) où environ 2% des électrons sont perdus lors de leur 

transfert à partir des complexes I et III de la chaîne respiratoire mitochondriale (voir Figure 

I.29 page 43). En milieu aqueux, l’O2°- est un accepteur de protons d’une durée de vie très 

courte car il subit une réaction de dismutation, accélérée par la superoxyde dismutase (SOD), 

pour former du péroxyde d’hydrogène (H2O2), qui sera ensuite éliminé par la catalase (Figure 

I.18 A). L’ERO le plus réactif est le radical hydroxyle (HO°) qui peut être formé à partir du H2O2 

et du O2
°-, ou via la décomposition du péroxynitrite (ONOO-) qui peut être issu du peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) (Rahman et al. 2006, Figure I.20).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

A B 

C 

Figure I.18 : Réactions de réduction de l'oxygène et de 
production d’ERO in vivo. (A) la réduction de l’oxygène en 
eau se fait par des réactions successives, comprenant une 
étape de synthèse de l’anion superoxyde (flèche rouge), 
catalysée par une enzyme du type oxydase. (B) Réaction 
d'Haber-Weiss. (C) Le cycle de Fenton. D’après Deby et al. . 
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I.4.2.ii) Les métaux et le stress oxydant 

La particularité chimique des métaux de transition est d’être incomplètement saturés en 

électrons, ils peuvent donc former des ions avec une grande variété d'états d'oxydation (de -3 à 

+8). Ceci les rend capables de réagir avec des molécules donneuses d’électrons (dont des 

protéines, l’oxygène, les radicaux libres …) pour former des liaisons faibles (liaisons de 

coordination, notamment avec les protéines) ou pour prendre un électron (Deby et al. ). Ces 

liaisons de coordination entre un métal et une protéine ou un ligand non-protéique a pour but 

d’assurer une fonction catalytique ou structurelle, les plus connues étant les protéines fer-soufre 

de la respiration mitochondriale : la NADH déshydrogénase (complexe I), la succinate 

déshydrogénase (complexe II), la coenzyme Q cytochrome c réductase (complexe III), etc. (voir 

Figure I.29). 

Les métaux de transition (Fe2+ ou Cu+) peuvent générer des ERO par la réaction d’Haber-

Weiss qui a longtemps été considérée comme responsable de la génération du radical hydroxyle 

(OH°) à partir d’H2O2 et O2°- (Figure I.18 B). Des arguments de cinétique chimique et de 

thermodynamique ont depuis contredit cette réaction, qui est en réalité un bilan de deux 

réactions dues aux métaux de transition, formant le cycle de Fenton (Figure I.18 C). La réaction 

de Fenton est une réaction de réduction d’H2O2 par le fer ferreux (Fe2+) complexé grâce à des 

liaisons de coordination, aboutissant à la formation d’OH° et de fer ferrique (Fe3+), ensuite réduit 

en Fe2+ par l'anion superoxyde, et le cycle continue (Figure I.18 C, Deby et al. ). Ce cycle 

réactionnel peut aussi être réalisé par d’autres métaux de transition tels que le cuivre, 

l’aluminium, etc. 

De plus, les liaisons de coordination, peuvent induire un remaniement électronique du 

complexe formé et favoriser le transfert d’électrons du métal vers l’oxygène pour former des 

molécules très instables telles que l’ion oxoferryle (2(FeIV=O)2+) qui peut former le radical 

hydroxyle, en présence de proton, par une réaction très rapide (Figure I.19, Deby et al. ) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure I.19 : Réactions en chaines avec le Fer, formation de l'ion oxoferryle très réactionnel. L'ion 
oxoferryle est très réactionnel grâce à un atome d'oxygène uni par une liaison de coordination plus lâche 
qu'une covalence, à son état singulet et à sa haute densité électronique. Cette réactivité élevée se 
manifeste en milieu non-aqueux comme en milieu aqueux; dans ce dernier cas, il pourrait se former, en 
réaction flash avec des protons H+, des radicaux OH° réagissant sur le lieu même de leur formation. 
D’après Deby et al.  
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I.4.2.iii) Les systèmes de défense anti-oxydante 

Les ERO peuvent interagir avec tous les composants cellulaires (protéines, lipides, ADN) 

et causer des dommages tels que : des pertes ou modifications de fonction des protéines, des 

dommages à l’ADN (cassures simple brin, mutations, adduits, oxydations telles que la 8-hydroxy-

déoxyguanosine (8-OhdG), pontages, modifications de structure…), la péroxydation lipidique 

(mécanisme de dégradation des lipides formant des radicaux hydropéroxydes ROOH), 

l’augmentation du calcium intracellulaire, des modifications du cytosquelette, etc. (Rahman et al. 

2006). Pour pallier à ces effets délétères, des systèmes de défense anti-oxydante existent, ce sont 

des systèmes enzymatiques et non-enzymatiques qui ont pour but de diminuer la quantité 

d’EAO présente dans la cellule.  

Les systèmes de défense non-enzymatiques comprennent des molécules de petite taille 

qui agissent principalement en séquestrant les ERO, comme des vitamines (A, C, E, B12), des 

caroténoïdes, des ubiquinones et le glutathion ; des protéines (transferrine, ferritine, 

céruléoplasmine) qui maintiennent les métaux de transition dans un état inactif pour la 

production d’ERO ; et certains oligo-éléments comme le fer, le cuivre, le zinc et le sélénium, co-

facteurs indispensables pour l’activité des enzymes anti-oxydantes (CuZn-SOD, MnSOD, SeGPx, 

métallothionéines) (Pincemail et al. 2002). Cependant, les oligo-éléments étant aussi des métaux 

de transition, peuvent aussi être pro-oxydant via des réactions de type Fenton (réactions 

d’Haber-Weiss) (Figure I.18).  

Les enzymes anti-oxydantes ont pour fonction de transformer les ERO en espèces moins 

réactives et/ou augmenter la quantité d’anti-oxydants dans la cellule. Les principales sont la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion 

réductase (GR), qui agissent ensemble pour réduire les ERO en eau (Figure I.20). Il existe 

d’autres enzymes qui prennent part au système anti-oxydant, dont l’hème-oxygénase 1 (HO-1), 

la NADPH quinone oxydase 1 (NQO-1), une enzyme de détoxification (voir §I.4.3), et la 

glutamate cystéine ligase (GCL), qui participe à la synthèse du glutathion.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure I.20 : Réactions de production des ERO (en rouge) et systèmes de détoxification enzymatique 
(en vert). 
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La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine catalysant la dismutation de 

l’anion superoxyde O2°- en peroxyde d’hydrogène H2O2 (Figure I.18 A et I.20). La SOD existe 

sous trois isoformes nécessitant des cofacteurs métalliques:  

• la Cu-Zn-SOD, ou SOD1 est localisée dans le cytoplasme et le noyau. Elle est exprimée 

principalement de manière constitutive, mais peut aussi être induite dans les cellules 

épithéliales bronchiques et alvéolaires, les pneumocytes de type II, les fibroblastes, les 

macrophages alvéolaires, et les cellules endothéliales des capillaires pulmonaires 

(Rahman et al. 2006).  

• la Mn-SOD ou SOD2 est située dans la mitochondrie. Elle est inductible par de nombreux 

facteurs retrouvés notamment dans l’air, elle est donc très abondante dans les cellules 

épithéliales bronchiques, les macrophages alvéolaires et les pneumocytes de type II 

(Rahman et al. 2006). Cette enzyme joue un rôle important dans la survie cellulaire 

puisque l’extinction de ce gène induit l’apoptose (Comhair et al. 2005). De plus, des 

modifications de la SOD2 par oxydation et nitration ont été identifiées dans des poumons 

d’asthmatiques (Comhair et al. 2005). 

• la Cu-Zn-SOD ou SOD3 est extracellulaire. Elle est présente dans les fluides et les espaces 

interstitiels des poumons, dans les vaisseaux sanguins et autour des alvéoles et des 

capillaires sanguins. Elle est exprimée et sécrétée par les macrophages alvéolaires, les 

cellules épithéliales bronchiques, les cellules endothéliales vasculaires, les pneumocytes 

de type II et la matrice extracellulaire (Rahman et al. 2006). Une étude récente a montré 

que l’expression de la SOD3 est réduite dans les cancers du poumon, ce qui peut 

participer à l’invasion tumorale régulée par le statut redox (Rahman et al. 2006). 

Les SOD sont largement répandues dans l’appareil respiratoire. Les SOD1 et 2 sont les formes les 

plus abondantes dans les cellules.  

La catalase (CAT) est un homotétramère qui décompose le H2O2 en H2O + O2 (Figure 

I.20). Elle est abondante dans les globules rouges et les cellules hépatiques mais est aussi 

présente dans les peroxysomes et le cytoplasme des cellules pulmonaires notamment les 

pneumocytes de type II et les macrophages. Certaines études ont montré que sa transcription 

peut être induite par l’hypoxie et les oxydants, mais d’autres le contredisent (Rahman et al. 

2006). 

La glutathion peroxydase (GPx) et le glutathion réduit (GSH) : La GPx a pour fonction 

d’éliminer le H2O2 en le transformant en H2O + O2 grâce au glutathion réduit GSH qui est oxydé 

en glutathion disulfure GSSG. Le glutathion oxydé est à nouveau réduit par la glutathion 

réductase (GR, Figure I.20) afin de rétablir le pool de glutathion. Le gluthation a uassi pour 

fonction de séquestrer les xénobiotiques dont les metaux lourds pour qu’ils soient excrétés sans 

dommages. Ainsi le dosage de pool de glutathion ou du rapport GSH/GSSG est assez 

représentatif du stress oxydant cellulaire. Il existe de nombreuses formes de GPx dont plusieurs 

formes nécessitent un cofacteur métallique (sélénium). Ces enzymes sont présentes de manière 

ubiquitaire dans le cytoplasme de la plupart des cellules. D’autres types de GPx ont été décrits 

dont la GPx4 (« Phospholipid-hydroperoxide glutathionne peroxidase ») qui réduit la 
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peroxydation lipidique, une GPx3 extracellulaire présente dans les fluides pulmonaires, et une 

GPx1 mitochondriale (Rahman et al. 2006).  

L’hème oxygénase (HO) catalyse la dégradation de l’hème en biliverdine par une 

réaction qui génère du monoxyde carbone et du fer, la biliverdine et le monoxyde carbone 

générés ayant des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires. Il existe trois isoformes 

d’hème oxygénase (1, 2, et 3) dont seule HO1 (anciennement connue sous le nom de HSP32) est 

inductible. HO1 est exprimée dans l’épithélium de l’appareil respiratoire, les macrophages 

alvéolaires, et les cellules inflammatoires, son expression est induite par de nombreux stimuli 

dont le stress oxydant, l’hypoxie et la déplétion de GSH. Enfin, cette enzyme semble jouer un rôle 

dans la survie cellulaire puisqu’il a été décrit qu’elle empêche l’apoptose induite par le TNFα 

(« Tumor Necrosis Factor α ») dans les fibroblastes (Rahman et al. 2006). 

I.4.2.iv) Les particules atmosphériques et le stress oxydant  

Associé à l’exacerbation de certaines pathologies, la formation d’un stress oxydant induit 

par les particules a été largement décrite dans la littérature. En effet, il a été démontré que les 

PM2.5 peuvent générer des ERO (HO°, O2°- et H2O2) ainsi que l’expression de gènes de 

l’inflammation tels que l’AR, le GM-CSF et l’IL-6 (Baulig et al. 2009; DiStefano et al. 2009; 

Danielsen et al. 2011; Diabate et al. 2011; Dergham et al. 2012). Les dommages causés par ces 

ERO sont la peroxydation lipidique des membranes ainsi que des lésions ou des adduits à l’ADN 

(Tao et al. 2003; Valavanidis et al. 2008).  

La composition des particules est déterminante pour la production de stress oxydant par 

les PM. Les composés organiques (notamment les quinones et les HAP) et métalliques 

(notamment les métaux de transition) des particules sont de forts producteurs d’ERO 

(Valavanidis et al. 2008). En effet, les métaux de transition tels que le fer, le cuivre et le vanadium 

peuvent produire le radical hydroxyle (HO°) via la réaction d’Haber-Weiss (Figure I.18). Une 

étude de Ball et collaborateurs en 2000, a prouvé que les métaux présents sur les particules sont 

biodisponibles et peuvent se solubiliser dans l’eau et générer des ERO (Ball et al. 2000). Des 

études réalisées avec l’extrait organique des particules Diesel, ont montré qu’il génère une 

quantité d’ERO proche de celle des particules entières dans des macrophages (Hiura et al. 1999) 

et des cellules épithéliales bronchiques humaines (Baulig et al. 2003). De plus, les composés 

organiques, lorsqu’ils sont transformés par les enzymes du métabolisme des xénobiotiques 

comme le CYP1A1 peuvent former des ERO si la réaction est incomplète. 

Parmi les lésions causées par composés particulaires, les oxydations et les adduits à 

l’ADN sont particulièrement délétères car ils peuvent induire à des mutations génétiques ou des 

modifications de la transcription, et conduire à la mort ou à la cancérogenèse de la cellule (voir § 

I.4.4). Notamment, les attaques oxydatives de l'ADN conduisent à des mutations de paires de 

bases, des délétions ou des insertions, communément observées dans les oncogènes et les gènes 

suppresseurs de tumeurs mutés. Actuellement, plus de 100 types de lésions de l'ADN liés à 

l'oxydation ont été décrits, parmi lesquels la 8-hydroxydéoxyguanosine (8-OHdG) est 

probablement la plus connue et la plus étudiée, elle sert de biomarqueur de lésions ADN. 

Plusieurs particules sont connues pour induire des 8-OHdG, y compris l’amiante, la silice 
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cristalline, les cendres volantes de charbon, et les PM (Andre et al. 2011). Les ERO sont 

également bien connu pour causer des cassures de l’ADN, par oxydation du désoxyribose, ce qui 

entraîne la rupture des brins simples. Ces ruptures simple brin ont été montrées par divers 

particules dont l'amiante, le quartz, les pDi, le noir de carbone, et le TiO2 (Donaldson et al. 2007). 

Les HAP ainsi que les amines aromatiques forment des adduits dits encombrants qui conduisent 

à une forte déformation locale de la double hélice d'ADN et au blocage la transcription et la 

réplication de l'ADN). Le rôle des ERO dans les effets génotoxiques des PM est important puisque 

de nombreuses études ont montré que des anti-oxydants ou des inhibiteurs des radicaux libres 

réduisent les effets mutagènes des particules (Donaldson et al. 2007). 

I.4.2.v) Théorie de la réponse hiérarchisée au stress oxydant  

Selon l’intensité du stress oxydant, les réponses cellulaires peuvent aller de l’activation 

de mécanismes de protection à l’apparition d’effets délétères pour les cellules. L’équipe de Nel A. 

a observé cette hiérarchie dans les effets biologiques induits par le stress oxydant lors de 

l’exposition des cellules aux particules Diesel. En effet, des expériences in vitro, sur des 

macrophages de rat, ont montré que les pDi induisent l’expression d’enzymes anti-oxydantes 

lorsque le stress oxydant est modéré, puis activent les MAP kinases et la sécrétion de cytokines 

lorsqu’il augmente, et enfin finissent par induire l’apoptose lorsque qu’il est trop fort (Li, N. et al. 

2002). Ces résultats ainsi que les données de la littérature ont permis à Li N. et collaborateurs de 

décrire la théorie de la réponse hiérarchisée au stress oxydant (Li, N. et al. 2003a, Figure I.21).  

Ainsi, une faible production d’ERO (Step I, Figure I.21) active les systèmes anti-oxydants 

et cytoprotecteurs, principalement via la voie de signalisation Nrf2, qui induit la transcription 

des enzymes anti-oxydantes et des enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Un stress 

oxydant modéré (Step II, Figure I.21) provoque une inflammation via l’activation des voies de 

signalisation des MAPK, de NF-B et d’AP-1, induisant la transcription de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires. Enfin, un stress oxydant très élevé (Step III, Figure I.21), 

dépassant les capacités de défense de la cellule, conduit à la mort de la cellule par apoptose via 

l’activation de protéines pro-apoptotiques.  

Figure I.21 : Modèle de réponse 
hiérarchisée au stress oxydant 
induit par les particules. Une 
faible production d’ERO (bleu) 
induit l’activation des systèmes 
anti-oxydants cellulaires. Si cette 
protection est insuffisante, 
l’augmentation du stress (vert) 
provoque une réponse 
inflammatoire. Lorsque dans une 
dernière étape (rouge) tous les 
systèmes de défenses sont 
dépassés, il peut conduire à la 
mort cellulaire par apoptose ou 
par nécrose. Ces réponses 
dépendent de la balance pro-
/anti-oxydants qui varie d’un 
individu à l’autre.  

D’après Andreau et al. 2012. 
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I.4.2.vi) La voie de signalisation Nrf2/Keap1 

Nrf2 (ou NFE2L2, « Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 ») est un facteur de 

transcription séquestré dans le cytoplasme par la protéine Keap1, qui conduit à l’ubiquitination 

de Nrf2 par la Cullin-3 (Itoh et al. 1999; Sekhar et al. 2010). Lorsque la protéine Nrf2 est 

ubiquitinée, elle est transportée vers le protéasome, où elle est dégradée. Ainsi, dans des 

conditions normales, Nrf2 a une demi-vie de seulement 20 minutes (Kobayashi et al. 2004). 

Keap1 est une protéine riche en cystéine dont trois (C151, C273 et C288) sont modifiées en 

situation de stress oxydant, ce qui mène à un changement de conformation de Keap1 et la perte 

de son interaction avec Nrf2, qui migre vers le noyau. Dans le noyau, Nrf2 forme un complexe 

avec la protéine adaptatrice Maf et se lie à l'élément de réponse anti-oxydant (ARE) pour activer 

la transcription de ses gènes cibles, dont les gènes des protéines anti-oxydantes et les gènes du 

métabolisme des xénobiotiques, tels que la NADPH quinone oxydoréductase 1 (NQO1), l'hème 

oxygénase 1 (HO1), le glutamate cystéine ligase (GCL) et les glutathion S-transférases (GST) 

(Figure I.22).  

Nrf2 peut aussi activer sa propre transcription (Miao et al. 2005; Hayes et al. 2008). Par 

ailleurs, la voie Nrf2 semble être connectée à d’autres voies de signalisations telles que la voie 

AhR (« Aryl hydrocarbon Receptor »), NFB et Notch1 (Niestroy et al. 2011). Notamment, Nrf2 et 

AhR peuvent interagir physiquement pour former un cofacteur (Wang, L. et al. 2013) ; et le 

benzo(a)pyrène peut réguler négativement la transcription de Keap1 et donc participer à 

l'activation de Nrf2 (Nguyen et al. 2010). 

 

Figure I.22 : Représentation schématique de la voie Nrf2. D’après Mitsuishi et al. 2012 

 

De par son rôle central dans l’homéostasie redox des cellules, en diminuant le niveau 

d’ERO, Nrf2 participe à la protection des cellules normales mais aussi à la formation et au 

maintien de cellules tumorales (Ramos-Gomez et al. 2001; Xu et al. 2006; Loignon et al. 2009). En 

effet, l'implication de la production d’ERO, ainsi que l'activation de Nrf2 dans l'initiation et le 

maintien de la cancérogenèse, a été démontrée, en particulier dans les cancers du poumon 

(Sporn et al. 2012; Bauer et al. 2013; Ganan-Gomez et al. 2013). 
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I.4.3) Le métabolisme des xénobiotiques 

I.4.3.i) Les différentes phases du métabolisme des xénobiotiques 

Un xénobiotique (XB) est défini comme étant une substance étrangère à la cellule. Il peut 

s’agir de molécules exogènes comme les drogues, les polluants ou la nourriture, ou endogènes 

telles que la bile, les stéroïdes et certains acides. Pour lutter contre les agressions par les XB 

l’organisme humain s'est doté de trois systèmes enzymatiques spécialisés et complémentaires 

(les enzymes du métabolisme des xénobiotiques : EMX) conduisant à la détoxification des 

composés entrés dans la cellule, en vue de leur élimination. Le métabolisme des XB se déroule en 

3 phases définies : la fonctionnalisation (phase 1), la conjugaison (phase 2), et l’efflux (phase 3, 

Figure I.23). 

Phase 0 : L’entrée des XB dans la cellule peut se faire de différentes manières : par 

translocation à travers la membrane, par endocytose, ou via les transporteurs membranaires. 

Une fois entré dans la cellule, le XB peut être rejeté immédiatement par des transporteurs 

membranaires tels que la glycoprotéine P ou être pris en charge par les EMX (Figure I.23). 

Phase 1 : Si le XB persiste dans la cellule, il est pris en charge par les enzymes de phase 1 

telles que les cytochromes P450 et les mono-oxygénases. Cette phase 1 consiste à transformer le 

XB en un dérivé plus polaire, en ajoutant un groupement -OH, -NH2 ou -COOH à sa structure 

chimique, pour le rendre plus fonctionnel (Figure I.23). Les enzymes de phase 1 les plus 

répandues sont les cytochromes P450 (CYP), avec 57 gènes identifiés chez l’Homme. Ces 

enzymes catalysent des réactions de N- et O-déalkylation, hydroxylation aliphatique et 

aromatique, N- et S-oxydation, et déamination (Omiecinski et al. 2011). 

Cette phase, qui a pour but de fonctionnaliser le XB afin de l’éliminer, peut aussi produire 

des ERO (voir Figure I.18) ainsi que des métabolites plus toxiques que la molécule native ; c’est 

le cas des HAP oxydés tels que les époxydes et les cations radicalaires capables de causer des 

adduits à l’ADN, ou les époxyde-diols et les O-quinones, très mutagènes. 

Phase 2 : La phase 2 ou phase de conjugaison, vise à neutraliser un groupement réactif 

(thiol, amine, aldéhyde…), déjà présent sur le XB ou résultants de sa prise en charge par les 

enzymes de phase 1. Les EMX de phase 2 catalysent des réactions de (Omiecinski et al. 2011) : 

− Réduction des quinones en hydroquinones (qui peuvent ensuite être glucuronidées) par la 

NADPH quinone oxydoréductase (NQO-1)  

− Glucuronidation : le XB est conjugué avec l’acide glucuronique par l’UDP-

glucuronosyltransférase (UGT);  

− Sulfation : ajout d’un groupement sulfate, le donneur du groupement est l’adenosine 3’-

phosphate 5’-phosphosulphate (PAPS) ;  

− Acétylation : conjugaison avec l’acétyle coenzyme A par les N-acetyltransférases (NAT), 

− Méthylation : la S-methionnine donne son groupement méthyl grâce aux 

méthyltransférases;  

− Conjuguaison avec le glutathion (grâce à la glutathion S-transférase (GST);  

− Conjugaison avec la glutamine. 
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Phase 3 : Une fois conjugués par les EMX de phases 1 et 2, les XB sont ensuite expulsés 

de la cellule par des protéines d’efflux comme la P-gp (glycoprotein P) et la MRP (« Multidrug 

Resistance Protein ») (Figure I.23). 

 

Figure I.23 : Représentation schématique du métabolisme des xénobiotiques. x: xénobiotique, P-gp: 

P-glycoprotéine, MRP: « Multidrug Resistance Protein », P450: cytochromes P450. Source : CEA. 

I.4.3.ii) Régulation de l’expression des EMX 

Les EMX sont généralement exprimées de manière constitutive mais également induites 

grâce à des facteurs de transcription sensibles aux XB ou aux ERO produits au cours de leur 

métabolisation. Ces facteurs de transcription vont se fixer à une séquence spécifique des gènes, 

appelée l’élément de réponse aux xénobiotiques (XRE), et activer leur transcription. Parmi eux, 

les particules atmosphériques sont connues pour activer le récepteur « Aryl hydrocarbon » 

(AhR), grâce à leurs composés organiques tels que les HAP. L’AhR est maintenu dans le 

cytoplasme par sa liaison avec les protéines de choc thermique HSP90, la protéine AIP (« AhR 

Interecting Protein »), ainsi que Src-1. Lorsque l’AhR se lie à un XB, il se détache des protéines 

HSP90 et AIP pour transloquer dans le noyau où il se lie à son récepteur nucléaire Arnt (« Aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator ») et se fixe à la séquence XRE des gènes cibles, 

codants pour des enzymes de phase 1 (les CYP). 

 

I.4.4) La cancérogénèse 

Des études sur les particules telles que les DEP, le noir de carbone et les PM, ont montré 

que l’inflammation, le stress oxydant, ainsi que les dommages à l’ADN (adduits et oxydation) 

sont impliqués dans les différentes étapes de la cancérogenèse (Donaldson et al. 2007). 

I.4.4.i) Les processus de cancérogenèse 

La cancérogénèse est un processus conduisant à la transformation des cellules normales 

et qui comprend initialement une phase d’initiation puis une phase dite de promotion. 

L’initiation correspond à l’accumulation d’atteintes génétiques et épigénétiques conduisant à la 

perte de l’homéostasie et à l’immortalité de ces cellules qui sont alors dites initiées. S’ensuit la 
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phase de promotion où les cellules initiées prolifèrent de manière non contrôlée (hyperplasie). À 

ce stade, le cancer est infraclinique: c'est une masse de cellules qui survit dans l'organisme mais 

qui dépend de son microenvironnement. L’étape suivante de progression tumorale ou 

tumorogenèse correspond au développement de la tumeur primaire (dysplasie), grâce 

notamment au stroma environnant, et à la dissémination des métastases (Figure I.24). 

 

 

 

 

Figure I.24 : Processus multi-étapes de l’évolution d’une cellule cancéreuse. D’après Hourioux 2010 

Ainsi, les cellules cancéreuses se caractérisent par l’acquisition de 10 propriétés 

remarquables (Figure I.25, Hanahan et al. 2000; Hanahan et al. 2011) :  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure I.25 : Les 10 caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses. D’après Hanahan et al. 
2011. 

 

→ l‘indépendance aux signaux extérieurs de prolifération, peut être acquise par : une 

stimulation autocrine, la production de facteurs de croissance par des cellules normales 

adjacentes, l’augmentation ou l’altération structurale des récepteurs aux facteurs de 

croissance, l’activation constitutive des voies de signalisation situées en aval de ces 

récepteurs ; 

→ l’insensibilité aux signaux antiprolifératifs a lieu notamment par l’entrée des cellules en 

phase de quiescence G0 et l’implication de mutations des protéines Rb et p53 qui ont pour 

fonction de bloquer le cycle cellulaire ; 

→ le potentiel réplicatif illimité lié à une augmentation de l’expression de la télomérase ; 

→ l’invasion et la diffusion métastatique dues à la transition épithélio-mésenchymateuse ; 

→ la néo-angiogenèse assurée par les molécules angiogéniques, telles que VEGF et FGF, et 

activée par les médiateurs pro-inflammatoires (Valavanidis et al. 2008) ; 

→ la résistance à l’apoptose (voir § I.5) ; 

Reprogrammation du 
métabolisme énergétique 

Indépendance aux signaux 
extérieurs de prolifération 

Insensibilité aux signaux 
anti-prolifératifs 

Résistance à l’apoptose 

Echappement du système 
immunitaire  

Potentiel réplicatif illimité 

Tumorogénèse activée 
par l’inflammation 

Invasion et diffusion métastatique Néo-angiogenèse 

Instabilité génomique 
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→ la tumorogenèse activée par l’inflammation ; 

→ l’instabilité génomique ; 

→ la reprogrammation du métabolisme énergétique normal vers un fort taux de glycolyse 

suivie d'une fermentation lactique dans le cytosol (effet Warburg) ; 

→ l’échappement au système immunitaire ; 

A noter que les 4 dernières propriétés ont été récemment énoncées et sont encore sujettes à 

controverse (Hanahan et al. 2011). De plus, l’inflammation chronique est impliquée dans 

l’émergence de certaines de ces caractéristiques comme la néo-angiogenèse et 

l’immunosuppression qui permet aux cellules cancéreuses de se soustraire à la détection par le 

système immunitaire et activer la progression tumorale (Valavanidis et al. 2008).  

L’impact des PM sur le processus de cancérogenèse, provient des impacts cellulaires 

causés par une exposition prolongée mais aussi aigüe. En effet, les PM peuvent agir directement 

sur l’épithélium respiratoire et le détériorer de manière variable ; l’altération de la muqueuse 

respiratoire peut ainsi aller jusqu’à la desquamation totale de l’épithélium respiratoire (Figure 

I.26A). Afin de pallier à la perte d’intégrité de l’épithélium respiratoire, un mécanisme de 

réparation se met en place : la métaplasie épidermoïde (Figure I.26 B). Ce processus 

correspond à la prolifération des cellules sécrétrices et basales, conduisant à une stratification et 

à une perte de polarité des cellules épithéliales. Quelques cellules se différencient et remplacent 

progressivement les foyers épidermoïdes par un épithélium mucociliaire normal. Cependant, les 

processus de prolifération, de différenciation, et d’apoptose, qui interviennent au cours de cette 

métaplasie épidermoïde, peuvent échapper à tout contrôle et conduire à l’apparition d’un 

carcinome épidermoïde. En effet, la perte d’hétérozygotie au niveau de certains chromosomes 

(ex : 3p, 9p, 17p), le raccourcissement des télomères puis la réactivation de la télomérase (Hou 

et al. 2012), les mutations d’oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeurs (TP53, KRAS, 

EGFR, P16INK4A), et des altérations épigénétiques ont directement été mis en cause dans la 

cancérogénèse broncho-pulmonaire (Lantuejoul et al. 2009). 

Initialement, les altérations génétiques et épigénétiques interviendraient au sein des 

cellules basales de l’épithélium bronchiques, des cellules neuroendocrines pulmonaires (NEB) 

au niveau des bronchioles, des cellules de Clara, et des cellules souches de la jonction broncho-

alvéolaire, actuellement considérées comme les populations cellulaires impliquées dans l’auto-

renouvellement de l'épithélium pulmonaire. L’apparition de mutations (ex : activation 

d’oncogènes) dans ces cellules pourraient donner naissance aux différents types histologiques 

des tumeurs pulmonaires (Figure I.27, Sullivan et al. 2010). 
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Figure I.26 : Mécanismes d’altération et 
de réparation de l’épithélium 
respiratoire. A) Schéma représentant les 
différents stades des altérations de la 
muqueuse respiratoire.  : Perte des 
jonctions serrées. - : Cils fusionnés ou 
composés.  : Internalisation des cils.  : 
Perte des cils.  : Desquamation de 
l’épithélium avec maintien des cellules 
basales.  : Desquamation complète de 
l’épithélium. D’après Gaillard et al. 1992. B) 
Mécanisme de la métaplasie épidermoïde. 
Suite à une abrasion de l’épithélium, une 
première phase de réparation se met en 
place et correspond à la migration et à 
l’étalement des cellules résiduelles. Lors 
d’une seconde phase, les cellules basales et 
sécrétrices prolifèrent en un foyer 
épidermoïde et se différencie 
progressivement en un épithélium 
mucociliaire normal. Si certaines cellules 
échappent aux processus de contrôles de 
prolifération et de différenciation et 
d’apoptose, le foyer épidermoïde peut 
évoluer en carcinome. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.27 : Schéma hypothétique des cellules souches de l'épithélium respiratoire responsables de 
l’initiation des tumeurs pulmonaires. Les cellules basales de l’épithélium bronchique, les cellules 
neuroendocrines pulmonaires (NEB), les cellules de Clara résistants au naphtalène (variant), et les cellules 
souches de la jonction broncho-alvéolaire sont toutes proposées pour être les cellules de l’auto-
renouvellement de l'épithélium pulmonaire. L'accumulation de mutations activant des oncogènes (éclairs) 
dans les différentes cellules souches du poumon sont suspectées de donner naissance aux différents types 
histologiques des tumeurs pulmonaires (SCLC : carcinomes pulmonaires à petites cellules).  D’après Sullivan 
et al. 2010.  
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Au niveau cellulaire et moléculaire, l’initiation et la promotion des cancers pulmonaires 

par les PM10 et les PM2.5 sont liées aux voies biochimiques du stress oxydant et des dommages 

oxydatifs de l'ADN (voir § I.4.2), à la stimulation des macrophages, à l’instabilité des télomères 

(Hou et al. 2012), à la modulation de l'expression des gènes et à l'activation des facteurs de 

transcription ayant un rôle important dans la carcinogenèse (Valavanidis et al. 2013). 

I.4.4.ii) La mutagenèse 

Au cours de la phase d’initiation, l’acquisition des caractéristiques cancéreuses par les 

cellules est liée à l’induction d’un stress oxydant (voir § I.4.2) et à l’activation métabolique des 

molécules pro-cancérogènes par les EMX (voir § I.4.3); mais également à l’accumulation 

d’anomalies génétiques et épigénétiques qui conduisent à l’activation d’oncogènes et 

l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs (Tableau I.5).  

Contrairement à l’activation des oncogènes, pour perdre la fonction d’un gène 

suppresseur de tumeur, la mutation doit se faire pour les 2 allèles selon le modèle de Knudson ; 

bien que la perte sur un seul allèle dit haplo-insuffisante puisse également augmenter le risque 

de tumeur. Dans le cas des gènes suppresseurs, les processus génétiques de délétion, perte d’un 

chromosome par non-disjonction lors de la mitose et la recombinaison mitotique peuvent 

conduire à une perte d’hétérozygotie (PdH) fréquemment décrite dans les cancers du poumon 

(Lantuejoul et al. 2009).  

 
Tableau I.5 : Mécanismes génétiques et épigénétiques d’altérations des oncogènes et gènes 
suppresseurs de tumeurs. D’après Lantuejoul et al. 2009; Hourioux 2010. 

 Activation d’oncogènes Inactivation de gènes suppresseurs de 
tumeurs 

Mécanismes 
génétiques 

• Mutation de la séquence codante  
 expression normale d’une protéine 
hyperactive 

•  Délétion  expression d’une protéine 
hyperactive 

• Amplification génique  surexpression 
d’une protéine normale 

• Réarrangement chromosomique  
surexpression d’une protéine normale 
sous l’influence d’un promoteur fort ou 
expression d’une protéine de fusion 
hyperactive 

• Mutation de la séquence codante  
 expression normale d’une protéine 
hypo-active 

• Délétion du gène (PdH) 
• Perte d’un chromosome par non-

disjonction lors de la mitose (PdH) 
• Recombinaison mitotique (PdH) 
 

Mécanismes 
épigénétiques 

• Hypométhylation de promoteur  levée 
de l’inhibition de transcription 

• Modifications d’histones  activation de 
la transcription normalement inactive 

• Modifications d’histones  perte 
d’expression de la protéine 

• Hyperméthylation du promoteur  
perte d’expression de la protéine 

 
Ces mutations conduisent à l’activation de voies de signalisation normalement activées 

par des facteurs de croissance. Ainsi, 40% des mélanomes humains contiennent des mutations 

affectant la structure de la protéine B-Raf, résultant dans la signalisation constitutive de la voie 

des MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinase ») et l’activation de la mitose. De la même 

manière, dans plusieurs tumeurs, des mutations dans la sous-unité catalytique de la PI3K 
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(« Phosphoinositide 3-Kinase ») ont été retrouvées, conduisant à l’hyperactivation de cette voie 

de signalisation et de son effecteur Akt/PKB, qui contrecarre l’apoptose.  

D’autres mutations permettent aux cellules d’échapper aux inhibiteurs de croissance 

telles que l’inactivation des protéines RB et TP53. En effet, dans une cellule normale, la protéine 

RB a pour rôle de permettre ou de bloquer la croissance et la division cellulaire de la cellule en 

réponse à de nombreux stimuli intra- et extracellulaires variables. De même, TP53 est un facteur 

de transcription répondant au stress et aux anomalies des systèmes intracellulaires : le degré de 

dommages génétiques, le nombre de nucléotides, les niveaux de glucose et d’oxygénation… Ainsi, 

TP53 peut bloquer le cycle cellulaire si les facteurs favorables à la croissance sont sub-optimaux 

ou induire l’apoptose dans le cas où il y a de trop gros dommages des systèmes cellulaires 

(Hanahan et al. 2011). 

 

I.5) LA MORT CELLULAIRE PAR APOPTOSE 

I.5.1) Généralités 

Depuis les avancées scientifiques remarquables sur la connaissance des processus de 

mort cellulaire, les polluants atmosphériques sont considérées comme des inducteurs possibles 

d’apoptose comme de nécrose (Orrenius et al. 2011). En effet, les impacts sur l'activation ou la 

répression de l'apoptose sont maintenant mieux décrits et de nombreuses études in vitro ont 

démontré la modulation de l'apoptose par les polluants atmosphériques, y compris les métaux 

lourds ou de transition, le monoxyde de carbone, et les PCB (« Polychlorinated biphenyl », pour 

revue, voir Andreau et al. 2012). 

L’apoptose est parfois appelée, « mort cellulaire programmée ». Cependant, ce terme 

désigne la mort cellulaire spatio-temporelle observée au cours du développement et lors de 

l’embryogenèse ; hors, aujourd’hui, les études ont prouvé que cette mort cellulaire n’est pas de 

nature apoptotique (pour revue, voir Kroemer et al. 2009). L'apoptose est une mort cellulaire 

définie par des altérations morphologiques dont l’arrondissement des cellules, la rétractation 

des pseudopodes, la diminution du volume cellulaire et nucléaire (pyknosis), la fragmentation 

nucléaire (karyorrhexis), le bourgeonnement de la membrane (« blebbing ») qui garde son 

intégrité jusqu’à la fin du processus, puis la formation de corps apoptotiques qui seront 

phagocytés par les macrophages et les cellules voisines (Figure I.28). Ces altérations 

morphologiques tardives sont accompagnées par des modifications biologiques, telles que la 

modification de la perméabilité et de la composition lipidique de la membrane plasmique, ou 

l'activation de différentes enzymes (par exemple la phospholipase A2, la DNase II, CAD 

(« Caspase-Activated Dnase »), l'endonucléase G (EndoG), le facteur d'induction d'apoptose 

(AIF)) conduisant à la fragmentation de l' ADN (Andreau et al. 2012). 

L’apoptose peut être subdivisée en 3 phases successives : la phase d’initiation (activée 

par un stimulus intra- ou extracellulaire), la phase effectrice (le « point de non-retour ») et la 

phase finale de dégradation (les modifications morphologiques). Le processus apoptotique est 

régulé par des protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques, dont l’action est contrôlée par 
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des stimuli externes ou internes à la cellule. On distingue donc deux grand types de voies 

apoptotiques : extrinsèque et intrinsèque.  

 

Figure I.28 : Les caractéristiques morphologiques de l'apoptose, de l’oncose, et de la nécrose. Une 
cellule apoptotique subit une diminution de son volume, une condensation de la chromatine, une 
fragmentation du noyau, et le bourgeonnement éventuel de sa membrane plasmique conduisant à la 
formation de corps apoptotiques. Ces changements morphologiques sont considérés comme 
caractéristiques de l’apoptose. Inversement, l’oncose constitue un événement passif où le gonflement 
cellulaire marqué, la perturbation des organites, et le bourgeonnement de la membrane plasmique 
prédominent. Il y a peu ou pas de preuves de remodelage de la chromatine au cours de l’oncose, et la 
cellule succombe rapidement à une cytolyse. Cette cytolyse est l’étape terminale de la désintégration 
cellulaire caractéristique de la nécrose. D’après Hail et al. 2006. 
 

I.5.2) La voie intrinsèque  

I.5.2.i) Rôle centrale de la mitochondrie  

La voie intrinsèque, aussi appelée voie mitochondriale, peut être induite par de 

nombreux stimuli intracellulaires dont les dommages à l’ADN, le stress oxydant, une 

augmentation du calcium, l'excitotoxicité (liée à la sur-stimulation des récepteurs au glutamate 

dans le système nerveux), l'accumulation de protéines non repliées dans le réticulum 

endoplasmique (RE), etc. La voie intrinsèque repose sur la perméabilisation des membranes 

mitochondriales externes et internes (PMM) constituant le point de non-retour dans le 

processus de mort cellulaire apoptotique. Dans les cellules saines, la membrane mitochondriale 

interne est imperméable aux protons, afin de maintenir le gradient de H+ et le potentiel 

transmembranaire mitochondrial (ΔΨm) nécessaires aux phosphorylations oxydatives de la 

respiration mitochondriale (Figure I.29, Andreau et al. 2012). Au repos, le gradient 
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électrochimique entre le cytoplasme et l’intérieur des mitochondries est généralement compris 

entre -150 mV et -200 mV. 

 

 

Figure I.29 : La chaine respiratoire mitochondriale. Un flux électrons est généré au niveau des complexes 
I (NADH déshydrogénase) et II (succinate déshydrogénase), les électrons sont transportés à travers la 
membrane interne mitochondriale grâce à quatre complexes protéiques (I, II, III (ubiquinone cytochrome c 

oxydo-reductase) et IV (cytochrome c oxydase)) et deux navettes (l’ubiquinone Q et le cytochrome c) jusqu'à 
l'oxygène fondamental. Les complexes I, III, et IV, sont également des pompes à protons qui font sortir des 
H+ de la matrice vers l'espace intermembranaire, créant ainsi un potentiel transmembranaire mitochondrial 
(ΔΨm). Ce gradient de protons permet de faire fonctionner l’ATP synthase (ou complexe V) qui synthétise 

l’ATP à partir d’ADP + Pi. Modifié d’après Ow et al. 2008. 

Dans les cellules mourantes, la PMM peut résulter de deux mécanismes moléculaires 

distincts, mais qui se chevauchent partiellement : i) les canaux formés par les protéines pro-

apoptotiques de la famille Bcl-2 (par exemple BAX ou BAK, voir § I.5.2.iv) pourraient favoriser 

sélectivement la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP, 

«Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization») ; ii) les inducteurs de mort cellulaire tels 

que la surcharge en Ca2+ et le stress oxydant augmentent la perméabilité de la membrane interne 

aux solutés de moins de 1,5 kDa (processus connu sous le nom de transition de perméabilité 

mitochondriale) en favorisant l’ouverture d’un complexe multi-protéique appelé pore de 

transition de perméabilité (PTP) (Galluzzi et al. 2009).  

Malgré l'absence de consensus sur la composition exacte du PTP, une des hypothèses le 

décrit comme comprenant le canal anionique voltage-dépendant (VDAC) inséré dans la 

membrane externe mitochondriale, l'ANT (« Adénine Nucléotide Translocator ») situé dans la 

membrane interne et la Cyclophiline-D (Cyp-D) localisée dans la matrice mitochondriale (Figure 

I.30). Il existe quatre isoformes de l'ANT et trois isoformes de VDAC qui ont des effets 

antagonistes sur l'apoptose. En effet, VDAC1, ANT1, et ANT3 sont pro-apoptotiques, alors que 

VDAC2, ANT2 et ANT4 sont capables de protéger les cellules contre la mort.  
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Plusieurs régulateurs interagissent étroitement avec les protéines du PTP, dont 

l’Hexokinase II (HK-II) et les protéines de la famille Bcl-2, la protéine de translocation TSPO, et la 

créatine kinase qui interagissent avec VDAC dans le cytosol, la membrane externe, et l'espace 

intermembranaire, respectivement. Cependant, plusieurs études ont rapporté qu'aucun d'entre 

eux ne ferait partie du PTP, même si ANT et Cyp-D en sont des régulateurs (Figure I.30). 

 

Figure I.30 : Mécanismes hypothétiques de la perméabilisation de la membrane externe 
mitochondriale. A) VDAC est le composant du complexe PTP. Dans ce modèle, les protéines pro-
apoptotiques (Bax et Bad) interagissent avec VDAC pour accélérer son ouverture, alors que Bcl- XL se lie à 
VDAC directement pour la refermer. VDAC peut causer indirectement la libération du Cyt c par le 
gonflement et la rupture de la membrane externe mitochondriale (OMM). B) Dans les cellules saines, les 
molécules anti-apoptotiques (HK-II et Bcl-xL) se lient à VDAC et le maintiennent en configuration ouverte 
à faible conductance pour l'échange des nucléotides à adénine (ATP/ADP), préservant ainsi l'intégrité de 
l’OMM. L’HK-II est en concurrence avec Bcl-xL pour le site de liaison à VDAC. Dans un état pro-
apoptotique, HK-II se détache de VDAC ce qui favorise la liaison de la protéine Bcl-xL à VDAC et libère 
ainsi la protéine Bax. Bax et Bak peuvent former des pores dans l’OMM permettant la libération du Cyt c . 
Dans ce modèle, la protéine tBid a été montrée pour induire la fermeture VDAC qui réduit les échanges de 
nucléotides d'adénine, et la création d'un dysfonctionnement mitochondrial qui peut provoquer la 
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Le canal VDAC, même à l'état fermé, 
permettrait toujours le passage des solutés < à 1,5 kDa. D’après Suh et al. 2013. 
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La PMM a pour conséquence i) la chute du m avec l’arrêt subséquent de la production 

d’ATP et la modification des transports intermembranaires mitochondriaux, ii) la sortie de 

facteurs pro-apoptotiques contenus dans l’espace intermembranaire tels que le Cytochrome c 

(Cyt c), considérée comme «un point de non-retour», l’AIF, l’Endo G, les protéines bloquant les 

inhibiteurs de caspases (IAP, « Inhibitor Apoptosis Proteins ») comme SMAC/DIABLO (« Second 

Mitochondria-derived Activator of Caspases ») et Htra2 (« High temperature requirement 

protein A2 »), iii) l’inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale, induisant une 

surproduction d’ERO et l’augmentation du signal de mort (pour revue voir Galluzzi et al. 2012). 

Après sa libération dans le cytoplasme, le Cyt c participe à la formation d’un 

mégacomplexe protéique, appelé apoptosome, comprenant Apaf1 et dATP, et qui permet 

l’activation de la Caspase-9 puis de la Caspase-3. En parallèle l’ADN est fragmenté de manière 

indépendante des caspases par les enzymes pro-apoptotiques comme AIF et EndoG, et les 

protéines SMAC/DIABLO et HTRA2 inhibent les protéines anti-apoptotiques IAP. Htra2 exerce 

aussi une fonction de dégradation des protéines grâce à son activité sérine-protéase (pour revue 

voir Galluzzi et al. 2012). 

Ainsi, deux types de signalisation, pour la voie intrinsèque de l’apoptose, peuvent être 

différenciés : une voie dépendante des caspases et une voie indépendante des caspases (via les 

protéines de l’espace intermembranaire mitochondrial (dont AIF, EndoG, HTRA2, et 

SMAC/DIABLO). De plus, des protéases autres que les caspases, participent à la signalisation 

apoptotique telles que les calpaïnes.  

I.5.2.ii) Les caspases 

Les caspases (« cysteinyl aspartate specific proteases ») sont des protéases très 

spécifiques qui clivent leurs substrats après des motifs tétrapeptidiques spécifiques (P4 - P3- P2 

- P1) où P1 est un résidu Asp. Dans les cellules saines, les caspases sont exprimées sous forme de 

zymogènes ayant un prodomaine N-terminal de longueur variable (Figure I.31). La famille des 

caspases comprend quatorze membres identifiés chez les mammifères et ayant des fonctions 

dans la différentiation (Caspase-14), l’inflammation (Caspases-1, -4, -5, -11, -12 et -13) et 

l’apoptose (Caspases -2, -3, -6, -7, -8, -9, -10). Les caspases de l’apoptose sont dites initiatrices ou 

exécutrices. Les caspases initiatrices -2, -8, -9 et -10, possèdent un prodomaine long et s’activent 

de manière auto-catalytique en formant une enzyme tétramérique constituée de 2 grandes (~20 

kDa chacune) et 2 petites sous-unités (~10 kDa chacune) (Taylor et al. 2008) qui peuvent 

protéolyser et activer les caspases exécutrices (-3 , -6 et -7). Ces caspases exécutrices clivent la 

grande majorité des substrats (~400 substrats identifiés) au cours de l'apoptose et modifient 

ainsi plusieurs fonctions cellulaires telles que la réparation de l'ADN (DNA-PK, U1-70 kDa, 

PARP), la condensation de la chromatine (ICAD), ou la stabilité du cytosquelette (α-fodrine , 

Lamin A, actine) (Andreau et al. 2012). 
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Figure I.31 : Structure et fonctions des 
caspases. Toutes les caspases possèdent un 
pro-domaine N-ter de longueur variable et 
qui dans le cas des caspases initiatrices 
contient soit une séquence CARD (« Caspase 
Recruitment Domain ») soit une séquence 
DED (« Death Effector Domain ») suivie par 
la grande et la petite sous-unité.  
Fait intéressant, la Caspase-12 est exprimée 
sous forme tronquée, catalytiquement 
inactive chez la plupart des humains 
(Caspase-12S*). Cependant, un sous-
ensemble de personnes d'ascendance 
africaine exprime la forme longue de la 
Caspase-12 (Caspase-12L*) et semble être 
plus sensible aux maladies inflammatoires. 
Adapté de Taylor et al. 2008; MacKenzie et al. 
2012. 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

I.5.2.iii) Les calpaïnes 

Les calpaïnes sont des protéases à cystéine, non-lysosomiales, dont l'activité de type 

papaïne, est dépendante du calcium. La famille des calpaïnes est composée de deux isoformes 

majeures, I et II, structurées en hétérodimères constitués d'une grande sous-unité catalytique 

(80 kDa) et d’une petite sous-unité régulatrice (30 kDa) contenant une séquence de liaison au 

calcium. Dans les conditions normales la concentration en Ca2+ dans les cellules est de 50 à 100 

nM, les calpaïnes I et II sont activées lorsque les concentrations en Ca2+ sont de l’ordre du µM et 

du mM, respectivement. Une fois activées, les calpaïnes dégradent des substrats membranaires, 

cytosoliques et nucléaires, conduisant à des modifications morphologiques, la détérioration de 

l’architecture cellulaire et finalement l'apoptose (pour revue voir Momeni 2011). 

I.5.2.iv) Les protéines de la famille Bcl-2  

La phase effectrice de l’apoptose peut être modulée positivement ou négativement par 

les protéines de la famille Bcl-2 (« B-cell lymphoma-2 »), qui agissent principalement par la 

régulation de la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la libération du Cyt 
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c. La famille Bcl-2 est composée de trois groupes correspondant à des protéines de survie (Bcl-2, 

Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, et A1/Bfl1), des effecteurs pro-apoptotiques (Bax, Bak), et une troisième 

sous-famille appelée « BH3-only » (Bad, Bik, HRK, Bid, Bim, Bmf, NOXA, et Puma) qui module 

l'activation des deux premiers groupes (Figure I.32). Les facteurs pro-apoptotiques de la famille 

Bcl-2 sont inactifs dans le cytosol, tandis que la majorité des facteurs anti-apoptotiques sont 

insérés dans la membrane externe mitochondriale où ils peuvent inhiber la PMM ou interagir 

avec Apaf-1 dans le cytosol, conduisant à une diminution de formation de l'apoptosome. Bcl-2 

empêche également la production excessive d’ERO et les impacts ultérieurs sur le stress 

oxydant. Lors de l’initiation de l’apoptose, les protéines pro-apoptotiques sont activées et 

migrent à la mitochondrie, tandis que les protéines anti-apoptotiques sont inactivées. Cette 

activation/inactivation peut être post-traductionnelle (changement de conformation, activation 

des protéines pro-apoptotiques), ou bien post-transcriptionnelle (augmentation de l’expression 

du gène bax et diminution de l’expression du gène bcl-2 par la protéine p53). 

 

Figure I.32 : Les protéines de la famille 
Bcl-2. La famille Bcl-2 comprend trois sous-
familles qui contiennent entre 1 et 4 
domaines d’homologie (BH).  
La sous-famille des protéines anti-
apoptotiques comprend quatre domaines 
BH et un domaine transmembranaire (TM) 
à l’exception de Bcl-2A1.  
Les protéines pro-apoptotique de la sous-
famille BAX sont dépourvues du domaine 
BH4 et favorisent l'apoptose par la 
formation de pores dans la membrane 
externe mitochondriale.  
La sous-famille « BH3-only » est un groupe 
structurellement diversifié de protéines qui 
possèdent uniquement le domaine BH3. 
D’après Taylor et al. 2008. 
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I.5.3) La voie extrinsèque  

Le terme « voie extrinsèque » regroupe les cas de mort cellulaire par apoptose induite 

par des signaux de stress extracellulaires, détectés et propagés par des récepteurs 

transmembranaires spécifiques qui conduisent à l’activation des caspases. L’apoptose 

extrinsèque peut être activée par des récepteurs de morts sur lesquels se lient des ligands 

spécifiques tels que FAS/CD95L, le TNFα et le TRAIL (« TNF-Related Apoptosis Inducing 

Ligand ») ; ou par des « récepteurs à dépendance » (comme DCC et UNC5B), qui n’exercent 

leurs fonctions létales que lorsque la concentration de leurs ligands spécifiques est inférieure à 

un niveau de seuil critique (pour revue voir Galluzzi et al. 2012).  

Le fonctionnement des récepteurs de mort de la superfamille des TNF-R (« Tumor 

Necrosis Factor Receptors ») tels que Fas et TNF-R1, est bien connu : la liaison du ligand induit 

l’oligomérisation des récepteurs puis le recrutement d’une protéine adaptatrice FADD (« Fas-

Associated Death Domain ») qui possède des domaines DD (« Death Domain ») et DED (« Death 

Effector Domain ») capables de se lier aux dommaines DD des récepteurs et DED des caspases, 

respectivement. Le recrutement de la procaspase initiatrice -8 ou -10, forme le complexe DISC 

(« Death Inducing Signaling Complex ») qui permet l’auto-activation des caspases initiatrices 

(Figure I.33).  

Concernant les récepteurs à dépendance, ils constituent une nouvelle classe de 

récepteurs capables, en absence de leur ligand, d'induire l'apoptose. Les mécanismes 

apoptotiques induits par les récepteurs à dépendance restent encore sujet d’investigation mais 

semblent nécessiter de manière consensuelle des récepteurs sous forme monomérique localisés 

au sein des rafts, et l’interaction avec une protéine adaptatrice pour activer certaines caspases 

initiatrices (Thibert et al. 2010, Galluzzi et al. 2012). 

Trois cascades de signalisation, pour la voie extrinsèque de l’apoptose, ont été décrites 

(Figure I.33, pour revue voir Galluzzi et al. 2012) : i) la signalisation par les récepteurs de mort, 

puis l’activation des caspases initiatrices et exécutrices, ii) le clivage de la protéine pro-

apoptotique Bid en t-Bid par la Caspase-8, qui induit la PMM et l’activation de la Caspase-9 puis 

des caspases exécutrices, iii) la signalisation par la privation de ligand des récepteurs à 

dépendance, puis l’activation directe (ou indirecte) de certaines caspases initiatrices, comme la 

Caspase-9. 
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I.5.3) Rôle du calcium dans le processus apoptotique 

Le calcium est un messager intracellulaire universel dans les cellules de mammifères, les 

voies de signalisation calcique sont nombreuses et peuvent s’interconnecter pour créer une 

large gamme de signaux spatiaux temporels. Le Ca2+ peut provenir de l’intérieur ou de l’extérieur 

de la cellule et réguler de nombreuses fonctions dont la viabilité. Dans la cellule, le calcium est en 

grande partie stocké dans le réticulum endoplasmique (RE), la mitochondrie, les lysosomes et le 

noyau, soit complexé à des protéines, soit sous forme libre. Bien que l’homéostasie calcique soit 

connue depuis longtemps pour être impliquée dans l'initiation et le déroulement de la mort 

Figure I.33 : Voies extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose. Les deux voies majeures d’activation sont 
illustrées : une activée via des récepteurs membranaires (« extrinsèque »), l’autre activée par le stress 
mitochondrial (« intrinsèque »). Dans la voie extrinsèque, deux types de recepteurs sont représentés : les 
récepteurs de mort (TNF-R), qui après lisaison de son ligand (TNF-L) induit le recrutement et l’activation de la 
caspase-8, et les recepteurs à dépendance, comme le DCC qui en l’abscence de ligand extracellulaire, recrute et 
active la caspase-9 dans le cytsol. Dans la voie intrinsèque, le stress mitochondrial induit une perturbation dans 
le fonctionnement de la mitochondrie et la perméamibilasation des membranes mitochondriales (PMM), puis le 
relargage subséquent de protéines pro-apoptotiques dans le cytosol (cytochrome c, AIF, EndoG, HTRA2, 
DIABLO). Les caspases initiatrices-8 et -9 activent ensuite les caspases effectrices (cascade des caspases), 
conduisant à l’apoptose. Modifié d’après MacFarlane et al. 2004 et Galluzzi et al. 2012. 
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cellulaire, c’est seulement ces dernières années que le rôle du calcium dans la signalisation de 

l’apoptose a été étudié. L’apoptose peut être provoquée par une perte totale du contrôle de 

l’homéostasie calcique, mais peut aussi être finement régulée, positivement ou négativement, 

par des changements plus subtils en calcium dans sa concentration et sa distribution au sein des 

différents compartiments cellulaires. Ainsi, le calcium peut aussi bien protéger les cellules que 

provoquer leur mort. 

I.5.3.i) Le réticulum endoplasmique  

Dans la cellule, le stockage du calcium et la signalisation calcique, ainsi que le repliement, 

la modification et le tri des protéines nouvellement synthétisées, sont parmi les principales 

fonctions du RE. Des perturbations dans une de ces fonctions peuvent conduire à ce qu'on 

appelle le stress du RE. Ainsi, un excès autant qu’un défaut de Ca2+ dans le RE peut entraîner des 

changements dans le repliement des protéines (qui vont se replier trop ou insuffisamment) et 

induire un stress du RE. La réponse à ce stress est progressive (comme celle du stress oxydant) : 

il implique d’abord les protéines chaperons du RE pour replier correctement les protéines, puis 

induit la production de cytokines et interférons qui aident à l’élimination des protéines mal 

repliées et/ou accumulées dans le RE. Enfin un stress prolongé peut conduire à l’activation de la 

Caspase-12, localisée dans le RE, par une calpaïne préalablement activée par le Ca2+ (pour revue 

voir Orrenius et al. 2003)  

I.5.3.ii) La mitochondrie  

Dans les mitochondries, les entrées et sorties de calcium sont contrôlées par des canaux, 

localisés dans les membranes mitochondriales internes et externes. L’entrée du calcium dans la 

mitochondrie est régulée par le canal VDAC au niveau de la membrane externe mitochondriale 

et par un canal à proton appelé uniport calcique mitochondrial (MCU « Mitochondrial Calcium 

Uniporter ») à travers la membrane interne mitochondriale (Hajnoczky et al. 2006).  

Le MCU est un canal calcium hautement sélectif localisé dans la membrane interne 

mitochondrial. Ce complexe est composé d’une sous unité MCU de 40 kDa formant le pore 

proprement dit ainsi que des protéines MICU1 (« Mitochondrial Calcium Uptake 1 ») et MCUR1 

(« Mitochondrial Calcium Uniporter Regulator 1 », Chaudhuri et al. 2013). Le MCU permet 

l'accumulation de Ca2+ dans les mitochondries, ce qui, dans certaines conditions pathologiques, 

peut protéger les cellules contre différents stress (Smaili et al. 2013). Une fois accumulés, les 

ERO causent des dommages cellulaires par oxydation des constituants cellulaires y compris les 

acides gras polyinsaturés, les acides aminés, et les nucléotides, qui peuvent induire l’apoptose 

(Smaili et al. 2013). 

Par ailleurs, l’élévation de Ca2+ dans le cytosol peut conduire à l’ouverture du PTP, 

induisant la PMM, la libération des facteurs apoptogènes et l’induction de la voie intrinsèque de 

l’apoptose. Cette PMM semble avoir lieu via l’activation des protéines de la famille Bcl-2. En effet, 

dans le cytosol, l’élévation de calcium active les calpaïnes qui peuvent cliver et activer Bid, ou 

encore réduire l’activité des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL en les clivant dans leur 

partie N–terminale. L'élévation de Ca2+ cytosolique active aussi la Calcineurine (phosphatase 
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dépendante du calcium, également connue comme PP2B) qui déphosphoryle Bad et active la 

voie mitochondriale intrinsèque. Enfin, les membranes du RE et des mitochondries sont en 

contact étroit et forment des microdomaines (nommés MAM, « Mitochondrial-Associated 

endoplasmic reticulum Membrane »), enrichis en protéines transmembranaires permettant des 

échanges rapides de calcium entre ces deux compartiments (Bonneau et al. 2013). 

 
I.5.4) Rôle du stress oxydant dans le processus apoptotique 

Les principales sources d’ERO cellulaires sont les mitochondries de par les 

phosphorylations oxydatives (Figure I.29). Ainsi, la concentration d’anion superoxyde dans la 

matrice mitochondriale a été estimée être de 5 à 10 fois plus élevée que dans le cytosol. La Mn-

SOD, localisée dans la matrice mitochondriale dismute rapidement O2°- en H2O2 qui à son tour 

peut former d’autres ERO très réactifs comme le radical superoxyde HO° (voir § I.4, Andreau et 

al. 2012).  

La production d'ERO mitochondriaux peut être responsable de l'activation des voies de 

mort par : i) l’induction de dommages à l’ADN nucléaire et mitochondrial (notamment formation 

de 8-OHdG) conduisant à la mort cellulaire dépendante de la protéine p53, ii) l'activation des 

voies de signalisation impliquant NF-B , JNK ou p38 MAPK, iii) la PMM liée à une augmentation 

de Ca2+ intracellulaire et l’ouverture du PTP (voir § I.5.3), et iv) la libération du Cyt c par 

oxydation des lipides membranaires mitochondriaux (cardiolipine). Néanmoins, la production 

d’ERO au niveau de la mitochondrie peut également participer à la protection contre l'apoptose 

par activation des systèmes anti-oxydants tels que le GSH, la GPx, la GST. 

 

I.5.5) Apoptose intrinsèque induite par les particules atmosphériques 

Pour revue voir Annexe2, (Andreau et al. 2012) 

L'apoptose est l'une des conséquences possibles de l'exposition aiguë ou chronique aux 

polluants atmosphériques, qui sont capables de cibler la mitochondrie directement ou 

indirectement. Bien que de nombreuses études décrivent la capacité des PM à induire certaines 

caractéristiques de l'apoptose, seules quelques études mécanistiques détaillées ont été publiées, 

montrant une induction de l'apoptose associée à : un stress cellulaire, la production d’ERO, la 

baisse du ΔΨm, l’activation des caspases, et la fragmentation de l'ADN. La mort cellulaire 

demontrée dans des cellules épithéliales pulmonaires ou respiratoires humaines est une 

apoptose mitochondriale carcatérisée par la réduction de l'activité des déshydrogénases 

mitochondriales, la libération du Cytochrome c, l’activation des caspases -9 et -3, en corrélation 

avec l'induction d'un stress oxydant (Figure I.34). 
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Figure I.34: Apoptose dépendante et indépendante des ERO induite par les PM. Les PM ou leurs 
composés (HAP et métaux) provoquent la mort cellulaire par apoptose via la voie intrinsèque ERO-
dépendante (zone rose) ou indépendante (zone bleue). Les PM sont considérées comme des générateurs 

puissants d’ERO (ROS) dus à leurs composés organiques (HAP) ou métalliques  et menant à un stress 
oxydant, résultat du déséquilibre entre la production de d’ERO (ROS) et l'activation des défenses anti-
oxydantes. Selon Senft et al. 2002, l'activation du AhR pourrait réguler la fonction de la chaîne respiratoire 

mitochondriale et induire la production de O2°- et H2O2 à partir des mitochondries . Le stress oxydant a 

pour conséquence des lésions de l'ADN mitochondrial , la peroxydation des lipides membranaires 

mitochondriaux, et l'ouverture du PTP . La perméabilisation des membranes mitochondriales (MMP) et 

l'ouverture du PTP pourraient également être des effets directs des PM , comme démontré par les 
particules Diesel sur des mitochondries isolées (Xia et al. 2004). L'activité apoptogène d’AIF peut être 
induite par les PM, ou leurs dérivés oxydés . D'autres voies de signalisation indépendantes des ERO ont 
été identifiées comme l’augmentation des protéines pro-apoptotiques et/ou la répression des protéines de 
survie de la famille Bcl-2 . Enfin, de récentes publications suggèrent également un mécanisme de 
l'apoptose déclenché par des modifications de la composition et le remodelage de la membrane plasmique 
. Modifié d’après Andreau et al. 2012. 
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I.5.5.i) Rôle du stress oxydant induit par les composés organiques des PM 

Les polluants particulaires sont considérés comme des oxydants puissants, et l’induction 

de la voie intrinsèque de l'apoptose peut être due à un stress oxydant généré par les composés 

organiques (tels que les HAP, les nitro-HAP et les quinones) et inorganiques (tels que les 

métaux) adsorbés sur la surface des particules.  

Les composés organiques sont capables d’avoir le même effet apoptogène que les PM 

dans divers types cellulaires via l’activation du récepteur « Aryl hydrocarbone » (AhR). L’AhR est 

un facteur de transcription cytoplasmique qui, après liaison de son ligand, transloque dans le 

noyau en vue de fixer l’élément de réponse aux xénobiotiques (XRE, « Xenobiotic Responsive 

Element ») au niveau des promoteurs de ses gènes cibles, conduisant à l'activation de la 

transcription des enzymes de phase I et II du metabolisme des xénobiotiques. Ces enzymes de 

phase I telles que le cytochrome P450 1A1 produisent du H2O2 en métabolisant par exemple le 

benzo(a)pyrène (BaP) en un intermédiaire réactif BPDE (anti-7,8-dihydrodiol-9,10-époxy-

benzo(a)pyrène) connu pour déclencher des dommages de l'ADN et la carcinogenèse (voir § 

I.4.2.iv et I.4.3).  

Parmi les dioxines et dioxines-like, la TCDD (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine) est 

l’une des plus réactives. Des études in vivo chez des souris exposées à la TCDD ont montré une 

réponse oxydative importante en corrélation avec la haute affinité de la liaison TCDD-AhR, ce qui 

suggère un lien étroit entre le stress oxydant et l’AhR. Notamment, l’exposition de souris à la 

TCDD (15 mg/kg) pendant trois jours consécutifs induit la production d’ERO mitochondrial (O2°- 

et de H2O2) en présence de succinate, la déplétion d’ATP, ainsi que l’activation de la GPx et de la 

Glutathion Reductase. A l’inverse, l’extinction du gène AhR par Knock-Out, protège de ces effets, 

ce qui suggère que la source majeure de stress oxydant induit par l’AhR a pour origine la 

respiration mitochondriale (Senft et al. 2002). 

En conséquence d'un stress oxydant, les mitochondries sont souvent endommagées, 

conduisant à la PMM. Des expériences réalisées sur des cellules HepG2 (lignée cellulaire de 

carcinome hépatique humain) ont clairement montré que l’anion superoxyde O2°- peut à lui seul 

induire l'apoptose suite à la sortie rapide et importante du Cyt c dans le cytosol 

indépendamment de l'ouverture du PTP mais plutôt par une perméabilisation VDAC-dépendante 

de la membrane externe mitochondriale (Madesh et al. 2001). L’induction de la PMM par les 

particules semble au contraire être dépendante de l’ouverture du PTP puisqu’une étude réalisée 

sur des mitochondries isolées de foies de souris a montré que la fraction aromatique des 

particules Diesel induit le gonflement (« swelling ») de la mitochondrie et la dépolarisation des 

membranes mitochondriales, qui sont contrecarrés par l’utilisation d’un inhibiteur du PTP, la 

cyclosporine A (CsA), suggérant que les composés organiques peuvent directement induire la 

PMM via l’ouverture du PTP (Xia et al. 2004). 

En outre, d’autres dommages mitochondriaux peuvent avoir lieu en conséquence du 

stress oxydant comme l’oxydation de la cardiolipine qui peut être un événement crucial de la 

mort cellulaire déclenchée par les XB. En effet, l’accumulation d’hydropéroxydes de cardiolipine 

et leurs dérivés hydroxylés ont été mis en évidence dans des conditions de stress oxydant,  
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d’inflammation, et lors de l’apoptose. Outre la péroxydation des lipides mitochondriaux, l’O2°- et 

le H2O2 peuvent endommager les protéines ainsi que l'ADN mitochondrial. L’ADN mitochondrial 

(ADNmt) est l'une des principales cibles des ERO en raison de la proximité du site de production 

et l’absence d’histones protecteurs. Notamment, la TCDD à faibles doses induit 

préférentiellement une génotoxicité au niveau mitochondrial plutôt que nucléaire, induisant la 

formation de 8-OHdG, la réduction du nombre de copies d’ADNmt, et des mutations par délétion 

dans l’ADNmt (Andreau et al. 2012). 

I.5.5.ii) Rôle du stress oxydant induit par les composés métalliques des PM 

En plus des composés organiques, des métaux lourds et de transition (tels que le 

vanadium, le cadmium, le mercure, le plomb, l’aluminium, le titane, le chrome, le fer, le cobalt, le 

nickel, le cuivre et le zinc) sont souvent trouvés dans les polluants atmosphériques et font partie 

des composés inorganiques adsorbés sur les PM, principalement F et UF. Certains métaux ont un 

double rôle en tant qu’inducteurs important d’ERO et en tant que cofacteurs essentiels pour 

certaines enzymes anti-oxydantes. Les métaux de transition peuvent promouvoir l'apoptose par 

la génération d’ERO, l’altération des mitochondries, l'activation des MAP Kinases, de p53, et des 

caspases, ou la régulation de protéines de la famille Bcl-2.  

Les métaux et la fraction soluble des PM sont également connus pour causer 

l'inflammation et la carcinogénèse principalement en raison de dommages à l'ADN suite à la 

production d’ERO par la réaction de Fenton (voir § I.4.2.ii et iii). En effet, les métaux 

carcinogènes (tels que l’arsenic, le cadmium, le chrome, le nickel, etc.) induisent des 

modifications des bases, des cassures et des réarrangements de l’ADN pouvant conduire à 

l’apoptose ou à la cancérogenèse (voir § I.4.4). L’arsenic induit l’apoptose via la génération 

d’ERO, la diminution de GSH intracellulaire, l'accumulation de Ca2+, la chute du ΔΨm, 

l’augmentation de la Caspase-3, la régulation négative de la protéine Bcl-2, et l’inhibition de la 

protéine p53. Dans le cas du cadmium, l'expression de la métallothionéine détermine le type de 

mort cellulaire induite (entre l’apoptose et la nécrose), l’apoptose est induite suite à l'inhibition 

des enzymes anti-oxydantes, des altérations mitochondriales et l'ouverture du PTP, 

probablement par le biais de son interaction avec les groupes thiols de l'ANT. Enfin, la 

génération d’ERO et l’activation de p53 contribuent à l'apoptose provoquée par le chrome et le 

sélénium. Néanmoins, les PM contenant des niveaux élevés de métaux non cancérigènes (tels 

que le cobalt, le plomb, le fer et le zinc) ont aussi été associés à la génération d’ERO (notamment 

l’H2O2) conduisant à l'apoptose par la voie mitochondriale. Lors de l’apoptose, le zinc est 

également capable d’augmenter l’expression et la fonctionnalité de p53, probablement en 

stabilisant cette protéine qui contient un atome de zinc nécessaire à son activité de liaison à 

l'ADN. 

De plus les ERO peuvent induire une autre voie d’apoptose via l'activité de la protéine 

apoptogène AIF. AIF est une flavoprotéine située dans membrane interne de la mitochondrie, 

elle est bi-fonctionnelle : essentielle pour le métabolisme énergétique et pour l'induction de 

l'apoptose indépendante des caspases. AIF est impliquée dans l’induction de l'apoptose en 

provoquant la fragmentation de l'ADN, la condensation de la chromatine, et la PMM. AIF peut 
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aussi avoir une fonction oxydoréductase sous sa forme réduite et dimérisée (formant un 

complexe avec FADH2-NAD (Sevrioukova 2009). Les monomères oxydés ont une plus grande 

affinité avec l’ADN que les dimères réduits, ainsi, les ERO participent à l’oxydation d’AIF et à 

l’activation subséquente de l’apoptose indépendante des caspases. De plus, une récente étude a 

démontré que l’AIF a une activité réductase qui est environ mille fois inférieure à celle du 

cytochrome P450 ou de la NADPH quinone oxydoréductase (NQO1) impliqués dans les phases I 

et II du processus de détoxication des XB (voir § I.4). Ceci suggère que l'interaction d’AIF avec 

les XB ou leurs dérivés pourrait promouvoir sa forme oxydée et renforcer son activité 

apoptogène. En ce sens, l'apoptose induite par les PM ou les extraits de fumée de bois dans les 

macrophages alvéolaires humains et les cellules endothéliales de l'artère pulmonaire a été 

associée à la régulation positive d’AIF et sa translocation au noyau (Liu, P.L. et al. 2005). 

I.5.5.iii) Autres voies impliquées dans l’apoptose induite par les PM  

Grâce à tous les exemples cités précédemment, il est clair que la cytotoxicité des 

polluants atmosphériques (PM, HAP, métaux, ou herbicides), dans divers types cellulaires, 

incrimine principalement à la production excessive d’ERO capables de cibler les mitochondries 

par différents mécanismes (Figure I.34). D’autre part, les PM sont capables d’activer d’autres 

voies de signalisation d’apoptose indépendandes du stress oxydant. Ainsi, différentes PM 

peuvent activer l'expression de régulateurs puissants comme p53, p21, Noxa, Bax, Bad, Bim et en 

parallèle la répression de Bcl-2 et Mcl-1. En outre, de récentes études soulignent l’important rôle 

des modifications membranaires (fluidité membanaire, raft lipidiques, …) dans les mecanismes 

de mort celulaires et de cancérogenèse. En effet, plusieurs etudes ont démontré un lien entre 

l’apoptose induite par certains HAP, tels que le B(a)P et le Phénanthrène, et une augmentation 

de la fluidité ainsi que des changements de compostion lipidiques de la membrane plasmique 

(Tekpli et al. 2013). Ainsi, il a été décrit un nouveau mécanisme de l'apoptose, déclenchée par le 

1-nitropyrène et le BaP, via l'accumulation de lipides, des modifications de microstructures de la 

membrane plasmique, notamment la modulation de l’echangeur Na+/H+, l'inhibition des jonction 

gap communicatives, la modification de la composition des radeaux lipidiques, et le stress 

oxydant. Ces résultats intéressants soulignent le lien possible entre les altérations de la 

membrane plasmique et la mort cellulaire. Les impacts sur le remodelage de la membrane 

plasmique pourraient fournir des explications mécanistiques supplémentaires sur la façon dont 

certains produits chimiques exercent leur effet cancérogène (Tekpli et al. 2011). 

I.5.5.iv) Rôle de la taille des PM 

En plus de la composition, la taille est aussi un caractère determinant dans la cytotoxicité 

des PM. Le potentiel oxydant des particules F et UF est plus important que celui des particules G 

du fait de leur plus grande surface et de leur composition souvent riche en HAP et métaux 

(Churg et al. 1997; Baulig et al. 2004; Rumelhard et al. 2007b; Pietrodangelo et al. 2013). Une fois 

internalisées les petites particules sont plus à même d’induire un stress oxydant intracellulaire 

et des dommages, directs ou indirects, sur les membranes et les organites de la cellule. Des 

particules UF ont notamment été retrouvées dans les mitochondries (Li, N. et al. 2003b) et les 
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lysosomes (Yue et al. 2010). La toxicité des PM2.5 est liée aux péroxydations lipidiques, 

l’alteration de l’activité des SOD et la dimition du taux de glutathion, conduisant à la mort 

cellulaire (Kouassi et al. 2010). De plus, l’apoptose induite par les particules PM2.5, contrairement 

aux PM10, a été associée aux dommages à l’ADN, l’arret du cycle cellulaire et l’altération 

morphologique des mitochondries (Gualtieri et al. 2011). Les PM10 quant à elles sont 

principalement éliminées par la clairance alvéolaire, néanmoins, elle peuvent induire des effets 

pro-inflammatoires, pouvant aussi conduire à l’apoptose des cellules (voir § I.4.1, Wegesser et al. 

2008). Enfin, une étude récente, réalisée sur des mitochondrie isolées, a montrée que les PM10 

sont aussi capables d’altérer la chaine respiratoire mitochondriale (Delgado-Buenrostro et al. 

2013). 

I.5.6) Effets cytoprotecteurs des PM et de leurs composants 

Lors d'une exposition chronique à des polluants atmosphériques, l'acquisition de la 

résistance à l’apoptose pourrait être une étape importante des mécanismes moléculaires 

impliqués dans l'initiation et la promotion des tumeurs (voir § I.4.4). Malheureusement, trop 

peu d’études s’intéressent à ce phénomène de résistance à l'apoptose éventuellement induite 

par les polluants atmosphériques et aux mécanismes moléculaires sous-jacents.  

Dans le but de comprendre les mécanismes conduisant aux cancers pulmonaires, induits 

par l’exposition aux fumées de cuisson, Hung et collaborateurs, ont montré que le 2,4-DDE 

(aldehyde2,4-décadiénal, le principal composant de ce type de pollution) est capable d’induire la 

survie et la prolifération de cellules alvéolaires (A549) via l’expression des IAP-1 et -2, de la 

Survivine, et de la Cyclin D1 conduisant à la diminution des niveaux de XIAP, Caspase-3, et p21 

(Hung et al. 2007). Plusieurs études ont rapporté les effets cytoprotecteurs des PM et de leurs 

composés organiques ou leurs métabolites, tels que les HAP, la TCDD, les PCB, et les pDi. Les 

mécanismes exacts de l'inhibition de l'apoptose ne sont pas entièrement compris, mais des 

études in vitro ont démontré la nécessité de la synthèse des protéines, la régulation de p53, et 

l'activation du AhR (Ferecatu et al. 2010, Annexe 1). La nécessité de synthèse protéique et 

d’activation du AhR pourrait être liée à sa fonction de facteur de transcription qui pourrait 

induire ou inhiber l’expression des gènes anti- ou pro-apoptotiques. Ainsi, certaines études ont 

montré qu’AhR active l'expression des gènes anti-apoptotiques tels que bcl-2, bcl-xL, mcl-1, ou 

vdac2 ; et peut interagir directement avec E2F1 conduisant à la réduction de l’expression des 

gènes pro-apoptotiques normalement induits par E2F1 tel que Apaf-1 (Andreau et al. 2012).  

D’autres voies de signalisation de ont été identifiées comme impliquées dans la 

cytoprotection conférée par les particules atmosphérique, en particulier les protéines kinases 

(telles que Akt, ERK, JNK, PKA), ou le facteur de transcription Nrf2. Les voies PI3K/Akt et AhR 

semblent être interconnectées, puisque la présence d’AhR est nécessaire pour la fonction 

cytoprotectrice d’Akt. Ainsi, l'effet anti-apoptotique des pDi et de BPDE (un métabolite du BaP) 

semble lié à la phosphorylation et l'activation d’Akt. En outre, Akt favorise la phosphorylation et 

la liaison à la membrane mitochondriale externe de l’Hexokinase II (HK-II) menant à la 

stabilisation du complexe PTP en conformation fermée et l'inhibition de la sortie du Cyt c dans le 

cytosol. Enfin, l'activation de NF-B et AP-1 par l'exposition aux PM ou à la fumée de cigarette 

est bien documentée et reconnue comme faisant partie de la réponse inflammatoire et 
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proliférative, mais leur rôle dans la modulation de la mort cellulaire par apoptose reste mal 

connu. 

I.5.6.ii) Rôle des composés métalliques des PM 

Parmi tous les composés hydrosolubles des PM, un candidat probablement responsable 

de l'effet cytoprotecteur est le zinc (Zn) puisqu’il est déjà connu pour minimiser le stress 

oxydant (par exemple la peroxydation lipidique) et inhiber l'apoptose. En effet, Zn peut protéger 

les cellules directement en stabilisant les lipides et les protéines des membranes cellulaires et 

des organites ; ou indirectement en maintenant les niveaux de glutathion, en réduisant la 

fragmentation de l'ADN, en empêchant l’activation de la procaspase-3 et/ou en activant des 

voies de signalisations cytoprotectrices (dont Akt et ERK). En outre, certains métaux de 

transition divalents (Mg2+, Sr2+, Mn2+, …) peuvent inhiber de façon compétitive l’ouverture du 

PTP dépendante du calcium par un mécanisme encore inconnu, suggérant un possible effet de 

protection par les composés métalliques, directement au niveau des mitochondries. 

I.5.6.iii) Rôle de la voie de signalisation Nrf2 et des enzymes anti-oxydantes 

Les polluants atmosphériques sont également des inducteurs de Nrf2, qui régule 

l'expression des enzymes de phase II de détoxification et des anti-oxydants (voir § I.4.2vi). En 

effet, de nombreuses études ont signalé l’activation de Nfr2 après exposition aux PM et leurs 

composés (notamment les pDi, HAP et particules UF) dans des cellules épithéliales bronchiques 

humaines ou des macrophages de souris. Parmi les protéines cibles anti-apoptotiques de Nfr2, 

deux enzymes anti-oxydantes ont un intérêt particulier en raison de leur emplacement et de leur 

action sur les mitochondries: l'hème oxygénase 1 (HO-1) et la glutathion-S-transférase (GST) 

(voir § I.4.2.iii).  

L'expression et l'activité de la HO-1 sont considérablement augmentées dans les 

mitochondries des cellules alvéolaires et épithéliales humaines exposées à la fumée de cigarette. 

Cette surexpression de la HO-1 inhibe la mort des cellules et maintient les taux d'ATP (Morse et 

al. 2005). Le mécanisme cytoprotecteur de la HO-1 est lié à ses produits de réaction 

enzymatiques tels que la biliverdine, le monoxyde de carbone (CO) et le fer ferreux (voir § 

I.4.2.iii). Ainsi, en réponse à la production de Fe2+, la stabilité de la ferritine est augmentée et 

peut protéger les cellules contre l'oxydation et l'apoptose ; et le CO limite la translocation 

mitochondriale des protéines de la famille de Bcl-2 et la sortie du Cyt c. De plus, il a été démontré 

dans des mitochondries isolées que le CO protège du gonflement et de la dépolarisation des 

membranes mitochondriales associés à l’ouverture du PTP (Queiroga et al. 2011) 

D’autre part, les GST sont impliquées dans la détoxification des métabolites endogènes 

toxiques, des radicaux superoxydes et des XB. Il a été démontré que les GST cytosoliques et 

mitochondriales (α, μ, π et θ) sont régulées positivement par de nombreux xénobiotiques et 

certains ligands du AhR (TCDD, β-naphtoflavone). Cependant les mécanismes d’action de la GST 

mitochondriale sont encore controversés : d’une part ces enzymes empêchent l'oxydation de la 

cardiolipine et la PMM, d'autre part, il a été démontré que la liaison de la GST mitochondriale à la 

membrane est activée par S-glutathionylation et contribue à la libération du Cyt c via l’ouverture 

du PTP. 
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Les ERO sont éventuellement impliqués dans la progression tumorale, les métastases, et 

plusieurs voies de signalisation induites par les xénobiotiques atmosphériques. La corrélation de 

l’oxydation intracellulaire due au BaP et ses dérivés (BaP-1,6-dione, BaP-3,6-dione, BaP-4,5-

dihydrodiol et 2-hydroxy-BaP-1,6-dione) avec la protection contre l'apoptose induite par le 

retrait de sérum, a clairement suggéré qu'une certaine dose de ERO augmente la prolifération 

cellulaire et la survie (Teranishi et al. 2010). Dans les conditions physiologiques, la viabilité des 

cellules dépend essentiellement de la maintenance des systèmes anti-oxydants fonctionnels en 

particulier dans les cellules pulmonaires qui sont régulièrement exposées aux polluants 

atmosphériques.  

Le GSH est l'un des anti-oxydants les plus abondants dans les fluides et les cellules 

épithéliales des voies respiratoires. Il a un rôle primordial dans la régulation de l’apoptose 

puisque la N-acétylcystéine (NAC, précurseur de GSH) empêche efficacement l'apoptose induite 

par des polluants de l'air, et que l'exposition in vivo à la dioxine augmente les niveaux de GSH 

mitochondrial dans des souris normales, CYP1A1 -/- et CYP1A2 -/-, mais pas dans les souris AhR 

-/-, démontrant aussi le rôle de la voie AhR (Senft et al. 2002). 

 
 
 
  



 59 

I.6) OBJECTIFS DE L’ETUDE 

Le but de cette thèse a été de comprendre le rôle des caractéristiques physico-

chimiques des PM dans la modulation de l’apoptose des cellules épithéliales bronchiques 

humaines, contribuant ainsi à une meilleure compréhension des acteurs et mécanismes 

moléculaires impliqués dans la cancérogenèse et la cytotoxicité induite par la pollution 

atmosphérique. 

Afin d’avoir une approche réaliste, nous avons utilisé des doses auxquelles un individu 

est susceptible d’être exposé dans des conditions normales de pollution pouvant être observées 

dans des mégacités comme Paris. Ainsi, les concentrations utilisées de 5 à 50 µg/cm²,  peuvent 

mimer une exposition de l'ordre de 3 à 30 jours à une pollution de 79 μg/m3 (en PM2.5), 

considérant que le dépôt de la masse de PM2.5 est 2,3 μg/cm2/24h dans la région trachéo-

bronchique, pour un individu légèrement asthmatique (Li, N. et al. 2003a). La concentration de 

référence de 10 µg/cm², pouvant mimer une exposition de l’ordre de 5 jours à cette pollution. 

Le modèle cellulaire utilisé est la lignée 16HBE, c’est une lignée de cellules épithéliales 

bronchiques normales, provenant d’un enfant ayant subi une greffe, et immortalisées par 

l’antigène T du virus SV40. Ces cellules gardent en culture des caractéristiques épithéliales: elles 

sont adhérentes, elles possèdent des microvillosités ainsi que des jonctions gap et adhérentes 

fonctionnelles. De plus, l’endocytose des nanoparticules ainsi que l’activation du cytochrome 

P450 par les pDi et la réaction inflammatoire a été précédemment prouvée dans ces cellules 

(Bonvallot et al. 2001; Belade et al. 2012). Elles présentent l’avantage de pouvoir être cultivées 

pendant plusieurs semaines (par des passages successifs) et donc de pouvoir réaliser des 

expériences provenant d’une même décongélation afin de conserver au mieux les mêmes 

caractéristiques et réponses biologiques. 

 

Deux grands axes de recherche ont été abordés : 

1) Rôle de la composition physico-chimique des PM dans la modulation de l’apoptose  

Cet axe de recherche peut être séparé en deux volets : 

→ Etude du rôle de la taille des PM dans la modulation de l’apoptose 

Pour cela nous avons utilisé des particules atmosphériques de différentes classes de 

tailles et de différentes sources, provenant de deux campagnes de prélèvements :  

− Une réalisée en 2003 à Paris et Vitry-sur-Seine, qui a permis de collecter 4 lots de 

particules PM2.5.  

− Une réalisée en 2009 et 2010 à Paris et Ouagadougou (Burkina-Faso) dans le cadre du 

projet MEGATOX, qui a permis de collecter des particules de trois classes de tailles : 

grossières G (PM1,5-10µm), fines F (PM0,25-2,5µm), ultrafines UF (PM<0,25µm).  
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→ Identification des composés particulaires impliqués dans la résistance à l’apoptose 

Après avoir identifié des particules induisant une résistance à l’apoptose, nous avons 

réalisé des tests de corrélation afin d’établir le lien possible entre les effets observés et la 

composition des PM. Nous avons ensuite étudié, en cytométrie en flux, l’effet des extraits 

organiques et aqueux de ces PM anti-apoptotiques, ainsi que, l’effet de différents métaux et HAP 

à la concentration contenue, soit dans les particules anti-apoptotiques, soit dans les particules 

non anti-apoptotiques.  

2) Identification des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance à l’apoptose 

conférée par les particules  

Dans un premier temps, nous avions démontré le rôle de l’activation de l’AhR par les 

HAP dans l’effet anti-apoptotique des particules. Dans un second temps nous nous sommes 

intéressés de plus près aux mécanismes moléculaires activés par les composés métalliques.  

Nous nous sommes principalement focalisés sur la voie de signalisation anti-oxydante, 

mais nous avons également réalisé des expériences préliminaires afin de déterminer si d’autres 

voies seraient impliquées. 

→ Etude de la voie de signalisation anti-oxydante 

Sachant que les métaux sont de forts inducteurs de stress oxydant et que les ERO 

peuvent être des modulateurs de l'apoptose, nous nous sommes intéressés particulièrement à la 

réponse cellulaire anti-oxydante. En effet, basés sur ces connaissances et sur le modèle de la 

réponse hiérarchique au stress oxydant (Li, N. et al. 2003a; Andreau et al. 2012), nous avons fait 

l'hypothèse qu’une réponse anti-oxydante de faible intensité pourrait être impliquée dans le 

processus anti-apoptotique.  

Pour cela, nous avons premièrement évalué la capacité oxydante intrinsèque des 

particules et des composés métalliques, en conditions abiotiques, en utilisant le test DTT. Nous 

avons étudié, par cytométrie en flux, l’effet de certains anti-oxydants sur l’inhibition de 

l’apoptose par les PM2.5 et nous avons effectué un dosage du Glutathion total (GSH+GSSG) avant 

et après traitement par les PM2.5. 

Enfin, nous nous sommes intéressés de plus près à la voie de signalisation Nrf2. En effet, 

Nrf2 est un facteur de transcription de nombreux gènes impliqués dans la réponse anti-oxydante 

et dans le métabolisme des xénobiotiques (Rubio et al. 2010). Après avoir mis en évidence la 

translocation nucléaire rapide de ce facteur de transcription, nous avons montré la 

surexpression de certains de ces gènes cibles (HO1, NQO1 et GPx1) par RT-qPCR  après un 

traitement aux particules ou aux composés métalliques.  

 

→ Etude de la prolifération des cellules en milieu gélifié 

Sachant que la résistance à l’apoptose est un caractère précancéreux, nous avons regardé 

si les cellules exposées aux PM et a leurs composés acquièrent d’autres caractéristiques, telle 

que la prolifération sans adhesion. Pour cela, les cellules 16HBE ont été exposées à différents 
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composés particulaires avant d’être mis en culture en milieu DMEM gélifié par la nitrocellulose. 

Les cellules 16HBE étant adhérentes, elles ne peuvent pas pousser autrement que lorsqu’elles 

adhèrent à une matrice de fibronectine et collagène, sauf si des mutations leurs ont permis 

d’obtenir cette propriété. 

→ Etude de la voie de signalisation calcique 

Les particules anti-apoptotiques conduisent à une résistance à l’apoptose induite par 

certains inducteurs dont l’A23187. L’A23187 est un ionophore calcique qui induit l’apoptose en 

augmentant le taux calcium intracellulaire, nous avons donc regardé si les particules pouvaient 

empêcher cette augmentation de calcium, en lien avec leur effet anti-apoptotique. Pour cela nous 

avons utilisé un fluorochrome marquant spécifiquement le calcium intracellulaire et mesuré le 

flux calcique intracellulaire en cinétique, en présence et en absence de particules. 

 

→ Etude des modifications du cytosquelette 

Sachant que l’augmentation du Ca2+ intracellulaire peut induire des réarrangements du 

cytosquelette, en particulier le réseau d’actine (Saneyoshi et al. 2012), et que les évènements 

précoces de l’apoptose s’accompagnent d’une stabilisation du réseau de microtubules (Aslan et 

al. 2009), il nous a semblé intéressant d’initier des expériences sur l’effet des PM anti-

apoptotiques sur l’organisation des microtubules et des filaments fins d’actine. Pour cela nous 

avons marqué en fluorescence l’actine et la tubuline après traitement par des inducteurs 

d’apoptose ou par des particules. 
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II.1) MISE EN CULTURE ET TRAITEMENT DES CELLULES 

II.1.1) Culture cellulaire 

Le modèle cellulaire utilisé a été la lignée de cellules épithéliales bronchiques humaines 

16HBE14o-, fournie par le Dr Gruenert (Colchester, Vermont University), et nommée par la suite 

16HBE. Ces cellules proviennent d’un garçon d’un an ayant subi une greffe cœur-poumon, elles 

ont été immortalisées par transfection avec l’antigène T du virus SV40. Les cellules 16HBE n'ont 

pas d'inhibition de contact, ne produisent pas de cils en culture mais gardent des marqueurs 

épithéliaux tels que la présence de microvillosités, de jonctions gap fonctionnelles et de 

jonctions adhérentes (desmosomes et hémidesmosomes, avec des intégrines et des E-

cadhérines). L’endocytose des nanoparticules par ces cellules épithéliales a déjà été prouvée 

(Belade et al. 2012). Par ailleurs l’activation du cytochrome P450 a été observée sur ce même 

modèle par des particules Diesel, cette activation induisant une réaction inflammatoire 

(Bonvallot et al. 2001). 

Les 16HBE sont des cellules adhérentes et afin de mimer au mieux leur environnement 

naturel elles ont été cultivées sur une matrice, contenant 2.9% de collagène type I bovin (Purecol 

Natucan 0,5 mg/cm², DB Laboratories®), 1% de fibronectine humaine (1mg/ml, Sigma®) et 10% 

de sérum albumine bovin (BSA, Sigma) dilués dans du milieu LHC (Gibco®). Le milieu de culture 

utilisé est le DMEM/F12 (Life Technologies, Gibco®) supplémenté avec 2% d’Ultroser G (UG, 

substitut de sérum, Biosepta), 1% de GlutaMAXTM (Glx, Gibco®), 1% de Pénicilline-

Streptozotocine (PS, Gibco®) et 0,5% de Fongizone (FZ, Sigma-Aldrich®). Les cellules sont 

cultivées à 37°C en présence de 5% de CO2 sous atmosphère humide et le milieu est changé tous 

les 2 à 3 jours. La confluence est maintenue à une densité inférieure à 60 000 cellules/cm² par 

un entretien une fois par semaine. Pour cela, les cellules sont rincées au PBS 1X (Phosphate 

Buffered Saline, Gibco®) puis décollées avec de la trypsine-EDTA (0,05%, Gibco®) pendant 3 à 5 

min à 37°C. L’activité enzymatique de la trypsine est inhibée par l’ajout de 10% de SVF (Sérum 

Veau Fœtal, Gibco®). Elles sont ensuite centrifugées 4 min à 12 000 rpm, et le culot de cellules 

est repris dans du milieu complet. Le nombre de cellules vivantes est déterminé par comptage 

sur une cellule de Mallassez, en présence de bleu Trypan qui discrimine les cellules mortes.  

II.1.2) Traitements des cellules 

Les traitements réalisés sont résumés dans les tableaux II.1 et II.2. 

Pour l’étude de l’apoptose et de la cytotoxicité, les cellules 16HBE à une confluence de 60 

à 70%, sont exposées 24 heures aux différentes PM ou aux métaux dans du milieu DMEM/F12 

complet dépourvu d’UG et de sérum, afin d’eviter l’agrégation des PM sur le sérum ou l’UG. Avant 

chaque traitement, les particules sont soniquées 3 fois 20 secondes (70 W) puis vortexées afin 

d’éviter au maximum leur agrégation entre elles.  

Pour l’étude de l’effet anti-apoptotique l’exposition aux PM se fait par un prétraitement 

de 4 heures (à la concentration de 10 µg/cm²) avant l’ajout de l’inducteur d’apoptose pendant 

20 h supplémentaires (soit une exposition de 24 h aux particules au total). De la même façon, 

afin d’étudier le rôle des composés métalliques, un prétraitement a été réalisé avec des métaux 
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aux concentrations trouvées dans 10 µg/cm² de PM, avec ou sans chélateurs de métaux, puis 

l’apoptose est induite par l’ajout d’A23187 pendant 20 h supplémentaires. 

Pour l’étude de la signalisation anti-oxydante, des anti-oxydants ont été ajoutés au même 

moment que le traitement par les particules ou les métaux. 

 
Tableau II.1: Traitements des cellules 16HBE. 
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Tableau II.2: Protocole et modes d’actions des traitements. 
Composé Mode d’action Traitement  Concentration 

Inducteurs d’apoptose    

A23187 

(ou Calcimycine) 

• Ionophore calcique : Induit l’entrée de Ca2+ 

dans la cellule [1] 

• Découple les phosphorylations oxydatives [1] 

• Inhibe l’ATPase mitochondriale [1] 

4h après les PM ou 

métaux,  

ou  

sur des cellules 

non traitées aux 

PM, pour 20h 

maximum. 

 

3 µM 

Peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) 
• Induit un stress oxydant 10 µM à 1 mM 

Staurosporine (STS) 
• Inhibiteur des protéines kinases Ca2+ 

dépendantes (PKC) [2] 
1 µM 

Ionomycine (Iono) 
• Ionophore calcique : Induit l’entrée de Ca2+ 

dans la cellule [3] 
1 µM 

Anti-oxydants    

MnTBAP 

• Bloque le péroxynitrite (ONOO-) et l’anion 

superoxyde (O2°-) [4] 

• Mime la SOD 

En même temps 

que les PM ou 

métaux. 

 

100 µM 

Catalase 

• Peroxydase : Catalyse la transformation du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et 

oxygène (2H2O + O2) [5] 

1 000 U/ml 

Glutathion réduit (GSH) 

• Catalyse la transformation de nombreuses 

espèces réactives de l’oxygène (ERO) parmi 

lesquelles H2O2 et ONOO- 

1 à 10 mM 

Glutathion oxydé (GSSG) • Forme du GSH grâce à la Glutathion Réductase 10 mM 

D-Mannitol 

• Augmente la synthèse des systèmes anti-

oxydants enzymatiques et non-enzymatiques 

[6] 

50 mM 

Chélateur    

Déféroxamine (DFO) • Chélateur du Fer 
En même temps que 

les PM ou métaux. 
200 µM 

[1] d’après Reed et al. 1972, [2] d’après Okazaki et al. 1988, [3] d’après Liu, C. et al. 1978, [4] d’après Batinic-Haberle et al. 

2009, [5] d’après Laser 1955, [6] d’après Teke et al. 2011, [7] d’après Teke et al. 2011. 

 

II.2) PARTICULES ET COMPOSES METALLIQUES 

II.2.1) Les méthodes de prélèvement des PM 

Les particules en suspension dans l’air sont récupérées grâce à des préleveurs à 

filtration ou à impaction qui séparent les particules en fonction de leur taille. L’air est aspiré 

grâce à une pompe, à travers une tête de prélèvement placée à l’entrée du préleveur et qui 

permet d’exclure (avec un rendement de 50%) les particules dont le diamètre aérodynamique 

est supérieur à une valeur définie, c’est le seuil de coupure granulométrique, les plus répandues 

sont les têtes de 2,5 µm et de 10 µm.  

Les préleveurs à filtration permettent de collecter une fraction représentative de la 

quantité particulaire de l’air. Les particules sont aspirées dans l’appareil et se déposent sur un 

filtre (en téflon, quartz, polycarbonate…) de densité ou porosité connue. Associé à une tête de 
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prélèvement ce type de préleveur permet de récupérer les particules d’une fraction 

granulométrique donnée (PM2.5ou PM10). 

Les préleveurs à impaction, ou impacteurs en cascade, permettent de collecter et de 

séparer les particules en fonction de leur taille. Le principe repose sur une succession d’étages 

d’impaction possédant chacun une tuyère qui projette perpendiculairement le jet d’air aspiré sur 

une surface plane. Sur la surface est posé un filtre où vont s’impacter les particules qui 

possèdent une inertie suffisante pour se dégager du flux d’air. L’inertie étant fonction de 

la masse du corps, les particules plus fines, ayant moins d’inertie, sont entraînées par le flux 

d’air, contournent la surface d’impaction, et parviennent jusqu’à l’étage suivant (Figure II.1). 

Ainsi, les particules sont séparées en fonction de leur granulométrie par les différents étages 

d’impaction (Quisefit et al. 1998). De plus, suivant la taille (et donc la masse) des particules à 

prélever on utilise des impacteurs à haut (de 30 à 60 m3/h) ou bas débit (environ 1m3/h).  

 

         

Figure II.1: Impacteur en cascade. A) Photographie d’un impacteur à 10 étages, B) Exemple d’un 
impacteur à trois étages : schéma explicatif. Dans cet exemple, l’air entre une tête de prélèvement de 
10µm et arrive au premier niveau d’impaction, les PM10-2,5 possèdent assez d’inertie pour sortir du flux 
d’air et s’impactent à l’étage 1, tandis que les PM2,5-0,1 et les PM0,1 continuent leur route dans le flux d’air ; 
à l’étage 2, les PM2,5-0,1 sortent du flux d’air grâce à leur inertie et se fixent sur le filtre, les PM0,1 font de 
même à l’étage 3. 

 
Les particules atmosphériques étudiées pendant ma thèse proviennent de deux 

campagnes de prélèvements :  

- Une réalisée en 2003 à Paris et Vitry-sur-Seine, qui a permis de collecter 4 lots de 

particules PM2.5 (PM-AW, PM-AS, PM-VW, PM-VS).  

- Une réalisée en 2009 et 2010 à Paris et Ouagadougou (Burkina-Faso) dans le cadre du 

projet MEGATOX, qui a permis de collecter des particules de trois classes de tailles : 

grossières G (PM1,5-10µm), fines F (PM0,25-2,5µm), ultrafines UF (PM<0,25µm).  

Les descriptions des PM prélevées sont résumées dans le tableau II.3. 

 
II.2.2) Particules de Paris 2003 

Les PM2.5 de 2003 proviennent d’une campagne de prélèvement effectuée en région 

parisienne en 2003. Les deux lieux de prélèvements ont été sélectionnés pour leurs types de 

pollution : 

A B 
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- Des particules correspondant à la pollution liée au trafic routier ont été prélevées à 

proximité du périphérique parisien proche de la Porte d’Auteuil en été et en hiver 2003 

et sont ainsi nommées :  

PM-AW pour « PM Auteuil Winter » 

PM-AS pour « PM Auteuil Summer » 

- Des particules correspondant à la pollution urbaine de fond ont été prélevées à Vitry-

sur-Seine en région parisienne, en été et en hiver 2003 et sont ainsi nommées :  

PM-VW pour « PM Vitry Winter » 

PM-VS pour « PM Vitry Summer » 

Les particules de 2003 ont été collectées sur des filtres de nitrocellulose de 150 mm de 

diamètre (HAWP, Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) avec un préleveur à impaction 

haut débit (DA-80 Digitel, Suisse, flux: 30 m3/h). Elles ont ensuite été détachées des filtres par 

sonication dans de l’eau distillée puis lyophilisée et conservées à -20°C (Baulig et al. 2004). Pour 

les expériences, les particules sont resuspendues dans du milieu DMEM/F12 supplémenté avec 

1% de Glx, 1% de PS et 0,5% de FZ, à une concentration de 2 mg/ml et conservées à -20°C.  

II.2.3) Particules de Paris et Ouagadougou 2009 

Ces particules proviennent de deux campagnes de prélèvement effectuées à Paris et 

Ouagadougou (Burkina Faso) en 2009 et 2010. Les prélèvements ont été réalisés sur le toit-

terrasse de bâtiments situés à proximité du centre-ville 

Les particules atmosphériques parisiennes ont été collectées en région parisienne sur 

deux sites différents à deux périodes distinctes :  

- des particules correspondant à la pollution liée à la biomasse et au chauffage au bois, 

prélevées sur le Site Instrumental de Recherche par Télédétection Atmosphérique 

(SIRTA) à Massy Palaiseau situé à environ 15 km au sud de Paris, en période hivernale et 

nommées :  

WB1 et WB3 pour « Wood Burning » 

- des particules correspondant au trafic parisien collectées sur le toit du Laboratoire 

d’Hygiène de la Ville de Paris (LHVP) dans le XIIIème arrondissement. Les prélèvements 

ont eu lieu durant des heures de trafic intense, en période estivale afin d’exclure tout 

risque de contribution des PM issues du chauffage au bois. Les échantillons sont 

nommés : 

TR5, TR6 et TR7 avec TR pour « Trafic ». 

Les particules atmosphériques de Ouagadougou ont été collectées dans une zone 

résidentielle sur le toit du bâtiment de météorologie nationale à 4 km au nord-est du centre-

ville : 

- des particules ayant comme sources identifiées les feux de cuisson et de brûlage des 

ordures ainsi que le trafic lié principalement aux mobylettes ont été prélevées, soit le 

soir (OB3, nommées OB pour « Ouagadougou Biomasse»), soit le matin (OB4). 
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- des prélèvements ciblant les particules modifiées par photochimie ont aussi été réalisées 

en pleine journée et sont nommées OP5 et OP6 pour « Ouagadougou Photochimie ». 

La collecte des PM a été réalisée avec deux impacteurs différents, chacun dédié à la 

collecte de fractions granulométriques spécifiques : 

- L’impacteur High Volume Sierra-Andersen® a permis de récupérer les particules 

grossières (PM1,5-10μm) sur des filtres Nuclepore®de 0,2 μm de porosité. Les 3 premiers 

étages de l’impacteur ont été utilisés pour reconstituer la fraction grossière (étage 1 : 10-

7,2 μm, étage 2 : 7,2-3 μm, étage 3 : 3-1,5 μm).  

- L’impacteur High Volume Particle Sampler (HVPS) a été utilisé pour récupérer : 

o les PM F (PM0,25-2,5μm) par impaction sur des filtres Nuclepore® de 0,2 μm de 

porosité. 

o les particules UF (PM<0,25μm) par filtration sur un filtre Nuclepore® porosité de 5 μm. 

Les particules ont été détachées des filtres par sonication dans du milieu DMEM/F12 

supplémenté avec 1% de Glx, 1% de PS et 0,5% de FZ, et conservées à une concentration de 1 

mg/ml, à -20°C. Avant le traitement des cellules, les particules sont décongelées, soniquées 3 fois 

20 secondes à 70W (sonicateur Vibracel, Bioblock Scientific®) et vortexées afin d’éviter au 

maximum leur agrégation.  

 

Les descriptions des PM prélevées sont résumées dans le tableau II.3. 

Tableau II.3: Prélèvements des particules atmosphériques. 
PM Dates de prélèvements Lieux Heures Sources identifiées 

PM-AW 20/01 au 18/02/2003 Paris  
(porte d’Auteuil) 

ND 

− Trafic automobile 
PM-AS 24/07 au 20/08/2003 

PM-VW 25/02 au 31/03/2003 Vitry-sur-Seine  
(banlieue parisienne) 

− Pollution de fond urbain 
PM-VS 18/06 au 23/07/2003 

WB1 4 au 18/02/2010 Palaiseau - SIRTA 
(banlieue parisienne) 

21h - 3h 
− Pollution de fond urbain 
− Trafic automobiles  
− Biomasse (Chauffage au bois) WB3 4 au 17/03/2010 

TR5 30/06 au 12/07/2010 
Paris  

(toit du LHVP) 

6h - 10h 
et 

17h – 19h 

− Pollution de fond urbain 
− Trafic automobile 

TR6 12 - 29/07/2010 

TR7 25/08 au 20/09/ 2010 

OB3 19 au 20/11/2009 

 
Centre-ville de 
Ouagadougou  

(Burkina-Faso) 

17h - 22h 
− Biomasse (Cuisson au bois) 
− Trafic mobylettes 

OB4 24 au 26/11/2009 6h - 9h 
− Biomasse (Cuisson au bois et 

brûlage d’ordures) 
− Trafic mobylettes 

OP5 27 au 30/11/2009 10h - 16h − Particules modifiées par la 
photochimie OP6 1 au 2/12/2009 10h - 16h 

ND : pas de données. SIRTA : Site Instrumental de Recherche par Télédétection Atmosphérique (. LVHP : Laboratoire 
d’Hygiène de la Ville de Paris (Paris 13°). 
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II.2.4) Composés métalliques 

L’étude des composés métalliques a été réalisée en exposant les cellules 16HBE à 

différents métaux dilués à 10 mg/ml dans l’eau distillée : 

• quatre métaux de transition :  

✓ le cuivre Cu(II) sous forme de chlorure de cuivre CuCl2 ou de cuivre sulfate CuSO4 

✓ le fer Fe(II) sous forme de sel de Morh (NH4)2Fe(SO4)2, 6H2O et Fe(III) sous 

forme de chlorure de fer FeCl3 

✓ le manganèse Mn(II) sous forme de chlorure de manganèse MnCl2 

✓ le zinc Zn(II) sous forme de chlorure de zinc ZnCl2 

•  un métal post-transition : l’aluminium Al(III) sous forme de chlorure d’aluminium AlCl3 

• deux métaux alcalino-terreux (Ca et Mg),  

✓ le calcium Ca(II) sous forme de chlorure de calcium CaCl2  

✓ le magnésium Mg(II) sous forme chlorure de magnésium MgCl2  

• et un métal lourd : le plomb Pb(II) sous forme chlorure de plomb PbCl2 

 Pour l’exposition des cellules, ces métaux sont dilués dans du milieu complet sans UG aux 

concentrations retrouvées dans 10 µg/cm² de PM2.5 (Tableau II.4) :  

Tableau II.4: Composés métalliques des PM de 2003 et doses utilisés dans les expériences. 

Métaux Total Cu Fe Mn Zn Al Ca Mg Pb 

PM-AW (mg/g)a 67.36 0.86 13.20 0.16 1.50 3.40 19.50 1.60 0.25 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 43 660 8 75 170 975 80 12.5 

PM-AS (mg/g)c 106.68 1.23 26.3 0.37 1.7 10.5 36.2 3.6 0.42 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 61.5 1315 ND 85 525 ND ND ND 

PM-VW (mg/g)d 120.29 0.37 13.5 0.42 1.3 10.4 59.6 4.3 0.52 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 18.5 675 ND 65 520 ND ND ND 

PM-VS (mg/g)a 193.26 0.40 21.6 0.54 1.30 20.40 110.6 6.7 0.43 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 20 1080 27 65 1020 5530 335 21.5 

a D’après Baulig et al. 2004 , b équivalent à 10 µg/cm² ou 50µg/ml de PM , c D’après Rumelhard et al. 2007a,  
d D’après Rumelhard et al. 2007b , ND: pas de données. 
 

 

II.2.5) Extraits organique et aqueux des PM-AW 

• Extrait organique 

L’extrait organique des PM-AW (Oex) a été obtenu après extraction par du 

dichlorométhane, puis séchage et dissolution dans du diméthylsulfoxyde (DMSO, Sigma®). L’Oex 

a été utilisé à la concentration mesurée sur les particules d’après la fraction organique soluble 

(SOF) déterminée pour les PM-AW (10%) (Ferecatu et al. 2010). 
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• Extrait aqueux et particules lavées 

L’extrait aqueux (Aex) des PM-AW a été obtenu par une première centrifugation à 

10 000 g d’une solution de particules à 2 mg/ml, suivie d’une centrifugation du surnageant puis 

d’une filtration du nouveau surnageant sur un filtre de 0,22 µm (filtre Durapore® de 

polyvinylidine difluoride, Millex® GV, Carrigtohill , Cork , Irlande). Le volume d’Aex utilisé pour 

le traitement des cellules est le même que le volume de suspension de particules initial (à 2 

mg/ml) utilisé pour le traitement à 10 µg/cm².  

Les particules centrifugées correspondent aux PM lavées et contiennent donc peu de 

composés aqueux (Ferecatu et al. 2010). 

 

II.3) EVALUATION DE LA CYTOTOXICITE DES PARTICULES PAR CYTOMETRIE EN FLUX 

• Principe 

La mort cellulaire a été évaluée par cytométrie en flux (grâce au cytomètre analyseur 

CyAn ADP LX, de la Plateforme ImagoSeine de l’Institut Jacques Monod, et au cytomètre 

analyseur/trieur BD FACSAria II, de la Plateforme de l’unité de Biologie Fonctionnelle et 

Adaptative). Brièvement, le cytomètre en flux permet la quantification et la qualification 

individuelle de cellules en fonction de leur taille (la lumière diffusée aux petits angles), de leur 

granulosité (la lumière diffusée perpendiculairement) et de leur fluorescence (liée aux 

fluorochromes utilisés) en réponse à une stimulation lumineuse par un laser (Figure II.2).  

 
Figure II.2: Fonctionnement d’un cytomètre en flux. Les cellules sont mises en suspension et soumises 
à une surpression qui les fait progresser au centre d’une gaine liquide d’entraînement. Les cellules défilent 
et sont interceptées par le faisceau lumineux émis par le laser. Suite à cette excitation, les cellules 
émettent des signaux optiques qui sont séparés par des miroirs dichroïques, focalisés par des filtres 
optiques, puis convertis en signaux électriques par l’intermédiaire des photomultiplicateurs (PMT). Les 
signaux électriques sont ensuite numérisés puis analysés informatiquement. Modifié d’après le dessin de 
Vincent FRAISIER, Spencer Brown ISV. 

 

• Méthode 

Après traitement, le surnageant de culture (contenant les cellules détachées) ainsi que 

les cellules adhérentes (décollées par la trypsine-EDTA) ont été récupérés dans les tubes à 
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cytométrie qui ont été centrifugés 5 min à 1 200 rpm, à température ambiante. Les surnageants 

sont éliminés par retournement, puis les culots cellulaires sont repris dans 500 µl de milieu de 

culture contenant les différents fluorochromes. Afin de discriminer les cellules en apoptose des 

cellules vivantes, nous avons mesuré différents paramètres par des doubles marquages 

fluorescents (rouge et vert) (Tableau II.5): 

• La diminution de la taille et l’augmentation de granulosité ont été mesurées par diffusion 

de la lumière. 

• La chute du potentiel transmembranaire mitochondrial (∆Ψm), a été mesurée grâce au 

fluorochrome DiOC6(3) (DiOC, Invitrogen) qui s’accumule dans la matrice mitochondriale et 

émet une fluorescence verte dont l’intensité est directement proportionnelle au ∆Ψm (la 

faible fluorescence est notée DiOC-). 

• L’exposition des phosphatidylsérines membranaire à la surface cellulaire (conséquence de 

la déstructure des membranes et du « flip flop » de l’apoptose) a été mis en évidence par un 

marquage à l’Annexine V-FITC (AnnV, Sigma) qui interagit avec les phosphatidylsérines et 

fluoresce en vert (notée AnnV+). 

• La perméabilisation de la membrane plasmique a été discriminée avec l’iodure de 

propidium (IP, Sigma), un agent intercalant de l’ADN qui fluoresce en rouge et pénétre dans 

les cellules uniquement si la membrane plasmique est perméabilisée (notée IP+).  

• La production de stress oxydant a été quantifiée par l’hydroéthidine (HE, Sigma) qui, en 

présence d’anion superoxyde O2°- est oxydé en éthidium qui migre ensuite dans le noyau où il 

s’intercale entre les bases ADN et fluoresce en rouge (noté HE+).  

Tableau II.5: Mesure de l’apoptose par cytométrie en flux. 
Caractéristique Méthode de détection λ 

excitation 
λ  

émission 

Diminution de la taille 
Absorption de la lumière aux petits angles 

(0°) 
  

Augmentation de la granulosité 
Diffusion de la lumière aux grands angles 

(90°) 
  

Perméabilisation de la 
membrane plasmique 

Fluorescence de l’iodure de propidium  
(IP+, 10 µg/ml) 

488 nm 620 nm 

Chute du ∆Ψm 
Fluorescence du DiOC6(3) 

(DiOC-, 2 nM final) 
488 nm 520 nm 

    

Stress oxydant (O2°-) 
Fluorescence de l’hydroéthidine 

(HE+, 2 µM final) 
488 nm 620 nm 

Exposition des 
phosphatidylsérines 

Fluorescence de l’AnnV-FITC 
(AnnV+, 2 µg/ml final) 

488 nm 520 nm 

L’analyse par cytométrie en flux est réalisée sur 10 000 cellules après une incubation 

d’environ 15 min à 37°C et les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules en apoptose 

(DiOC- et HE+ ou DiOC- et IP+), en pourcentage d’apoptose spécifique (AS) induite par le 

traitement, ou en pourcentage d’inhibition d’apoptose spécifique selon les formules : 

% AS = 100 x (% traitement - % témoin) / (100 - % témoin) 

% Inhibition AS = 100 – ((100 x % AS traitement) / % AS induite par A23187) 
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II.4) ETUDE DE LA VOIE DE SIGNALISATION ANTI-OXYDANTE 

II.4.1) Mesure de la production d’espèces réactives de l’oxygène par les PM: 

test DTT 

• Principe 

La production inhérente d’espèces réactives de l’oxygène par les particules et les métaux 

a été mesurée par un test DTT. Le test DTT est un test colorimétrique, basé sur la capacité des 

composés redox-actif à transférer des électrons à partir du dithiothréitol non oxydé (DTT) à 

l'oxygène et produire de l'anion superoxyde et du DTT disulfure :                                                

 

                                                 +  2O2                                                                       +   2O2.- 

 

 

Le thiol restant est ensuite mis à réagir avec le DTNB, générant le disulfure mixte et de 

l'acide 5-mercapto-2-nitrobenzoïque qui est mesuré par son absorption à 405nm. 

 

 

 

 

 

 

• Méthode 

Les échantillons de particules ou de métaux ont été incubés 30 min à 37 ° C avec 200 µM 

de DTT (Euromedex) dans des plaques 96 puits. Après incubation, les plaques ont été 

centrifugées à 3000 g (15 min, 4°C) et le DTT non oxydé restant a été mesuré par sa réaction 

avec 2,5 mM de DTNB (acide 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoïque), Euromedex), formant l'acide-5-

mercaptobenzoïque 2-nitro (TNB) qui a été quantifié en mesurant l'absorbance à 405 nm avec 

un lecteur de plaque.  

Le milieu utilisé pour l’expérience est du DMEM/F12 sans rouge de phénol, pour eviter 

les interférences entre les colorations, et dont l’oxygène a été éliminé en utilisant une pompe à 

vide, afin de limiter l’oxydation spontanée au DTT. Toutes les mesures ont été effectuées à une 

exposition lumineuse réduite. Le taux d'activité d'oxydation du DTT a été calculé en utilisant une 

régression linéaire de la dose de DTT oxydé en fonction de la dose de PM ou de métaux, sur la 

base de la moyenne de 5 expériences distinctes. 

II.4.2) Etude de l’effet des anti-oxydants par cytométrie en flux 

L’effet des anti-oxydants sur la modulation de l’apoptose par les particules et les métaux 

a été mesuré par cytométrie en flux. Les cellules ont été exposées à des anti-oxydants en même 

(DTT) (DTT disulfide) 

RedOx 

DTT 
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temps que les particules (10 µg/cm²) ou les métaux (équivalent à 10 µg/cm² de PM) pendant 4 h 

avant l’ajout de l’inducteur d’apoptose pendant 20 h supplémentaires (Tableaux II.1 et II.2) et 

l’apoptose a été mesurée par cytométrie en flux avec le DiOC et l’HE (voir § II.3.2 et Tableau 

II.5). 

II.4.3) Dosage du Glutathion 

• Principe 

Afin d’étudier la réponse anti-oxydante des cellules suite aux traitements par les 

particules ou les métaux, le glutathion total (GSH et GSSG) a été dosé par un kit d'analyse de 

glutathion (Sigma®), suivant les recommandations du fabricant. Le glutathion est mesuré par sa 

réaction avec le DTNB, produisant du TNB. Le GSSG ainsi formé est recyclé par la glutathion 

réductase et du NADPH. 

 

 
 

• Méthode 

Brièvement, après exposition des cellules aux PM (10 µg/cm²) ou leurs composés 

métalliques (équivalent à 10 µg/cm² de PM) pendant 4 heures, les cellules ont été recueillies et 

remises en suspension dans du PBS 1X. Après centrifugation, le culot a été suspendu dans 5% 

d'acide 5-sulfosalicyclique et le lysat cellulaire a été obtenu par congélation/décongélation 

successives. Après une centrifugation à 10 000 g, le glutathion se trouve dans le surnageant qui 

est dosé. 

Le H2O2 (1 mM) a été utilisé comme contrôle positif connu pour induire l'oxydation du 

GSH. En parallèle, le comptage des cellules en bleu Trypan a permis d'exprimer les résultats pour 

106 cellules. 

II.4.4) Quantification des ARN messagers par PCR quantitative en temps 

réel (RT-qPCR)  

• Principe 

La RT-qPCR est basée sur la technique de PCR classique. Elle correspond à une 

amplification d’un fragment spécifique d’ADN, délimité par deux amorces spécifiques (sens et 

anti-sens). Les amorces s'hybrident à la séquence cible en présence d'un excès de nucléotides et 

d’une Taq polymérase (ADN polymérase thermostable) synthétisant le brin complémentaire. La 

mesure et la visualisation de l’amplification se font en temps réel.  

Premièrement, les ARN de l'échantillon sont extraits grâce au TriReagentTM, puis reverse-

transcrit (RT) en ADN complémentaires (ADNc) grâce à une Reverse Transcriptase. La PCR 
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quantitative est alors réalisée sur les ADNc avec des amorces s’hybridant de façon spécifique sur 

une partie du gène étudié, en présence d’un agent intercalant fluorescent : le SYBR green. La 

fluorescence du SYBR green augmente lorsqu’il est lié à l’ADN double brin et est proportionnelle 

au nombre de transcrits cibles présents au début de la réaction.   

• Méthode 

Après traitement des cellules par les particules ou les métaux, l'ARN total des cellules a 

été extrait en utilisant du TriReagentTM selon les instructions du fabricant. La concentration en 

ARN et la qualité de l'extraction ont été évaluées en mesurant l'absorbance à 260 nm et 280 nm 

en utilisant un Nanodrop (ND- 2000, Thermo Scientific®). La reverse transcription de l’ARN en 

ADN complémentaire a été réalisée à l’aide du kit M-MLV reverse transcriptase (Promega®, 

Charbonnieres, France), selon le protocole donné par le fournisseur. Brièvement, 2 µg de l’ARN 

total a été mis en présence de 500 U de M-MLV reverse-transcriptase, 20 pg/ml d'amorces oligo-

dT (Roche Applied Sciences, Meylan, France), et 500 µM de nucléotides (dNTP, Roche Applied 

Sciences, Meylan, France), pendant 30 minutes à 42°C, les produits de RT (les ADNc) sont 

ensuite conservés à -20°C.  

Les ADNc ont été amplifiés par PCR quantitative en temps réel à haut débit dans un 

appareil Light Cycler 480 (Roche®), avec le kit Master Mix Light Cycler 480SYBR Green I 

(Roche®), selon les recommandations du fournisseur. Pour chaque échantillon, l’ADNc a été mis 

en présence 0,5 µM d’amorces sens et anti-sens (Tableau II.6), dilués dans 1X de Master Mix 

Light Cycler 480SYBR Green I, contenant l’ADN polymérase (FastStart Taq DNA Polymerase) et 

l’agent fluorescent SYBR Green I, et ont été amplifiés.  

Tableau II.6: Séquence des amorces utilisées pour la RT-qPCR. 

Gène Amorce sens Amorce anti-sens 

Nrf2 5’-GAGACAGGTGAATTTCTCCCAAT-3’ 5’-GGGAATGTGGGCAACCTGGG-3’ 

HO-1 5’-CAGGCAGAGAATGCTGATTC-3’ 5’-GCTCTTCTGGGAAGTAGACAGG-3’ 

NQO1 5’- AAGAAAGGATGGGAGGTGGT-3’ 5’-GCTTCTTTTGTTCAGCCACA-3’; 

SOD2 5’-TTGTCCAAATCAGGATCCAC-3’ 5’- TGCAAGCCATGTATGATCTTTCAG-3’ 

GSTP1 5’-CGGGCAAGGATGACTATGT-3’ 5’-TCCAGCAGGTTGTAGTCAGC-3’ 

GPx 5’-GCGGGGCAAGGTACTACTTA-3’ 5’- CTCTTCGTTCTTGGCGTTCT-3’ 

GAPDH 5’- CCCCTTCATTGACCTCAACTA-3’ 5’-GACAAGCTTCCCGTTCTCA-3’; 

B2M 5’- GCTCGCGCTACTCTCTCTTT-3’ 5’- GGATGAAACCCAGACACATA-3’. 

 

L’amplification se déroule en deux étapes : 

1- Une phase de dénaturation (Hot Start) à 95°C pendant 10 min, durant laquelle il y a 

séparation des deux brins d’ADN et des amorces par rupture des liaisons hydrogène, et 

activation de l’enzyme Taq polymérase possédant un groupement thermolabile qui bloque 

son activité à température ambiante. 

2- Une phase de 45 cycles d’amplification, chaque cycle comportant lui même trois phases : 
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a) une phase de dénaturation permettant la séparation des deux brins d’ADN, de 10 

secondes à 90°C ; 

b) une phase d’hybridation des amorces spécifiques (10 secondes à 60°C). Le SYBR green va 

se lier au niveau des sites de fixations des amorces sur l’ADN et va alors émettre de la 

fluorescence ; 

c) une phase d’élongation (10 secondes à 72°C). La polymérase permet l’élongation d’un 

nouveau brin d’ADN à partir des amorces liées à celui-ci, se traduisant par une 

augmentation des sites de fixations du SYBR green et donc une augmentation de la 

fluorescence émise.  

Pour chaque gène, l’analyse de la fluorescence émise en temps réel pendant toute la 

phase d’amplification conduit à la détermination du « Crossing point » ou Cp, c'est-à-dire le 

nombre de cycles d’amplification nécessaire afin que la fluorescence acquise sorte du seuil de 

détection. Le Cp est dépendant de la quantité d’ADN présent avant l’amplification, plus il y a 

d’ADNc, plus le Cp sera petit (Figure II.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.3: Le principe de quantification en RT-qPCR est basé sur le « Crossing point Cp » ou « Cycle 
threshold Ct » qui correspond au nombre de cycles d’amplifications nécessaire à ce que la fluorescence 
soit détectée, plus il y a d’ADN, plus le Ct sera petit. 
 

Le calcul des Cp et de la quantité (relative) d’ADNc se fait par le logiciel LightCycler® 

(Roche Applied Science) grâce à une gamme étalon qui consiste en une série de dilutions du 

produit de la RT qui contient l’ADNc cible. La normalisation des Ct se fait grâce à des gènes de 

référence dont la quantité ne varie pas en fonction des traitements infligés aux cellules. Cela 

permet de normaliser le résultat pour le gène étudié en fonction du rendement de la RT, de 

l’intégrité et de la quantité des ARN, et des erreurs de pipetage et de dosage. Ce sont les gènes β2 

microglobuline (B2M, [GenBank: 567]) et glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH, 

[GenBank: 2597]) qui ont servi de gènes de référence pour nos expériences. 

II.4.5) Immunomarquage de Nrf2 

• Principe 

Crossing  
point 

Cp 

21   22   23  24 

8    4    2    1 

Quantité  
d’amorces 

Cycles 

Seuil de détection 
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La translocation nucléaire du facteur de transcription Nrf2 a été observée par 

immunofluorescence, qui permet de cibler la protéine grâce à un anticorps primaire qui sera 

ensuite ciblé par un anticorps secondaire couplé à un fluorochrome.  

• Méthode 

Les cellules 16HBE ont été cultivées sur le système Slide Lab-Tek Chamber™ (Thermo 

Scientific®) et exposées pendant 24h aux particules (10 µg/cm²) ou au Fe(II) (équivalent à 10 

µg/cm² de PM-AW). Après traitement, les cellules ont été fixées avec 4% de paraformaldéhyde, 

puis perméabilisées avec 0,05% de Tween20 dilué en PBS 1X.  

La protéine Nrf2 a été détectée par un anticorps primaire de chèvre anti-Nrf2 (dilué à 

1/100ème), qui lui-même a été ciblé par un anticorps secondaire anti-IgG de lapin conjugué au 

fluorochrome Alexa Fluor® 488 (dilué à 1/500ème, Life Technologies). La coloration de l'actine a 

été réalisée en utilisant la rhodamine phalloïdine (0,8 U/ml, Life Technologies). Un marquage 

des noyaux a été réalisé avec du DAPI (4',6-Diamidino-phényl-2indole, dichlorhydrate, Life 

Technologies, 0,5 µg/ml). Les montages entre lames et lamelles ont été réalisés en utilisant du 

milieu de DABCO® (Sigma®).  

L’immunofluorescence a été évaluée par l'observation des lames au microscope confocal 

laser (Zeiss LSM 710®, de la plateforme ImagoSeine de l’Institut Jaques Monod). Le microscope 

confocal permet d’obtenir des images de plusieurs profondeurs de champs et donc des coupes à 

différents niveaux de la cellule. Les images ont été compilées avec le logiciel Image J. 

 

II.5) ETUDE DE LA VOIE DE SIGNALISATION CALCIQUE 

II.5.1) Mesure du calcium intracellulaire par FlexStation® 

• Principe 

Le flux calcique des cellules a été mesuré grâce au kit FILPR® Calcium 5 Assay (Molecular 

Devices®) par le lecteur de plaque/injecteur FlexStation® 3 (Multi Detection Reader with 

Integrated Fluid Transfer, Molecular Devices®, Plateforme Métabolisme de l’unité de Biologie 

Fonctionnelle et Adaptative). La FlexStation® 3 est un lecteur de plaque avec un distributeur 

intégré permettant d’ajouter des produits juste avant ou pendant la lecture (en absorbance ou 

fluorescence). Le kit FILPR® Calcium 5 Assay contient la sonde fluorescence Fluo4 qui entre dans 

la cellule et fixe le calcium, ainsi qu’un « quencher » qui n’entre pas dans la cellule et permet 

ainsi de réduire le bruit de fond lié au calcium extracellulaire contenu dans le milieu de culture. 

Afin de mesurer tout le calcium intracellulaire et limiter la libération de calcium de la cellule 

vers l’extérieur, les canaux ioniques sont inhibés par la probénécide (Molecular Devices®). 

• Méthode 

Les cellules ont été cultivées dans des plaques 96 puits noires à fond transparent 

(Greiner®) puis traitées dans 100 µl de milieu DMEM/F12 sans UG ni rouge de phénol avec les 

particules pendant 4 h. L’expérience a ensuite été réalisée suivant le protocole du fournisseur. La 

sonde fluorescente Fluo4, ainsi que la probénécide (2,5 mM) ont été ajoutées pendant 45 min 

avant la lecture. Les inducteurs d’apoptose ont été injectés juste avant la lecture de la 
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fluorescence qui a lieu pendant 3 min. L’intensité de fluorescence de la sonde est 

proportionnelle à la concentration calcique, nous permettant de mesurer les concentrations de 

calcium intracellulaire en temps réel. Les résultats sont exprimés selon la formule : (F/F0)-1 

(avec F : Fluorescence, F0 : Fluorescence au temps 0) qui traduit la fluorescence spécifiquement 

dû au traitement subi. 

II.5.2) Mesure du calcium intracellulaire par cytométrie en flux 

Le flux calcique des cellules a également été analysé par cytométrie en flux grâce à la 

sonde fluorescente Fluo4 du kit FILPR® Calcium 5 Assay (Molecular Devices®). Les cellules ont 

été traitées 24h par les particules et préparées pour la cytométrie sans marquage. Le 

fluorochrome et le « quencher » ont été ajoutés aux tubes de cytométrie (250 µl/tube) et incubés 

30 min à 37°C selon les recommandations du fabricant. La fluorescence a été quantifiée de 

manière cinétique par cytomètrie en flux (CyAn ADP LX, de la Plateforme ImagoSeine de 

l’Institut Jacques Monod) avant et juste après l’ajout des inducteurs d’apoptose dans les tubes. 

 

II.6) ETUDE DES ALTERATIONS MORPHOLOGIQUES 

II.6.1) Observation de l’actine en Microscopie électronique à fluorescence 

Les altérations morphologiques ont pu être observées en microscopie électronique à 

transmission en fluorescence par un marquage de l’actine et de la tubuline. Après traitement par 

les inducteurs ou les PM, l’actine a été marquée à la phalloïdine-rhodamine 123 (0,8 U/ml, Life 

Technologies, fluoresce en rouge) et la tubuline a été immunomarquée grâce à un anticorps 

secondaire couplé au fluorochrome FITC (fluoresce en vert). Après traitement par les PM, le 

marquage de l’actine a été réalisé selon la même méthode.  

II.6.2) Microscopie électronique à balayage (MEB) 

• Principe 

Le microscope électronique à balayage permet de visualiser des objets en relief. Il utilise 

un fin faisceau d’électrons qui se focalise sur l’échantillon. L’interaction entre les électrons et 

l’échantillon provoque la formation d’électrons secondaires de plus faible énergie qui sont 

amplifiés puis détectés et convertis en un signal électrique. Ce processus est réalisé en chaque 

point de l’échantillon par un balayage du microscope. L’ensemble des signaux permet de 

reconstruire la typographie de l’échantillon et de fournir une image en relief. 

• Méthode 

Après traitement des cellules par les particules (4 h) et les inducteurs d’apoptose (1 h ou 

3 h), elles ont été rincées au PBS 1X puis fixées par une solution de glutaraldéhyde à 25% dans 

du tampon cacodylate (0,1 M), 1 h à température ambiante. Après deux rinçages au PBS 1X, les 

cellules ont été colorées par de l’osmium 1%, 1h à température ambiante, afin d’accentuer le 

contraste en microscopie. Les échantillons ont ensuite été rincés à l’eau distillée puis 

http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-microscope-electronique-7779/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/matiere-electron-68/
http://www.futura-sciences.com/fr/doc/t/physique/d/voyage-au-coeur-de-la-matiere_176/c3/221/p3/
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déshydratés par un gradient d’alcool : 3 fois 10 min à l’alcool 50%, 3 fois 15 min à l’alcool 70%, 3 

fois 15 min à l’alcool 100%, puis l’observées en MEB. 

II.6.3) Culture des cellules en milieu gélifié (METHOCELTM) 

Le METHOCELTM est composé de polymères de cellulose qui forme un milieu visqueux. 3 

grammes de METHOCELTM en poudre stérile ont été dissous dans 100 ml de milieu DMEM/F12, 

1% PS et 0,5% FZ, mais sans UG ni Glx, chauffé à 60°C. Après 20 minutes d’agitation, 100ml du 

même milieu a été ajouté, puis mélangé 1 h sous agitation, et laissé pour la nuit à 4°C. Le 

lendemain le milieu est centrifugé 15 000 g pendant 1 h pour faire retomber les cristaux de 

METHOCELTM non dissous.  

Les cellules sont dans un premier temps cultivées et exposées aux composés 

particulaires pendant 24 h (puis rincées au PBS 1X), de manière répétée une fois par semaine 

pendant 5 semaines. Les cellules ont été maintenues à une confluence inférieure à 60 000 

cellules/cm² par décollement à la Trypsine-EDTA et réensemencement. Après les traitements, 

les cellules sont décollées grâce à la Trypsine-EDTA puis réensemencées à 150 000 cellules pour 

2 ml de milieu gélifié, les observations en microscopie optique ont ensuite été réalisées 3 jours 

après. 

 

II.7) ANALYSE STATISTIQUE 

 Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± SEM d'expériences 

indépendantes. Les données ont été analysées à l'aide d’une analyse de la variance (ANOVA). En 

cas de différence des variances, un test Bonferroni ad hoc de comparaisons multiples a été 

réalisé pour toutes les comparaisons par paires par rapport aux conditions contrôles ou par 

rapport aux différents traitements des cellules grâce au logiciel Prism5 GraphPad®. Les 

différences ont été considérées comme significatives si la valeur de p était au moins inférieure à 

0,05. 
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III.1) INTRODUCTION 

III.1.1) Contexte de l’étude 

Depuis les années 1950 jusqu’à aujourd’hui, de nombreuses études épidémiologiques, ont 

démontré les effets délétères de la pollution particulaire sur la santé humaine notamment au 

niveau respiratoire tels que les cancers broncho-pulmonaires (CBP) (Greenburg et al. 1967; 

Higgins, I.T. 1976; Yanagi et al. 2012). Le 17 octobre 2013, l‘IARC a classé la pollution de l’air 

extérieur ainsi que les PM comme « cancérogène certain pour l’homme » (groupe 1, IARC 2013) 

sur la base des nombreuses recherches scientifiques montrant un lien de cause à effet entre la 

pollution atmosphérique et les CBP. 

La pollution particulaire étant un mélange complexe de composés en suspension qui 

s’adsorbent les uns aux autres et forment des particules de différentes tailles (nommées PM 

pour « Particulate Matter »), les recherches s’intéressent au rôle de la taille et de la composition 

des PM dans la cancérogenèse. Il a notamment été montré que les particules fines sont associées 

à la mortalité par cancer du poumon, et la contribution annuelle de la pollution de l'air ambiant à 

la mortalité par CBP a été estimé à plus de 60 000 décès dans le monde (IARC 2013). Parmi les 

constituants particulaires, les HAP, dont le benzo(a)pyrène (BaP), ainsi que les métaux lourds 

sont reconnus comme des initiateurs et promoteurs de cancérogenèse. 

L’échappement à la mort cellulaire programmée, ou apoptose, est l’une des premières 

caractéristiques obtenues par les cellules en voie de cancérisation (Hanahan et al. 2011). Dans le 

but d’améliorer les connaissances sur les processus de cancérogenèse provoqués par les 

particules nous nous sommes intéressés à la modulation de l’apoptose par les PM et aux 

mécanismes moléculaires sous-jacents.  

Ce chapitre présente les résultats obtenus quant au rôle de la taille et des composés 

particulaires sur la modulation de l’apoptose. 

Une partie de cette étude a été réalisée grâce à l’implication de notre laboratoire dans le 

projet ANR MEGATOX (« MEGacity Aerosols chemical characterization and TOXicity ») qui a eu 

pour but de caractériser la composition chimique et la toxicité de la pollution particulaire dans 

deux villes contrastées (en Europe et Afrique). Ce projet a permis de prélever les PM, de 

caractériser leur composition chimique et les sources de pollution, et d’étudier les effets 

biologiques des PM de différentes tailles à court terme et à long terme sur les cellules 

épithéliales et endothéliales respiratoires humaines. 

J’ai donc eu accès à travers ce projet à des PM des 3 classes de taille (grossières G ; fines F 

et ultrafines UF) issues de sources contrastées et j’ai étudié leurs impacts sur l’induction ou 

l’inhibition de l’apoptose des cellules épithéliales bronchiques humaines. La concentration 

maximale de 10 µg/cm² utilisée mime une exposition de 5 jours à une pollution de 79 µg/m3 (en 

PM2.5), à laquelle nous pouvons être exposés, notamment dans des zones urbaines ou des 

mégacités comme Paris (considérant que le dépôt de la masse de PM2.5 est 2,3 μg/cm2/24h dans 

la région trachéo-bronchique, pour un individu légèrement asthmatique, Li, N. et al. 2003a).  
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III.1.2) Rappel sur les particules étudiées 

Les PM étudiées proviennent de deux campagnes de prélèvements :  

➢ Une campagne réalisée en 2003 à Paris (périphérique porte d’Auteuil) et Vitry-sur-Seine, 

qui a permis de collecter 4 lots de PM2.5 (PM-AW, PM-AS, PM-VW, PM-VS), pour lesquels 

nous avons étudié leur cytotoxicité et leur effet anti-apoptotique.  

➢ Une réalisée en 2009 et 2010 à Paris et Ouagadougou (Burkina-Faso) dans le cadre du 

projet MEGATOX, qui a permis de collecter des particules de trois classes de tailles : 

grossières G (PM1,5-10µm), fines F (PM0,25-2,5µm), ultrafines UF (PM<0,25µm) et pour 

lesquelles a été étudiée leur cytotoxicité. 

Pour une meilleure visibilité, la description des particules, leurs noms, et les détails des 

prélèvements sont résumés dans le tableau ci-dessous (copie du Tableau II.3) :  

Pour rappel : Tableau II.3: Prélèvements des particules atmosphériques. 
PM Dates de prélèvements Lieux Heures Sources identifiées 

PM-AW 20/01 au 18/02/2003 Paris  
(porte d’Auteuil) 

ND 

− Trafic automobile 
PM-AS 24/07 au 20/08/2003 

PM-VW 25/02 au 31/03/2003 Vitry-sur-Seine  
(banlieue parisienne) 

− Pollution de fond urbain 
PM-VS 18/06 au 23/07/2003 

WB1 4 au 18/02/2010 Palaiseau - SIRTA 
(banlieue parisienne) 

21h - 3h 
− Pollution de fond urbain 
− Trafic automobiles  
− Biomasse (Chauffage au bois) WB3 4 au 17/03/2010 

TR5 30/06 au 12/07/2010 
Paris  

(toit du LHVP) 

6h - 10h 
et 

17h – 19h 

− Pollution de fond urbain 
− Trafic automobile 

TR6 12 - 29/07/2010 

TR7 25/08 au 20/09/ 2010 

OB3 19 au 20/11/2009 

 
Centre-ville de 
Ouagadougou  

(Burkina-Faso) 

17h - 22h 
− Biomasse (Cuisson au bois) 
− Trafic mobylettes 

OB4 24 au 26/11/2009 6h - 9h 
− Biomasse (Cuisson au bois et 

brûlage d’ordures) 
− Trafic mobylettes 

OP5 27 au 30/11/2009 10h - 16h − Particules modifiées par la 
photochimie OP6 1 au 2/12/2009 10h - 16h 

ND : pas de données. SIRTA : Site Instrumental de Recherche par Télédétection Atmosphérique (. LVHP : Laboratoire 
d’Hygiène de la Ville de Paris (Paris 13°). 
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III.2) RESULTATS 

III.2.1) Etude de l’induction d’apoptose 

III.2.1.i) Les PM2.5 parisiennes de2003  

Les premières études auxquelles j’ai participé pendant mon stage de Master 2 au 

laboratoire ont porté sur les particules PM2.5 prélevées en 2003 de deux lieux et sources 

différents : les PM-AW et –AS prélevées à proximité d’un axe routier (périphérique de Paris, 

porte d’Auteuil) ainsi que les PM-VW et –VS ciblant la pollution de fond urbain (à Vitry-sur-

Seine), prélevées en hiver (-W) et en été (-S) 2003 (décrites dans le § II.2.1 et le Tableau II.3). 

Cette étude a fait l’objet d’une publication dans Particle and Fibre Toxicology en 2010 

(Annexe 1), intitulée :  

“Polycyclic aromatic hydrocarbon components contribute to the mitochondria-
antiapoptotic effect of fine particulate matter on human bronchial epithelial cells via the 

aryl hydrocarbon receptor ”. 

Ioana Ferecatu, Marie-Caroline Borot, Camille Bossard, Melanie Leroux, Nicole Boggetto, 
Francelyne Marano, Armelle Baeza-Squiban, Karine Andreau. 

 

Ainsi, nous avons tout d’abord montré que les quatre lots de PM2.5 prélevés en 2003 

n’induisent pas l’apoptose de trois lignées de cellules épithéliales bronchiques humaines : 

16HBE, NCI-H292 et BEAS-2B, ainsi que des cellules primaires bronchiques humaines NHBE 

(Ferecatu et al. 2010, Figure III.1 A). Cette inocuité des PM2.5-AW a été mise en évidence vis-à-

vis de quatre paramètres apoptotiques mesurés par cytométrie en flux : la chute du potentiel 

transmembranaire mitochondrial determinée par le DiOC6(3), la production d’anion superoxyde 

quantifiée par le HE, l’exposition des phosphatidylsérines mesurée par l’AnnV, et la 

perméabilisation de la membrane plasmique grâce à l’IP (Figure III.1 B). Ainsi, l’absence de 

cytotoxicité des PM-AW à été observée pour des concentrations allant de 1 à 50µg/cm² (Figure 

III.1 C) et pour des temps d’exposition de 24h, 48h et 72h (Figure III.1 B et C). 

Ces résultats montrent donc que les PM2.5 parisiennes de 2003 n’induisent pas l’apoptose 

des cellules épithéliales bronchiques humaines. 
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Figure III.1: Effet de l'exposition des PM2.5 prélevées en 2003 sur les cellules épithéliales 
bronchiques humaines. A) Les cellules épithéliales bronchiques humaines 16HBE, NCI-H292, BEAS-2B 
ou NHBE ont été exposées 24 heures à 10 µg/cm2 de différents lots de PM2.5: Auteuil-hiver (AW), Auteuil-
été (AS), Vitry-hiver (VW) ou Vitry-été (VS) ; le H2O2 a été utilisé à 500µM comme contrôle positif 
d’apoptose. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux et le pourcentage d’apoptose a été 
déterminé par des marquages du potentiel transmembranaire mitochondrial (ΔΨm) avec le DiOC6(3) et 
de la perméabilisation de la membrane plasmique avec l’IP. (*traités vs contrôle, p<0,05, n=3). B) Effet 
dose des PM2.5-AW dans les cellules 16HBE. Les cellules 16HBE ont été exposées 24h aux PM2.5-AW de 1 à 
50 µg/cm2 ou au H2O2 (500µM, pour contrôle positif), et quatre critères de l’apoptose ont été mesurés en 
cytométrie en flux par différents fluorochromes: le DiOC6(3) pour mesurer la chute du ΔΨm, 
l’hydroéthidine (HE) pour la mesure de l’anion superoxyde, l'Annexine V-FITC pour marquer l'exposition 
de phosphatidylsérine, et l'iodure de propidium (IP ou PI) a été utilisé comme un indicateur de la 
perméabilisation de la membrane plasmique. C) Etude cinétique de l'effet PM2.5-AW sur l'apoptose dans 
les cellules 16HBE. Les cellules ont été exposées aux PM2.5-AW (de 1 à 50 µg/cm2) ou H2O2 (500 µM) 
pendant 48 h ou 72h avant l'analyse par cytométrie en flux. Les résultats sont représentatifs de trois 
expériences indépendantes. D’après Ferecatu et al. 2010 (Annexe 1). 
 

III.2.1.ii) Les particules parisiennes Trafic (TR) G, F et UF de 2010 

Les résultats précédents montrent que des PM2.5 parisiennes ne sont pas cytotoxiques 

pour les cellules épithéliales bronchiques humaines. Cela est-il lié à une taille des particules ? 

Des particules plus grosses ou plus petites induiraient-elles l’apoptose ?  
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Afin d’appréhender le paramètre de taille des PM, nous avons analysé les particules TR5, 

TR6 et TR7 de 2010 pour les trois classes de taille (G, F et UF). Parmi ces 3 échantillons, il s’est 

avéré que TR6 avait un impact différent des particules TR5 et TR7. Nous avons donc fait la 

moyenne des résultats obtenus pour TR5 et TR7, et les résultats de TR6  ont été analysés 

séparément (Figure III.2). Après 24h d’exposition, les particules TR5 et TR7 des 3 classes de 

taille n’induisent pas d’augmentation de l’apoptose des cellules 16HBE. Cependant, une 

augmentation modérée de l’apoptose semble apparaître lorsque les cellules sont exposées aux 

TR6 G et UF pour les doses de 5 et 1 µg/cm², respectivement.  

Ainsi, les particules TR5 et TR7 de 2010 ne semblent pas cytotoxiques pour les cellules 

16HBE quelle que soit leur taille, alors que le lot TR6 pourrait induire l’apoptose en 

relation avec la taille et la dose des particules.  

 

 

Figure III.2 : Effet de l'exposition aux particules TR sur les cellules 16HBE. Les cellules 16HBE ont été 
exposées 24h aux PM grossières (G), fines (G) et ultrafines (UF) aux concentrations de 1, 5 et 10 µg/cm² 
avant la quantification de l’apoptose par cytométrie en flux des cellules présentant simultanément une 
dépolarisation mitochondriale (DiOC(6)3 low) et une perméabilisation de la membrane plasmique (PI 
high). Le H2O2 (1mM) a été utilisé comme control positif. (*traités vs contrôle, p<0.001, n=4 pour TR5-7 
et n=2 pour TR6 sans test statistique).  

 

III.2.1.iii) Les particules parisiennes Biomasse (WB) G, F et UF de 2010 

Afin de comprendre si la composition chimique des particules était un paramètre 

impliqué dans la cytotoxicité des PM, nous avons étudié les particules parisiennes WB dont les 

sources identifiées sont le chauffage au bois en plus du trafic automobile et de la pollution de 

fond. 

Du fait des quantités très limitées en particules qui ont été prélevées (PG=1.8 µg/m3, 

PF=14.4 µg/m3 et PUF=1.8 µg/m3 en moyenne pour WB1 et WB3), nous n’avons pu faire que 2 

réplicats pour chaque source et donc choisi de présenter ici la moyenne des résultats obtenus 

pour WB1 et WB3 (notée WB). Comme illustré sur la figure III.3, les différentes classes de 

particules provenant du site biomasse WB n’induisent pas l’apoptose des cellules 16HBE jusqu’à 

une concentration de 10 µg/cm². Ceci est en accord avec les résultats précédents.  



 87 

En conséquence, les particules WB de 2010 ne semblent pas cytotoxiques pour les cellules 

16HBE quelle que soit leur taille. 

 

  
Figure III.3: Effet de l'exposition aux particules WB. Les cellules 16HBE ont été exposées 24h aux PM 
grossières (G), fines (G) et ultrafines (UF) aux concentrations de 1, 5 et 10 µg/cm² avant la quantification 
de l’apoptose par cytométrie en flux des cellules présentant simultanément une dépolarisation 
mitochondriale (DiOC(6)3 low) et une perméabilisation de la membrane plasmique (PI high). Le H2O2 
(750 µM) a été utilisé comme control positif. (*traités vs contrôle, p<0.001, n=4).  

 

III.2.1.iv) Les particules Biomasse G, F et UF de Ouagadougou (OB) 

La divergence des résultats précédents obtenus avec des particules ayant des sources 

identifiées proches (TR6 vs. les autres lots de PM parisiennes) interroge sur le rôle exact de la 

composition chimique des PM dans leurs effets sur l’apoptose. Afin de mieux appréhender le rôle 

des composés particulaires, nous avons tiré avantage de l’accès aux PM africaines prélevées à 

Ouagadougou et donc issues de sources très contrastées par rapport aux PM parisiennes de 

2003 et 2010. En effet, l’intérêt d’étudier cette ville africaine sub-saharienne réside dans des 

concentrations en particules très fortes (près de 10 fois les niveaux parisiens) avec une 

multitude de sources potentiellement toxiques (cuisson au bois, trafic de deux roues et parc 

automobile ancien, brûlage des déchets, remise en suspension des routes non goudronnées, 

proximité du désert, etc.). 

Les résultats montrent que les particules Biomasse de Ouagadougou, prélevées le soir 

(OB3, Figure III.4) n’altèrent pas l’apoptose spontanée des cellules 16HBE quel que soit la taille 

des PM. A l’inverse, les particules prélevées au même endroit mais le matin (OB4) induisent une 

augmentation du taux apoptotique des cellules 16HBE de manière dose-dépendante pour les 

particules grossières et à 1 et 5µg/cm² pour les fines. Ceci pourrait s’expliquer par le brûlage des 

ordures qui intervient spécifiquement le matin et différencie donc les lots OB3 et OB4. 

En plus de la taille et de la concentration, la temporalité des prélèvements et donc la 

composition chimique des PM semble être un paramètre régulant l’induction de 

l’apoptose des cellules bronchiques humaines. 
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Figure III.4 : Effet de l'exposition aux particules OB. Les cellules 16HBE ont été exposées 24h aux PM 
grossières (G), fines (G) et ultrafines (UF) aux concentrations de 1, 5 et 10 µg/cm² avant la quantification 
de l’apoptose par cytométrie en flux des cellules présentant simultanément une dépolarisation 
mitochondriale (DiOC(6)3 low) et une perméabilisation de la membrane plasmique (PI high). Le H2O2 
(750 µM) a été utilisé comme control positif. (*traités vs contrôle, p<0.05, n=4).  

 

III.2.1.v) Les particules Photochimie G, F et UF de Ouagadougou (OP) 

La pollution photochimique ou pollution photo-oxydante, résulte de la transformation de 

polluants primaires par les rayonnements ultra-violets solaires. Cette pollution atmosphérique 

est riche en composés oxydés et espèces oxydantes (voir Figure I.20) tels que l’ozone et l’anion 

superoxyde (CITEPA 2013). Il est donc particulièrement intéressant d’étudier les propriétés des 

particules issues de la photochimie. 

L’étude par cytométrie en flux montre que les particules UF OP5 semblent induire une 

faible augmentation de l’apoptose à 10 µg/cm² (Figure III.5). Tandis que les particules OP6 

augmenteraient modérément l’apoptose des cellules 16HBE pour des concentrations plus faibles 

(1 et 5 µg/cm²) et pour des particules plus grosses (G).  

Comme précédemment, la temporalité des prélèvements et donc la composition chimique 

des PM semble être un paramètre régulant l’induction de l’apoptose. 
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Figure III.5 : Effet de l'exposition aux particules OP. Les cellules 16HBE ont été exposées 24h aux PM 
grossières (G), fines (G) et ultrafines (UF) aux concentrations de 1, 5 et 10 µg/cm² avant la quantification 
de l’apoptose par cytométrie en flux des cellules présentant simultanément une dépolarisation 
mitochondriale (DiOC(6)3 low) et une perméabilisation de la membrane plasmique (PI high). Le H2O2 
(750 µM) a été utilisé comme control positif. (*traités vs contrôle, p<0.001, n=3 pour H2O2 et n=2 pour 
OP5 et OP6).  
 

III.2.1.vi) Résultats complémentaires & Discussion  

Cette partie de l’étude nous a permis de démontrer que les particules PM2.5 prélevées en 

2003 n’induisent pas l’apoptose des cellules 16HBE (Figure III.1). L’étude des particules de 

différentes classes de tailles n’a pas perms d’établir de lien entre la taille des particules et leur 

cytotoxicité modérée (Figure III.2, III.4 et III.5), qui serait plutôt en relation avec les lieux et la 

temporalité des prélèvements (Figures III.4 et III.5) et donc avec la composition chimique des 

PM. En effet, des particules de même classe de taille, prélevées soit à Paris soit à Ouagadougou 

ont des effets différents sur l’apoptose des cellules 16HBE : TR6 vs TR5-7, OB4 vs OB3, OP5 vs 

OP6.  

Cependant, les résultats obtenus avec les particules de Ouagadougou sont à interpréter 

avec prudence du fait des nombreux problèmes qui ont surgi avec ces PM aussi bien pour leur 

analyse chimique que biologique. En effet, lors des prélèvements, une quantité importante de 

poussières crustales sont venues contaminer les étages des impacteurs et ont enrichi de manière 

artéfactuelle les fractions F et UF. Ceci s’est traduit visuellement par une coloration différente 

des aérosols suivant leur classe de taille (Figure III.6):  

En résumé, la taille, la dose et la composition chimique des PM constituent des 

paramètres qui conditionnent possiblement l’induction de l’apoptose. 
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Afin d’avoir une meilleure interprétation des résultats obtenus, il est nécessaire de les 

comparer avec les autres expériences réalisées lors du projet MEGATOX.  

• Autres tests de cytotoxicité 

En parallèle, le laboratoire de toxicologie de l’Institut Pasteur de Lille (IPL) a réalisé 

d’autres tests de viabilité sur le même type cellulaire : un test au bleu Trypan, un colorant qui est 

exclu activement des cellules vivantes et permet donc de les discriminer des cellules mortes ou 

mourantes ; un test des halos qui utilise un gradient de solvant et une coloration au bromure 

d’éthidium permetant de distinguer les cellules vivantes, nécrotiques, ou apoptotiques ; ainsi 

qu’un un test des comètes (ou Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) permettant de détecter et 

quantifier des lésions primaires de l’ADN, par électrophorèse.  

Les résultats du test comète n’ont pas montré d’effets génotoxiques des particules 

prélevées à Paris et Ouagadougou en 2009-2010, de même que le test au bleu Trypan et le test 

des halos n’ont montré aucune cytotoxicité pour ces particules, excepté des phénomènes de 

nécrose causés par les particules OB3 UF et OB4 G à 10 µg/cm². Ces résultats sont concordants 

avec nos résultats obtenus par cytométrie en flux sur les paramètres de chute du potentiel 

transmembranaire mitochondrial et de perméabilisation de la membrane plasmique (Figure 

III.4 A).  

• Etude de l’expression des gènes pro-inflammatoires 

L'absence ou l’induction modérée d’apoptose dans les cellules 16HBE ne signifie pas que 

les particules étudiées ici ne modifient pas l'état des cellules bronchiques, comme l’expression 

des cytokines pro-inflammatoires. Depuis de nombreuses années, notre laboratoire s’intéresse à 

l’expression des gènes de l’inflammation et du métabolisme des xénobiotiques et il a été montré 

précédemment que les PM-AW, -AS, -VW et –VS induisent notamment la sécrétion de 

l’Amphiréguline (AR) et du GM-CSF (« Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor ») 

après 24 heures d’exposition (Figure III.7). 

A B 

Figure III.6 : Composition chimique des particules OB3. A) Coloration  différente  
des  aérosols  suivant  leur classe  de  taille : une  couleur  brune  dans  le  mode  G  
(PM10)  pour  la  dominance  de  la resuspension  locale des PM (routes),  une  couleur  
orangeâtre  dans  le  mode  F  (PM1)  pour  le  transport  à longue distance de 
poussières sahariennes et , et une couleur grisâtre pour le mode UF (PM0.2) pour 
l’aérosol de combustion produit par l’agglomération. B) Analyse chimique.  
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Figure III.7: Potentiel pro-inflammatoire de différents lots de PM2,5 (AW, AS, VW et VS). Après 4 ou 
24 heures d’exposition à 10 µg/cm2 de particules, la sécrétion de l’Amphiréguline (AR) et du GM-CSF a été 
évaluée par ELISA. (*traités vs contrôle, p<0.001, n=3). D’après Ferecatu et al. 2010 (Annexe 1). 

 

Concernant les PM de 2010, une étude approfondie de l’AR, du GM-CSF, de l’IL-6 

(Interleukine 6), du CYP1A1 (cytochrome P450 1A1), de NQO-1 (NADPH Quinone 

Oxydoréductase 1) et HO1 (Hème Oxygénase 1) a été réalisée par le Dr Laura Boublil via RT-

qPCR (Figure III.8). Après une exposition des cellules 16HBE avec 10µg/cm² de particules 

pendant 24h, les ARNm des gènes de l’inflammation et du métabolisme des xénobiotiques ont 

été quantifiés. Les représentations en radars confirment que la fraction grossière est celle ayant 

le moins d’effets sur l’expression génétique quel que soit le biomarqueur considéré 

comparativement aux PM F et UF. Par ailleurs, les fractions fines TR7 et WB1 semble être très 

réactives et induire une surexpression de quatre gènes étudiés (IL-6, NQO1, CYP1A et AR,). Pour 

la fraction UF, ce sont les PM WB3, TR6 et TR7 qui semblent les plus réactives avec une 

surexpression des gènes de l’IL-6, NQO-1, AR, et GM-CSF (Figure III.7 A).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.8: Représentation, en radars, des effets des PM sur l’expression des gènes de 
l’inflammation. Les cellules 16HBE ont été traitées pendant 24h avec 10µg/cm² de PM prélevées à Paris 
en 2009-2010. L’expression des ARNm des gènes du GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 
Stimulating Factor), de l’IL-6 (Interleukine 6), du CYP1A1 (cytochrome P450 1A1), de l’AR 
(Amphiréguline), de NQO-1 (NADPH Quinone Oxydoréductase 1) et de HO1 (Hème Oxygénase 1) ont été 
mesuré par RT-qPCR et normalisés en affectant 1 à la plus forte induction. 

 
Ces modifications de l’expression génétique concordent avec les résultats trouvés dans la 

littérature. En effet, il a été largement démontré que les particules atmosphériques induisent 
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l’augmentation de l’expression des gènes du métabolisme des xénobiotiques et du stress 

oxydant tels que le CYP 1A1, HO1 et NQO1, ainsi que les gènes de l’inflammation tels que l’AR, le 

GM-CSF et l’IL-6 (Abbas et al. 2009; Baulig et al. 2009; Aung et al. 2011; Danielsen et al. 2011; 

Diabate et al. 2011; Dergham et al. 2012). L’expression de ces gènes traduit de la mise en place 

d’un mécanisme de défense physiologique et cellulaire contre ces toxiques, mais n’est pas 

obligatoirement lié à une cytotoxicité conduisant à l’altération ou la mort des cellules. Ainsi, ces 

résultats ne sont pas en désaccord mais sont complémentaires de ceux obtenus sur l’apoptose. 

 

III.2.2) Etude de l’inhibition de l’apoptose 

III.2.2.i) Rôle de la taille 

L'absence de cytotoxicité des PM2.5 de 2003 ne veut pas dire que ces particules ne 

modifient pas l'état des cellules bronchiques, par exemple leur faculté à mourir par apoptose. 

Nous avons donc étudié la capacité des PM à réduire l’apoptose induite par diverses molécules. 

Pour cela, les cellules ont été exposées pendant 4h aux PM seules, puis 20h additionnelles en 

présence d’un inducteur d’apoptose tel que l’ionophore calcique A23187 (A23). Ainsi, les PM2.5-

AW semblent avoir un effet anti-apoptotique sur les cellules épithéliales bronchiques humaines 

alors que les PM2.5-VS restent sans effet (Figure III.9).  

Concernant les particules prélevées en 2009-2010, l’effet anti-apoptotique n’a pu être 

étudié que pour les PM TR5 et OB3 et uniquement pour les fractions G et F par manque de 

particules collectées. Néanmoins, la figure III.9 montre que les particules parisiennes (TR5) et 

africaines (OB3), grossières et fines, n’ont pas l’effet anti-apoptotique démontré pour les PM2.5-

AW (Figure III.9) bien que l’on puisse noter une légère diminution dans le cas de TR5 F. Sachant 

que les PM2.5 comprènent toutes les particules prélevées inferieures à 2,5 µm et que les 

particules fines (F) sont comprisent entre 2,5 et 0,25 µm (voir § II.2.3), ils serait necessaire 

d’effectuer d’autres prélèvments afin de statuer sur le rôle de la taille dans l’effet anti-apoptique 

des PM. 

 
Figure III.9 : Effet anti-apoptotique de 
particules de différentes tailles. Les 
cellules 16HBE ont été exposées 4h aux 
différentes PM avant l’ajout de l’inducteur 
d’apoptose A23187(A23) pendant 20h 
supplémentaires. Le pourcentage de cellules 
apoptotiques a été déterminé en cytométrie 
en flux par un double marquage au DiOC6(3) 
et IP) mesurant respectivement la chute du 

m et la perméabilisation de la membrane 
plasmique. Les résultats sont la moyenne de 
trois expériences distinctes (pour les PM-AW 
et VS et les témoins (Co) ou de deux répliquas 
(pour les PM TR5 et OB3). * traité vs. control 
(p<0,05, n=3). D’après Ferecatu et al. 2010. 
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III.2.2.ii) Rôle de la composition chimique 

Afin de déterminer le rôle de la composition chimique des particules dans leur effet anti-

apoptotique, les cellules 16HBE ont été exposées 4 heures aux quatre lots de particules de 2003 

(PM-AW, -AS, -VW et -VS), ainsi qu’aux extraits organiques (Oex) ou aqueux (Aex) des PM-AW, 

aux PM-AW lavées (wash, dépourvues des composés hydrosolubles), ou à des particules de noir 

de carbone (CB, mimant le cœur carboné, voir Figure I.6 ). L’apoptose a ensuite été induite 

pendant 20h supplémentaires avec l’A23187 puis quantifiée par cytométrie en flux aux regards 

des paramètres de chute du m (DiOC(6)3 low) et de production de l’anion superoxyde (HE-> 

Eth high). La Figure III.10 montre que parmi les quatre lots prélevés en 2003, les PM-AW, -AS et 

-VW réduisent d’environ 40% l’apoptose induite par l’A23187 (A23). A l’inverse, les PM-VS 

restent sans effet, suggérant que la composition chimique des particules, qui varie entre ces 

différents lots, pourrait être un paramètre déterminant.  

Les résultats montrent que l’extrait organique, comme l’extrait aqueux et les PM-AW 

lavées, miment partiellement l’effet anti-apoptotique des PM-AW entières (Figure III.10) ; au 

contraire du CB qui n’a aucun effet anti-apoptotique.  

Ainsi, la composition chimique semble être un paramètre clé impliqué dans l’effet anti-

apoptotique des particules, en particulier les composés organiques et hydrosolubles. 

 
 

Figure III.10: Effet anti-apoptotique des différents composés particulaires. Les cellules 16HBE ont 
été prétraitées 4h par 10µg/cm² de PM2.5 (-AW, -AS, -VW, -VS), ou à la concentration équivalente d’extrait 
organique (Oex, 4,27mg/ml) ou aqueux (Aex) des PM-AW, ou aux particules PM-AW lavées (wash, 
10µg/cm²), ou au noir de carbone (CB, 10µg/cm²), avant une exposition de 20h supplémentaires à 
l’inducteur d’apoptose A23187 (3µM). Le pourcentage de cellules apoptotiques a été déterminé en 
cytométrie en flux par un double marquage au DiOC6(3) et HE. Co : Contrôle. * traité vs. control (p<0,05, 
n=3). D’après Ferecatu et al. 2010, (Annexe 1). 

 

III.2.2.iii) Rôle des composés organiques  

Puisque les composés organiques des PM semblent impliqués dans leur effet anti-

apoptotique, nous nous sommes particulièrement intéressés aux hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP) (Tableau III.1). L’analyse chimique des PM montre que les particules anti-

apoptotiques (c’est-à-dire PM-AW, -AS et-VW) possèdent une quantité totale de HAP très 
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supérieure aux particules non anti-apoptotiques (PM-VS), laissant supposer que les HAP 

pourraient participer à l‘effet anti-apoptotique. Un constat identique peut-être fait concernant 

les HAP de plus de 3 cycles benzéniques mais pas à propos des HAP de 2 et 3 cycles. 

Tableau III.1: Composition en HAP des PM de 2003. D’après Baulig et al. 2004. 

HAP (µg/g) PM-AW  PM-AS  PM-VW  PM-VS  

Total 210.2 84.7 88.3 34.7 

HAP légers (2-3 cycles) 32.8 9.4 11.6 10.1 

Phénanthrène 7.8 5.4 2.5 3.0 

Fluoranthène 16.9 8.9 4.8 3.6 

HAP lourds (> 3 cycles) 177.4 75.3 76.7 24.6 

Benzo(b)fluoranthrène 21.4 13.4 14.6 3.4 

Benzo(k)fluoranthrène 7.8 2.7 5.4 1.1 

Benzo(a)pyrène 17.0 3.5 5.3 1.1 

Dibenzo(a,h)anthracène 2.4 1.9 11.9 0.4 

Benzo(g,h,i)pérylène 30.6 11.4 13.3 3.8 

Benzo(g,h,i)pérylène 30.6 11.4 13.3 3.8 

Indéno-pyrène 15.0 4.0 7.3 2.1 

 
Afin de vérifier cette supposition, des essais d’association linéaire entre l’inhibition de 

l’apoptose (d’au moins 40%) et la composition en HAP des différents lots de particules ont été 

réalisés (Figure III.11). Les représentations graphiques obtenues confirment que, 

contrairement aux HAP légers, les HAP lourds (ayant plus de 3 cycles benzéniques) semblent 

impliqués dans l’effet anti-apoptotiques des PM. De plus, cette étude, bien que quelque peu 

spéculative, suggère que l’inhibition de l’apoptose pourrait requérir une concentration minimale 

en HAP totaux d’au moins 52 µg/g de particules.  
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Figure III.11 : Corrélation entre la composition des PM en HAP totaux (A), légers (B) ou lourds (C), et 
l’inhibition de l’apoptose. La concentration minimale en HAP pour obtenir une inhibition de l’apoptose 
d’au moins 40% a été déterminée (en rouge) d’après la droite de régression linéaire. 

 

 Afin de valider l’implication des HAP lourds dans l’effet cytoprotecteur des PM, les 

cellules 16HBE ont été exposées pendant 4h à différents HAP (Tableau III.2). En accord avec les 

résultats précédents, nous avons montré que seuls les HAP particulaires (de cinq cycles 

benzéniques ou plus) ont des propriétés anti-apoptotiques (Ferecatu et al. 2010, Annexe 1). En 

particulier, le Benzo(a)pyrène (BaP) est celui qui permet la plus grande inhibition de l’apoptose 

induite par A23187, avec un effet proche de celui observé avec les PM-AW entières (Andreau et 

al. 2012). 

 
Les HAP particulaires à plus de 5 noyaux benzéniques participent à l’effet anti-

apoptotique des PM, en particulier le BaP, et une concentration minimale semble requise.  
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Tableau III.2: L’effet anti-apoptotique des différents des PM-AW est lié aux HAP ayant cinq cycles 
benzéniques ou plus. Les cellules 16HBE ont été prétraitées pendant 4h avec différents HAP aux 
concentrations équivalentes à 10 µg/cm² (50 µg/ml) de PM-AW avant l'induction de l'apoptose par 
A23187 (3 µM) pendant 20h supplémentaires. Les résultats sont la moyenne ± SD (n=6). La significativité 
a été calculée par le test de Dunnett (*traité vs solvant cyclohexane 1%, p <0,01). A noter que l’apoptose 

induite par A23 seul provoque une chute du m (DiOC -) et une perméabilisation de la membrane 
plasmique (PI +) de 93.00 ± 3.31% et 96,97 ± 7,18%, respectivement. En outre, l’exposition aux PM-AW 
(10 µg/cm²) induit en moyenne une diminution de l’apoptose induite par A23 de 64.33 ± 9.89 % (DiOC 
low) et de 39.45 ± 8.50 % (PI high). D’après Andreau et al. 2012(Annexe 2). 

 

III.2.2.iv) Rôle des composés métalliques  

Cette étude constitue la première partie d’une publication soumise (voir Chapitre IV) et 

ne seront rappelés ici que les principaux résultats présentés dans l’article : 

“Urban fine PM and their metallic compounds protect human bronchial epithelial cells from 

apoptosis: Role of Nrf2” 

Melanie Lovera-Leroux, Belinda Crobeddu, Nadim Kassis, Armelle Baeza-Squiban  

and Karine Andreau 

 

HAP Structure Apoptose induite par A23 
(% du contrôle) 

  DiOC - PI + 

Phénanthrène 

 

88.96 ± 5.00 94.43 ± 6.33 

Fluoranthène 

 

86.22 ± 7.13 87.37 ± 10.79 

Benzo[b]fluoranthrène 

 

91.17 ± 3.62 99.17 ± 8.41 

Benzo[k]fluoranthrène 

 

96.41 ± 6.56 104.09 ± 11.45 

Benzo[a]pyrène 

 

70.27 ± 5.60* 34.55 ± 3.68* 

Dibenzo[a,h]anthracène 

 

80.69 ± 1.26* 80.10 ± 5.37* 

Benzo[g,h,i]pérylène 

 

75.49 ± 2.94* 75.91 ± 3.31* 

Indéno[1,2,3-cd]pyrène 

 

79.38 ± 4.43* 80.24 ± 10.38* 
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En plus des composés organiques tels que les HAP particulaires, les résultats précédents 

semblent également impliquer les composés hydrosolubles dans l’effet anti-apoptotique des PM 

(voir Figure III.10). Parmi les composés hydrosolubles, nous nous sommes intéressés au rôle 

des composés métalliques. De manière préliminaire, des essais d’association linéaire entre 

l’inhibition de l’apoptose (d’au moins 40%) et la composition métallique des différents lots de 

particules ont été réalisés (Figure III.12). Les représentations graphiques obtenues suggèrent 

qu’une concentration maximale en métaux (<147 mg/g de PM) serait nécessaire à 

l’établissement de l’effet anti-apoptotique et ceci en lien avec les métaux de transition (< 21.5 

mg/g), alcalins et alcalino-terreux (< 123 mg/g), mais indépendamment des métaux lourds. 

 

Figure III.12: Corrélation entre la composition des PM en métaux totaux (A), de transition (B), 
alcalino-terreux (C), et lourds (D), et l’inhibition de l’apoptose. La concentration maximale en metaux 
pour obtenir une inhibition de l’apoptose d’au moins 40% a été déterminée (en rouge) d’après la droite de 
régression linéaire. 

 

Afin d’identifier les métaux de transition ou alcalino-terreux qui seraient impliquer dans 

l’effet cytoprotecteur des PM, les cellules 16HBE ont été exposées 4h à différents métaux sous 

forme ionique, à la concentration équivalente à 10 µg/cm² de PM-AW ou de PM-VS (pour rappel 

Tableau II.4, ci-dessous), puis l’apoptose a été induite avec l’A23187 pendant 20h 

supplémentaires. Les huit métaux testés sont : quatre métaux de transition (Cu, Fe, Mn et Zn), un 

métal post-transition (Al), deux métaux alcalino-terreux (Ca et Mg), et un métal lourd (Pb). 
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Pour rappel : Tableau II.4 : Composés métalliques des PM de 2003 et doses utilisés dans les 

expériences.  

Métaux Total Cu Fe Mn Zn Al Ca Mg Pb 

PM-AW (mg/g)a 67.36 0.86 13.20 0.16 1.50 3.40 19.50 1.60 0.25 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 43 660 8 75 170 975 80 12.5 

PM-AS (mg/g)c 106.68 1.23 26.3 0.37 1.7 10.5 36.2 3.6 0.42 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 61.5 1315 ND 85 525 ND ND ND 

PM-VW (mg/g)d 120.29 0.37 13.5 0.42 1.3 10.4 59.6 4.3 0.52 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 18.5 675 ND 65 520 ND ND ND 

PM-VS (mg/g)a 193.26 0.40 21.6 0.54 1.30 20.40 110.6 6.7 0.43 

Dose utilisée dans 

les expériences 

(ng/ml)b 

 20 1080 27 65 1020 5530 335 21.5 

a D’après Baulig et al. 2004 , b équivalent à 10 µg/cm² ou 50 µg/ml de PM , c D’après Rumelhard et al. 2007a,  
d D’après Rumelhard et al. 2007b , ND: pas de données. 

 
 Brièvement, les résultats montrent que sept des huit métaux testés (Cu, Fe, Mn, Al, Ca, Mg 

et Pb) ont un effet protecteur contre l’apoptose induite par A23187 lorsqu’ils sont utilisés à la 

concentration trouvée dans 10 µg/cm² des particules anti-apoptotiques PM-AW (Figure III.13). 

Inversement, ces mêmes métaux n’ont pas d’effet protecteur lorsqu’ils sont utilisés à la 

concentration trouvée dans 10 µg/cm² des particules non-anti-apoptotiques PM-VS, excepté 

dans le cas du Mg(II) et du Pb(II). Contrairement aux métaux cités précédemment, le Zn(II) n’a 

pas d’effet protecteur à la concentration trouvée dans 10 µg/cm² de PM-AW, ceci en relation 

avec la quantité similaire retrouvée adsorbée sur les PM-AW et les PM-VS (voir Tableau II.4 ci-

dessus). La concentration en métaux semble donc jouer un rôle primordial dans l’effet anti-

apoptotique des PM.   
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Figure III.13: Effet anti-apoptotique des composés métalliques des PM. Les cellules 16HBE ont été 
exposées pendant 4h aux métaux Al(III), Cu(II), Fe(II), Fe(III), Zn(II), Ca(II), Mg(II), Mn(II) et Pb(II) aux 
concentrations trouvées dans 10 µg/cm² (soit 50 µg/ml) des particules PM-AW (anti-apoptotiques) ou 
PM-VS (non anti-apoptotiques), puis l’apoptose a été induite par le A23 (3 µM) pendant 20h 
supplémentaires. L’inhibition spécifique de l’apoptose induite par A23 a été déterminée par cytométrie en 
flux grâce à un double marquage : au DiOC6(3) pour la chute du potentiel transmembranaire 
mitochondrial et au HE pour la production d’anion superoxyde. Les résultats sont la moyenne ± SEM de 
quatre expériences distinctes. * traité vs. control A23 seul (p<0.05), $ métaux vs. PM (p<0.001).  
 

 L’implication du fer a été analysée grâce à l’utilisation du chélateur de fer, déféroxamine 

(DFO, 200 µM). Bien que ce composé augmente l’apoptose induite par A23187 d’environ 23%, il 

prévient l’effet anti-apoptotique conféré par les PM-AW entières ou par Fe(II) (Figure III.14 A). 

Ces résultats suggèrent que les composés ferreux contribuent activement à l’effet anti-

apoptotique des PM. 

 Par la suite, nous avons concentré nos recherches sur le fer, pour lequel la différence de 

concentration entre les lots PM-AW et PM-VS est suffisamment importante (Tableau II.4). Nous 

avons réalisé un effet-dose du Fe(II) sur l'inhibition de l'apoptose induite par A23187 afin de 

déterminer la quantité de Fe(II) capable de mimer l'effet anti-apoptotique des particules 

entières (Figure III.14 B). Ainsi, le fer inhibe significativement l’apoptose induite par A23187 

pour des concentrations comprises entre 500 et 750 ng/ml, avec un effet maximal observé pour 

la concentration en Fe(II) équivalente à 10 µg/ml de PM-AW. A contrario, la concentration en 

Fe(II) équivalente à 10 µg/ml de PM-VS n’a aucun effet protecteur ce qui confirme notre 

hypothèse concernant le rôle prépondérant de la concentration en composés métalliques dans 

l’effet anti-apoptotique des PM. 

Les composés métalliques (dont le fer) sont impliqués dans l’effet anti-apoptotique des 

PM; et une concentration maximale semble requise. 
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Figure III.14 : Effet anti-
apoptotique des composés 
ferreux des PM. (A) Effet de la 
déféroxamine. Les cellules 16HBE 
ont été incubées en présence ou en 
absence de déféroxamine (DFO, 
200 µM) pendant 4 heures en 
même temps que l’exposition aux 
PM-AW (10 µg/cm²) ou Fe(II) (660 
ng/ml, qsp 10 µg/cm ² de PM-AW) 
suivie par l'induction de l'apoptose 
par A23187 (3 µM) pendant 20 
heures supplémentaires. 
L'apoptose spécifique a été 
déterminée par cytométrie en flux 
pour les paramètres de la chute 

du  m (DiOC6(3)) et de la 
perméabilisation de la membrane 
plasmique (IP). Les résultats sont 
des moyennes ± SEM (n = 4). * 

p<0.05 vs A23187 seul, § p<0.01 vs 

A23187+DFO et # p<0.5 vs A23187 
+ PM-AW+DFO. B) Étude effet-dose 
de l'effet anti-apoptotique de Fe 
(II). Les cellules 16HBE ont été 
exposées 4 heures au Fe (II) à 
différentes doses (0 à 1250 ng/ml) 
avant l'induction de l'apoptose par 

A23187 (3µM). Les concentrations de Fe (II) absorbées sur 10 µg/cm² de PM-AW (anti-apoptotique) et 
PM-VS (non-anti-apoptotique) sont mises en évidence par des flèches. L'inhibition de l'apoptose 
spécifique a été mesurée par cytométrie en flux par un double marquage au DiOC6(3) et à l’IP. Les 
données sont la moyenne ± SEM de 3 expériences différentes * traité vs. A23187 seul, p <0.01. (voir 
Article chapitre IV) 

 

III.2.2.v) Discussion 

 Bien que le rôle du paramètre de taille des PM doit encore être approfondit, nous avons 

montré que la composition des PM joue un rôle primordial dans leur l’effet anti-apoptotique, 

plus spécifiquement les HAP particulaires (Tableau III.2) et certains métaux, tels que des 

métaux de transition (Cu, Fe, Mn, Fe) ou post-transition (Al), des métaux alcalino-terreux (Ca et 

Mg) ou un métal lourd (Pb) (Figure III.13).  

 Des tests de corrélations entre la composition chimique et l’inhibition de l’apoptose par 

les différentes PM, ont permis de faire l’hypothèse que l’effet anti-apoptotique des PM pourrait 

être conditionné par une concentration minimale en HAP lourds adsorbés sur les PM (46 µg/g, 

Figure III.11 C) mais également par une concentration maximale en métaux de transition (21.5 

mg/g, Figure III.12 B) et alcalins/alcalino-terreux (123 mg/g, Figure III.12 C). En accord avec 

ces analyses de corrélation, nous avons montré que 3 métaux de transition (Cu, Fe et Mn), un 

métal post-transition (Al) et un métal alcalino-terreux (Ca) présentent un effet cytoprotecteur en 

lien avec leur concentration spécifique dans les PM-AW anti-apoptotiques (Figure III.13).  
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 Jusqu’à aujourd’hui, de nombreuses études ont mis en évidence la toxicité des particules 

atmosphériques via l’induction de la mort cellulaire, d’un stress oxydant, et d’une réponse pro-

inflammatoire (Upadhyay et al. 2003; Agopyan et al. 2004; Dagher et al. 2006; Zhang et al. 2007; 

Chuang et al. 2013). Néanmoins, plusieurs études ont rapporté les effets cytoprotecteurs des 

composés organiques de PM comme les HAP (Teranishi et al. 2010) ou de leur métabolites 

(Burdick et al. 2006; Hung et al. 2007; Teranishi et al. 2010), la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-

dioxine (TCDD) (Chopra et al. 2009), des PCB non-dioxine (Al-Anati et al. 2010), ou les particules 

Diesel (Bayram et al. 2006). Les mécanismes exacts ne sont pas entièrement compris, mais des 

études in vitro ont montré la nécessité des synthèses protéiques (Chopra et al. 2010) dont 

l’augmentation des protéines IAP1, IAP2 et Survivine associée à la diminution de XIAP et 

Caspase-3 (Hung et al. 2007), la modulation de la protéine p53 (Al-Anati et al. 2010; Mukherjee et 

al. 2011), et l'activation du récepteur Ah (Ferecatu et al. 2010). De plus, nos résultats montrent 

que le BaP mime le plus efficacement l’effet anti-apoptotique des PM-AW en accord avec les 

travaux montrant que son métabolite BPDE (anti-7,8-dihydrodiol-9,10-époxy-benzo[a] pyrène) 

est également capable de supprimer l'apoptose des cellules épithéliales mammaires (Burdick et 

al. 2006). 

 De même, bien que les métaux et les HAP sont connus pour être des composés chimiques 

cytotoxiques (Manzl et al. 2004; van Grevenynghe et al. 2004; Gobe et al. 2010; Orrenius et al. 

2011), quelques études suggéraient que certains métaux tels que le lithium (Luo 2010), le fer, le 

cuivre (Wang, Q. et al. 2007; Yu, J.W. et al. 2010) et le zinc pouvaient avoir un effet 

cytoprotecteur. Parmi les composés particulaires hydrosolubles, Zn est déjà connu pour inhiber 

l'apoptose et minimiser le stress oxydant (par exemple la peroxydation lipidique, Carter et al. 

2002; Truong-Tran et al. 2001) par un processus qui stabilise directement les lipides et les 

protéines membranaires ou indirectement par le maintien des niveaux de glutathion (Szuster-

Ciesielska et al. 2008). L'effet protecteur de Zn a également été lié à l’inhibition de l’activation des 

caspases -8, -9 et -3 (Hao et al. 2013). Cependant dans notre étude, Zn est le seul métal dénué 

d'effet anti-apoptotique, en opposition avec les publications montrant une protection contre 

l'apoptose provoquée par de nombreux inducteurs, probablement en raison de la faible 

concentration utilisée ici: environ 0,55 µM tandis que l'effet cytoprotecteur du zinc a été signalée 

au-delà de 10 µM (An et al. 2005; Kontargiris et al. 2012). 
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III.3) CONCLUSION 

 Dans le cadre du projet MEGATOX, cette étude nous a permis, de montrer que la 

cytotoxicité de certaines particules atmosphériques (TR6, OB4, OP5, OP6) pourrait être liée à la 

taille mais également à la concentration des PM. Il ressort que les particules fines et ultrafines 

sont plus réactives concernant l’induction des cytokines pro-inflammatoires. Enfin, les résultats 

étant très contrastés au sein des prélèvements de mêmes lieux, il est possible que la cytotoxicité 

soit liée à la composition des PM, mais, à ce jour, les analyses chimiques des différents lots de 

particules ne nous permettent pas d’établir un lien entre la composition de ces PM et leurs effets 

cytotoxiques.  

 D’autre part, nous avons montré que les particules PM2.5 de 2003 ne sont pas 

cytotoxiques mais au contraire ont un effet anti-apoptotique dans les cellules épithéliales 

bronchiques humaines. La composition chimique des particules semble être un caractère 

déterminant de leur effet anti-apoptotique puisqu’une concentration minimale en HAP lourds 

ainsi qu’une concentration maximale en métaux de transition et alcalins/alcalino-terreux 

semblent requises.  

 A notre connaissance, ce travail est la première étude présentant des preuves que de 

faibles concentrations de PM (10 µg/cm²) ont un effet anti-apoptotique sur les cellules 

épithéliales bronchiques humaines en lien avec leurs composants métalliques et organiques 

adsorbés en concentrations précises. 
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IV.1) CONTEXTE DE L’ETUDE 

Les résultats précédents ont démontré que les particules fines atmosphériques 

parisiennes de 2003 ont un effet anti-apoptotique sur les cellules épithéliales bronchiques 

humaines. Cet effet cytoprotecteur est associé à la composition chimique des PM, et en 

particulier aux HAP particulaires de plus de 5 cycles benzéniques ainsi qu’aux composés 

métalliques, notamment les métaux de transition (voir Chapitre III). 

 Nous savons que certains HAP sont considérés comme des « carcinogènes certains » (par 

exemple le benzo(a)pyrène), « carcinogènes probables » (comme le dibenzo(a,h)anthracène) ou 

« carcinogènes possibles » (tel que le benzo(k)Fluoranthène) pour l’Homme. Pour mieux 

comprendre le rôle des HAP et des métaux dans l’effet anti-apoptotique, nous avons cherché les 

mécanismes impliqués dans l’acquisition de la résistance à l’apoptose provoquée par ces 

composés. Dans une première étude réalisée au laboratoire, nous avions démontré que les HAP 

agissent via leur récepteur spécifique le AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) pour induire l’effet 

anti-apoptotique, probablement en régulant l’expression de certains gènes de régulation de 

l’apoptose (Ferecatu et al. 2010, Annexe 1).  

 De plus, les nombreux métaux absorbés sur les PM peuvent affecter la santé humaine, 

notamment lorsqu’ils entrent en compétition avec les éléments essentiels à de nombreux 

processus cellulaires (comme les processus enzymatiques). Ce sont également des inducteurs 

puissants de stress oxydant cellulaire et certains sont considérés comme carcinogènes (ex : As, 

Cd, Cr, Ni, pour revue voir § I.4.2, Andreau et al. 2012).  

 Dans ce chapitre, nous avons cherché à décrypter les mécanismes moléculaires anti-

apoptotiques induits par les métaux, dans les cellules 16HBE, dans la perspective que leur 

compréhension puisse fournir des indices expliquant le développement des cancers du poumon 

au cours d'expositions à long terme à de faibles concentrations en particules. 

Cette étude fait l’objet d’un article soumis :  

“Urban fine PM and their metallic compounds protect human bronchial epithelial cells from 

apoptosis: Role of Nrf2” 

Melanie Lovera-Leroux, Belinda Crobeddu, Nadim Kassis, Armelle Baeza-Squiban  

and Karine Andreau 
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IV.2) ROLE DE LA VOIE ANTI-OXYDANTE NRF2 DANS LE MECANISME ANTI-

APOPTOTIQUE INDUIT PAR LES COMPOSES PARTICULAIRES METALLIQUES  

IV.2.1) Résumé 

Cet article est structuré en trois parties :  

1- Tout d’abord nous avons démontré le rôle des composés métalliques dans l'effet anti-

apoptotique des PM2.5 (Article: Figures 1, 2, S1 et S3, partie résumée dans le Chapitre III de 

ce manuscrit).  

 

2- Sachant que les métaux sont de forts inducteurs de stress oxydant dans la cellule (Manzl 

et al. 2004; Rana 2008; Gobe et al. 2010), et que les espèces réactives de l'oxygène (ROS) peuvent 

être des régulateurs de l'apoptose (Orrenius et al. 2011; Sinha et al. 2013), nous nous sommes 

intéressés à la réponse adaptative anti-oxydante des cellules. En se basant sur ces connaissances 

et sur le modèle de la réponse hiérarchique au stress oxydant (Li, N. et al. 2003a; Andreau et al. 

2012), nous avons fait l'hypothèse que des quantités précises de métaux, peuvent induire 

une réponse anti-oxydante de faible intensité, qui pourrait être impliquée dans le processus 

anti-apoptotique.  

Nous avons démontré, par la méthode du test DTT, que les particules PM2.5 ainsi que les 

métaux ont une capacité oxydante intrinsèque, en accord avec données de la littérature (Li, N. et 

al. 2003b; Cho et al. 2005; Koike et al. 2006; Biswas et al. 2009; Charrier et al. 2012). Ensuite, par 

cytométrie en flux et dosage du glutathion, nous avons montré qu’une augmentation du contenu 

cellulaire en glutathion est impliquée dans l’effet anti-apoptotique induit par les PM2.5 et par le 

Fe(II) (Article : Figure 4 et 5). Ces résultats sont en accord avec les données scientifiques 

démontrant que les PM ainsi que leurs composés peuvent déclencher une production de H2O2 

(DiStefano et al. 2009; Shen et al. 2012) et une augmentation du contenu cellulaire en GSH 

(Garcon et al. 2001; Michael et al. 2013). Nous avons donc supposé que les PM peuvent induire 

la production d’ERO,  impliqués dans une signalisation redox conduisant à une réponse 

anti-oxydante caractérisée par l’augmentation de la synthèse du glutathion. 

 

3- Enfin, nous nous sommes intéressés de plus près à la voie de signalisation Nrf2 qui est 

connue pour être impliquée dans la transcription de nombreux gènes anti-oxydants et du 

métabolisme des xénobiotiques tels que Nrf2 lui-même, GPx (« Glutathion peroxydase »), HO-1 

(« Heme oxygenase 1 »), GST (« Glutathion S-transferase »), NQO1 (« NADPH Quinone 

Oxidoreductase 1 »), MRP (« Multidrug Resistance-associated Protein »), etc. (Rubio et al. 2010).  

Par immunofluorescence, nous avons démontré la translocation nucléaire de Nrf2 

induite par les particules PM-AW et le Fe(II), ainsi que la transcription de ses gènes cibles 

GPx, HO- 1 et NQO1, démontrée par RT-qPCR (Article : Figure 6). Ces résultats sont en accord 

avec les publications, montrant une surexpression de HO-1 et NQO1 après des expositions 

similaires dans la lignée cellulaire alvéolaire A549 (Deng et al. 2013) et dans les cellules 

épithéliales bronchiques humaines immortalisées BEAS-2B (Diabate et al. 2011).  
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IV.2.3) Article soumis 
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IV.2.3) Résultat supplémentaire & Discussion  

 Cette étude nous permet de proposer un modèle , pour les mécanismes de l'effet anti-

apoptotique des particules atmosphériques, impliquant : d’une part les HAP, via la translocation  

nucléaire du facteur de transcription AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) et la transcription des 

gène cibles possédant l'élément de réponse aux xénobiotiques (XRE) (Ferecatu et al. 2010) ; 

d’autre part les métaux, via l’induction d’une réponse adaptative anti-oxydante et l’activation 

subséquente du facteur de transcription Nrf2 qui conduit à la surexpression des gènes HO1, 

NQO1 et GPx1. De plus, plusieurs études ont démontré qu’il existe une interaction entre les 

voies de signalisation du AhR et de Nrf2. En effet, ces deux facteurs de transcription ont des 

gènes cibles en commun (Surh 2003) tels que Nrf2 (Miao et al. 2005; Hayes et al. 2008), GST 

(Hayes et al. 1995) et NQO1 (Begleiter et al. 2002). Enfin, il semblerait que Nrf2 et AhR peuvent 

interagir physiquement en tant que cofacteurs (Wang, L. et al. 2013), ou bien que le AhR peut 

aussi fixer l’ARE (Niestroy et al. 2011). Par ailleurs, il a été démontré que le benzo(a)pyrène peut 

réguler négativement la transcription de Keap1 et donc participer à l'activation de Nrf2 (Nguyen 

et al. 2010). 

 Cette réponse adaptative peut conduire à la survie cellulaire et la cancérogenèse. En 

effet, l'implication de la production d’ERO, ainsi que l'activation de Nrf2 dans l'initiation de la 

cancérogenèse, ont largement été démontrées, en particulier dans les cancers du poumon (Sporn 

et al. 2012; Bauer et al. 2013; Ganan-Gomez et al. 2013). Ainsi, nous avons fait l’hypothèse que les 

composés métalliques des PM auraient la capacité de transformer les cellules épithéliales 

bronchiques normales en cellules précancéreuses, de par leur acquisition de caractéristiques 

spécifiques comme la résistance à l’apoptose. Afin de conforter cette hypothèse, nous avons 

cultivé les cellules dans un milieu de nitrocellulose gélifié (METHOCELTM), après des traitements 

successifs aux composés particulaires. Des observations au microscope nous ont permis 

d’analyser les résultats de manière qualitative. Les cellules 16HBE étant des cellules adhérentes, 

en conditions normales elles ne peuvent pas pousser en suspension sauf si elles subissent des 

mutations leur conférant la capacité de proliférer. Hors, la perte de l’adhérence, et le potentiel 

réplicatif désordonné sont des caractéristiques des cellules en voie de cancérisation (voir § 

I.4.4). Les résultats montrent que le Fe(II), le Cu(II) et le BaP, mais pas le Fe(III) ont permis aux 

cellules de proliférer dans le milieu de nitrocellulose et de former des colonies (Figure IV.7).  
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Figure IV.1 : Effet des PM et de leurs composés métalliques et organiques sur la prolifération des 
cellules 16HBE en milieu semi-solide. Après cinq expositions répétées aux composés particulaires 
(pendant 24 h, 1 fois/semaine), 150 000 cellules ont été resuspendues dans 2 ml de milieu de 
nitrocellulose gélifié (METHOCELTM). Les colonies cellulaires ont été observées au microscope trois jours 
plus tard. Grossissement X100. 

 

En plus de protéger de la mort cellulaire, les composés particulaires semblent donc 

induire des modifications cellulaires telles que les cellules acquièrent la capacité de 

proliférer en absence d’adhérence. 

Pour conclure, notre étude permet de mettre en lumière l’effet délétère des mélanges et 

des faibles doses de toxique, surtout dans la cancérogenèse. Une interaction possible entre AhR 

et Nrf2 suggère un effet additif des composants organiques et métalliques, sur la réponse 

adaptative anti-oxydante, pouvant conduire à la survie cellulaire et à l’initiation de la 

cancérogenèse. 
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IV.3)  RESULTATS SUPPLEMENTAIRES 

Sachant que les particules inhibent l’apoptose induite par le ionophore calcique A23187 

et que l’internalisation des PM, notamment des nanoparticules, a été montrée dans les cellules 

épithéliales pulmonaires humaines par macropinocytose (Vranic et al. 2013), nous nous sommes 

aussi intéressés au rôle de la voie de signalisation calcique et des interactions éventuelles entre 

le cytosquelette et les particules.  

IV.2.1) Rôle du calcium dans l’effet anti-apoptotique 

 Les PM-AW (10 µg/cm²) inhibent spécifiquement l’apoptose induite par A23187 mais 

pas celle déclenchée par la ionomycine (Ferecatu et al. 2010), nous avons donc cherché à savoir 

quel était l’effet des particules anti-apoptotiques (PM-AW, PM-AS et PM-VW) et non-anti-

apoptotiques (PM-VS) sur l’augmentation du calcium intracellulaire induite par l’A23187 

(Figure IV.2). Pour cela, les cellules ont été prétraitées 4h avec 10 et 50 µg/cm² de particules, 

avant la mesure du taux de calcium intracellulaire des cellules 16HBE (grâce au fluorochrome 

Fluo-4) et l’ajout d’A23187 (5 µM). La fluorescence est lue immédiatement après l’injection 

grâce à la FlexStation®3 (voir § II.5.1).  

 L’A23187 déclenche l’apoptose en induisant une augmentation importante et immédiate 

du Ca2+ intracellulaire qui se stabilise au bout de quelques minutes. Cette augmentation du Ca2+ 

est significativement diminuée par les PM-AW à la concentration de 10µg/cm² et par les 4 lots 

de PM à 50µg/cm² (Figure IV.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure IV.2 : Effet des PM2.5 sur le pic de calcium induit par A23, dans les cellules 16HBE. Les 
cellules 16HBE ont été exposées pendant 4h aux particules à 10 µg/cm² (A) ou 50 µg/cm² (B), avant 
l’ajout du fluorochrome Fluo4, marquant le calcium intracellulaire, puis l’inducteur d’apoptose A23187 
(5µM) a été ajouté juste avant la lecture de la fluorescence en cinétique. Les résultats sont présentés 
comme la fluorescence relative par rapport au témoin. * traité vs A23187 seul, n=24, p<0,05. 
 
 L’augmentation du Ca2+ intracellulaire a également été retrouvée avec un autre 

ionophore calcique : l’ionomycine (1 µM), mais pas avec la staurosporine (STS, 1 µM) qui est un 

inducteur d’apoptose inhibant les protéines kinases calcium dépendantes (Figure IV.3 A). De 

* 

A B 

* 



 160 

manière intéressante, les PM-AW semblent réduire l’augmentation de Ca2+ provoquée par 

l’ionomycine (Figure IV.3 B) alors qu’elles ne protègent pas contre l’apoptose induite par cet 

inducteur (Ferecatu et al. 2010, Annexe 1). A l’inverse, les PM-AW protègent de l’apoptose 

induite par STS, qui n’induit pas d’augmentation calcique (Ferecatu et al. 2010, Annexe 1 et 

Figure IV.3 A).  

 Ces résultats contradictoires posent la question d’une interaction entre les PM non 

internalisées dans les cellules 16HBE et le fluorochrome Fluo-4 qui provoquerait l’extinction de 

sa fluorescence. Afin de tester cette hypothèse, des mesures de Ca2+ intracellulaire ont été 

réalisées par cytométrie en flux. Pour cela, les cellules 16HBE ont été exposées au PM-AW (de 10 

à 50 µg/cm²) pendant 4h, avant l’ajout du Fluo-4 et l’intensité de sa fluorescence a été mesurée 

par cytométrie en flux avant et après ajout des inducteurs d’apoptose (A23187, STS, et Iono) 

(Figure IV.3 C).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.3 : Effet des PM-AW sur le calcium intracellulaire. A) La fluorescence des cellules 16HBE, 
marquées au Fluo4, a été mesurée par FlexStation® 3 dès l’ajout des inducteurs d’apoptose suivants : 
A23187 (2,5µM), staurosporine (STS, 1µM), ou ionomycine (Iono, 1µM). B) Après un prétraitement de 4h 
aux PM-AW, la Ionomycine a été ajoutée (Iono, 1µM) et le calcium intracellulaire a été mesuré par la 
fluorescence du Fluo4 (à la FlexStation® 3). Les résultats sont présentés en unité relative de fluorescence 
(RFU). C) Les cellules 16HBE ont été exposées au PM-AW (de 10 à 50µg/cm²) pendant 4h, avant l’ajout du 
fluorchrome Fluo4 et la fluorescence a été mesuré par cytométrie en flux avant et après ajout d’A23. 
L’intensité moyenne de fluorescence, ainsi que les déviations standards ont été calculées par le logiciel du 
cytomètre en flux. 
 
 
 Les résultats confirment que les deux ionophores calciques (A23 et Iono) augmentent le 

taux de Ca2+ intracellulaire qui est diminué par les PM-AW (Figure IV.3 C). Comme la technique 

de cytométrie en flux quantifie l’intensité de fluorescence du Fluo-4 spécifiquement émise par 

A B 

C 



 161 

les cellules, ceci suggère que les PM-AW peuvent contrecarrer légèrement  l’augmentation de de 

Ca2+ intracellulaire de manière dose-dépendante. 

Les PM2.5 semblent donc capables de réguler le flux calcique intracellulaire de manière 

dose-dépendante. 

 

IV.2.2) Interaction particules / cytosquelette 

 Sachant que l’augmentation du Ca2+ intracellulaire peut induire des réarrangements du 

cytosquelette, en particulier sur le réseau d’actine (Saneyoshi et al. 2012) et que les évènements 

précoces de l’apoptose s’accompagnent d’une stabilisation du réseau de microtubules (Aslan et 

al. 2009), il nous a semblé intéressant d’initier des expériences sur l’effet des PM-AW anti-

apoptotiques sur l’organisation des microtubules et des filaments fins d’actine. 

 Nous avons tout d’abord examiné l’impact des inducteurs d’apoptose A23187 et STS sur 

les réseaux d’actine et tubuline (Figure IV.4). Après 1h d’exposition à l’A23187, les cellules 

commencent à présenter des foci de polymérisation intense des microtubules, ce phénomène 

s’accentuant jusqu’à 4 heures. Parallèlement, l’A23187 semble augmenter la fluorescence de 

l’actine corticale et des fibres de stress. Dans le cas de l’apoptose induite par la STS, les cellules 

16HBE présentent une morphologie très altérée après 1 heure de traitement, des microtubules 

et un réseau d’actine désorganisé (Figure IV.4).  

 A l’inverse, l’exposition des cellules 16HBE aux PM-AW (10 µg/cm²) pendant 1 ou 4 

heures ne semble pas impacter la structure du réseau d’actine (Figure IV.5). 

 

 

 

 



 162 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.4 : Effet des inducteurs d’apoptose sur l’actine et la tubuline des cellules 16HBE. Les 
cellules 16HBE ont été exposées pendant 1h ou 4h aux inducteurs d’apoptose A23 (3µM) ou STS (1µM) 
puis fixées et marquées avec la phalloïdine-rhodamine pour l’actine et avec un anticorps secondaire 
couplé au fluorochrome FITC pour la tubuline, avant d’être observées en microscopie électronique à 
fluorescence. 
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Figure IV.5 : Effet des PM-AW sur l’actine des cellules 16HBE. Les cellules 16HBE ont été exposées 
pendant 1h ou 4h aux PM-AW (10µg/cm²), puis fixées et marquées avec la phalloïdine-rhodamine 132, 
avant d’être observées en microscopie électronique à fluorescence. 

 

 L’étude des conséquences d’une exposition aux PM-AW (10µg/cm²) sur la morphologie 

des cellules 16HBE dans le cadre de leur effet anti-apoptotique a été réalisée par leur 

observation par microscopie électronique à balayage (MEB, Figure IV.6 et IV.7). Les 

observations en MEB confirment que les cellules 16HBE possèdent des microvillosités (flèches 

vertes, Figure IV.6 A). On peut observer qu’après 4h d’exposition aux PM-AW (10µg/cm²), les 

microvillosités ont une forte interaction avec les particules, qui se fixent aux cellules et forment 

des agrégats (flèches bleues, Figure IV.6 B), mais les cellules gardent leur intégrité 

morphologique.  

 Dés 1h d’exposition au A23187, les cellules commencent à présenter des modifications 

morphologiques visibles, caractéristiques de l’apoptose, notamment la formation de bourgeons 

membranaires (« blebbing », flèches rouges) et la perte des microvillosités (Figure IV.6 C). Ces 

deux phénomènes tendent à diminuer lors du prétraitement par les PM-AW (10µg/cm² pendant 

4h, Figure IV.6 D).  

 Après 4h de traitement, l’A23187 induit clairement une mort apoptotique (Figure IV.6 

E), caractérisée par le détachement des cellules (elles sont rondes, flèches oranges), la formation 

de bourgeons (« blebbing », flèches rouges), et la perte de leurs microvillosités (flèches vertes). 

Le prétraitement des cellules par les PM-AW (4h à 10µg/cm²) a visiblement permis de diminuer 

l’apoptose des cellules et de maintenir leur intégrité morphologique (Figure IV.6 F). 

Concernant l’apoptose induite par la STS, dès 1h des modifications morphologiques 

importantes au niveau des microvillosités apparaissent (Figure IV.7 C), celles-ci sont beaucoup 

moins nombreuses et très allongées (flèches vertes). Le prétraitement aux PM-AW montre que 

les microvillosités allongées ont une très forte interaction avec les particules (Figure IV.7 D). 

 Après 4h de traitement par la STS, les cellules 16HBE meurent en prenant une 

morphologie très « dendritique » (Figure IV.7 E, flèches rouges) comme observées en 

immunofluorescence (voir Figure IV.4) et perdent leurs microvillosités à la surface de la 

membrane plasmique (flèche verte). Comme pour l’A23187, le prétraitement aux PM-AW a 
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clairement protégé des cellules des altérations morphologiques induites par le STS (Figure IV.7 

F). 

Ainsi, les PM-AW protègent les cellules des altérations du cytosquelette et 

morphologiques provoquées par les inducteurs d’apoptose. 
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Figure IV.6 : Effet des PM-AW et de l’A23 sur le cytosquelette des cellules 16HBE. Les cellules 16HBE 
ont été exposées pendant 1h (C) ou 3h (E) à l’A23 (3µM) ou pendant 4h aux PM-AW (B), puis 1h ou 3h 
supplémentaires avec l’inducteur d’apoptose A23 (3µM, Det F), avant d’être fixées et traitées pour être 
observées en microscopie électronique à balayage (MEB). 
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Figure IV.7 : Effet des PM-AW et du STS sur le cytosquelette des cellules 16HBE. Les cellules 16HBE 
ont été exposées pendant 1h (C) ou 3h (E) au STS (1µM) ou pendant 4h aux PM-AW (B), puis 1h ou 3h 
supplémentaires avec l’inducteur d’apoptose STS (1µM, Det F), avant d’être fixées et traitées pour être 
observées en microscopie électronique à balayage (MEB). 
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IV.2.2) Discussion 

 Pour résumer, nous avons montré que les particules, notamment les PM-AW, sont 

capables de réduire l’augmentation de Ca2+ intracellulaire causée par les ionophores calciques 

A23187 et ionomycine (Figures IV.3 et IV.4). Cependant, nous ne pouvons déterminer si cette 

réduction du taux de Ca2+ intracellulaire participe à l’effet anti-apoptotique des PM car (voir 

Tableau IV.1): 

i) les particules anti-apoptotiques (PM-AW, -AS et -VW) mais également les PM non-anti-

apoptotiques (-VS) réduisent l’augmentation de Ca2+ ; 

ii) les PM-AW semblent réduire l’augmentation de Ca2+ provoquée par l’ionomycine alors 

qu’elles ne protègent pas contre l’apoptose induite par cet inducteur ; 

iii) les PM-AW protègent de l’apoptose induite par STS, qui n’induit pas d’augmentation calcique. 

  

Tableau IV.1: Récapitulatif des effets des inducteurs sur le calcium. Les PM-AW protègent de 
l’apoptose et réduisent le pic de calcium induits par l’A23187, mais elles protègent aussi de l’apoptose 
induite par STS, qui n’induit pas d’augmentation calcique. A l’inverse, les PM-AW ne protègent pas de 
l’apoptose induite par l’ionomycine, mais réduisent le pic de calcium induit par ce ionophore. 

inducteur Effet anti-
apoptotique des 

PM-AW 

Diminution 
du Ca2+  

intracellulaire 

A23187 oui oui 

STS oui non 

Ionomycine non oui 

 
 

L’A23187 étant un ionophore calcique, il induit l’apoptose suite à une importante 

augmentation du calcium intracellulaire (Reed et al. 1972). Cependant, les mécanismes 

moléculaires impliqués dans cette induction sont encore méconnus et dépendent du type 

cellulaire étudié. En effet, plusieurs études ont montré une activation des caspases par l’A23187 

dans différents types cellulaires (musculaires, lymphoblastiques, neuronales, …, Menconi et al. 

2004), bien que les caspases ne jouent pas nécessairement un rôle effecteur dans le mécanisme 

apoptotique (D'Mello et al. 2000). A l’inverse, d’autres publications décrivent une induction 

d’apoptose par A23187 indépendante des caspases (Cummings et al. 2004).  

 Par ailleurs, des études réalisées au laboratoire (par le Dr Ioana Ferecatu, le Dr Aïda 

Bouharrour, Camille Bossard et Bélinda Crobeddu) ont montré que l’induction d’apoptose par 

A23187 dans les cellules 16HBE semble dépendre de l’activation des calpaïnes mais être 

indépendante de l’activation des caspases (résultats non illustrés). En effet, il est connu que le 

processus apoptotique peut être exécuté indépendamment des caspases, via l’activation d’autres 

protéases telles que les calpaïnes (Lu et al. 2002), qui sont composées d’une sous-unité 

régulatrice où se fixe le calcium et d’une sous-unité catalytique cystéine-protéinase (Sorimachi et 

al. 1997; Lopatniuk et al. 2011). La fonction ionophore calcique du A23187 est concordante avec 

l’activation des calpaïnes et l’induction d’apoptose dépendante des calpaïnes (Ray et al. 2000; 
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Menconi et al. 2004; Kar et al. 2009). Il sera nécessaire de poursuivre les recherches dans ce 

domaine afin de confirmer l’activation des calpaïnes par l’A23187 dans les cellules 16HBE et 

déterminer si elles sont impliquées dans l’effet anti-apoptotique des PM. 

 Enfin, l’absence d’effet anti-apoptotique des PM-AW vis-à-vis de l’apoptose induite par 

l’ionomycine pourrait contredire l’hypothèse d’un effet de ces particules sur la signalisation 

calcique puisque l'ionomycine et l’A23187 sont tous deux des ionophores monocarboxyliques 

qui favorisent une augmentation sélective du Ca2+ cytosolique (Liu, C. et al. 1978). Il faut 

cependant citer une publication montrant que, contrairement à l’A23187, l’ionomycine ne 

permet pas une surcharge en calcium mitochondrial dans les cellules épimastigotes de 

Trypanosoma cruzi (Irigoin et al. 2009). La mesure des taux de Ca2+ cytosolique et mitochondrial 

en réponse à l’A23187 et l’ionomycine pourrait nous permettre de comprendre pourquoi 

l'apoptose induite par l’A23187 est sélectivement inhibée par les PM. 

 

 Les études préliminaires du cytosquelette ont montrées d’une part que les inducteurs 

d’apoptose A23187 et STS altèrent les réseaux d’actine et de tubuline, tandis que les PM-AW ne 

semblent pas altérer les microfilaments d’actine. Ces expériences méritent d’être approfondies 

par une étude des microtubules après traitement par les PM ainsi qu’un marquage de l’actine et 

de la tubuline après un prétraitement par les PM suivi d’un traitement par les inducteurs afin de 

voir si les PM sont capables d’empêcher l’apparition des fibres de stress et des foci de 

polymérisation des microtubules. D’autre part, l’A23187 et la STS induisent précocement (à 1 h 

et 3 h de traitement) des modifications morphologiques, dont la perte des microvillosités 

membranaires et un début de détachement de la matrice, qui sont contrecarrés par le 

prétraitement aux PM-AW (10 µg/cm²). 

Le caractère innovant de ces résultats résulte dans la capacité des PM, à faible dose, à 

protéger des altération morphologiques causées par d’autres agents, puisqu’au contraire, 

d’autres études ont montré que les PM, mais à des doses plus fortes provoquent des altérations 

du cytosquelette, notamment dans les réseaux d’actine et tubuline et dans les jonctions serrées, 

en lien avec l’induction d’un stress oxydant (Wang, T. et al. 2010; Mutlu et al. 2011) ou une 

modulation du calcium intracellulaire (Moller et al. 2005). 

Par ailleurs, l’activation des calpaïnes par des PM10 a été démontrée dans des cellules 

épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2, Watterson et al. 2009) montrant que les particules 

sont capables de moduler l’activation de ces protéines kinases. De manière intéressante, l’équipe 

de G. N. Garcia a montré, in vivo (dans des modèles de souris et in vitro (dans des cellules 

endothéliales respiratoires humaines) que l’activation des calpaïnes par des PM2.5 était liée à 

l’induction d’un stress oxydant et l’altération du cytosquelette. Ils suggèrent que les ERO générés 

par les PM conduisent à des modifications de l’homéostasie calcique, induisant l’activation des 

calpaïnes et l’altération des jonctions serrées via le clivage de la protéine ZO-1 (Wang, T. et al. 

2012), reflétant le lien étroit qui existe entre l’homéostasie calcique, le statut redox 

intracellulaire, et le cytosquelette. 
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IV.4) CONCLUSION 

Tout d’abord, cette étude nous a permis de confirmer que les composés particulaires 

métalliques ont un effet anti-apoptotique en lien avec leur concentration, et que les particules 

PM2.5 de 2003, ainsi que les métaux, ont une capacité oxydante intrinsèque liée à l’induction 

d’une réponse cellulaire anti-oxydante. Cette réponse anti-oxydante, caractérisée par 

l’augmentation du GSH total dans la cellule, est corrélée à l’effet anti-apoptotique des PM. La 

génération de H2O2 intracellulaire par les PM pourrait expliquer cette réponse anti-oxydante, 

puisque, comme les PM, de faibles doses de H2O2 ont été capables de protéger les cellules de 

l’apoptose. Il serait donc nécessaire d’effectuer un dosage du H2O2 intracellulaire afin de vérifier 

cette hypothèse. 

Nous avons démontré que la voie de signalisation Nrf2 est impliquée, dans la réponse 

anti-oxydante et l’effet anti-apoptotique induit par les PM2.5-AW, via sa translocation nucléaire 

et la transcription de ses gènes cibles HO1, NQO1 et GPX1. Nos résultats sont en accord avec les 

publications, montrant une surexpression de HO-1 et NQO1 après des expositions similaires 

dans la lignée cellulaire alvéolaire A549 (Deng et al. 2013) et dans les cellules épithéliales 

bronchiques humaines immortalisées BEAS-2B (Diabate et al. 2011). Cependant, nous n’avons 

pas mis en évidence de surexpression des gènes de SOD2 et de GST après 4h de traitement, mais 

il est possible que ces expressions nécessitent un temps plus long, comme cela a déjà été montré 

dans d’autre types cellulaires (Tanaka et al. 2000; Saint-Georges et al. 2008). 

Cette étude nous a permis de proposer un modèle pour les mécanismes de l'effet anti-

apoptotique des particules atmosphériques, impliquant d’une part les HAP, via la translocation 

nucléaire du facteur de transcription AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) et la transcription des 

gène cibles possédant l'élément de réponse aux xénobiotiques (XRE) (Ferecatu et al. 2010), 

d’autre part les métaux, via l’induction d’une réponse adaptative anti-oxydante et la subséquente 

translocation du facteur de transcription Nrf2 activant ces gènes cibles, possédant l’élément de 

réponse anti-oxydante (ARE) (Article : Figure 9).  

Cette réponse adaptative peut conduire à la survie cellulaire et la cancérogenèse. En 

effet, l'implication de la production de ROS ainsi que l'activation de Nrf2, dans l'initiation de la 

cancérogenèse, a déjà été démontrée, en particulier dans les cancers du poumon (Sporn et al. 

2012; Bauer et al. 2013; Ganan-Gomez et al. 2013). Des études complémentaires préliminaires 

ont montré que l’exposition répétée des cellules aux composés particulaires des PM-AW leur 

permet d’acquérir la capacité de proliférer en absence d’adhérence, soutenant l’hypothèse que 

l’exposition aux particules atmosphériques à faible dose peut conduire à la transformation 

précancéreuse des cellules.  

L’étude du calcium intracellulaire a montré que les PM sont capables de moduler 

l’homéostasie calcique, mais aucun lien entre cette régulation et l’effet anti-apoptotique n’as put 

être établi.  

Enfin, l’étude morphologique de l’interaction entre la membrane cellulaire et les PM à 

montré que les PM ne modifient pas les microfilaments, contrairement à deux inducteurs 
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d’apoptose (A23187 et STS) qui altèrent les réseaux d’actine et de tubuline. Il serait nécessaire 

d’effectuer des marquages de l’actine et de la tubuline après prétraitement par les PM, suivit des 

inducteurs d’apoptose, afin de voir si les PM protègent des altérations causées sur ces deux 

protéines du cytosquelette. Il serait également judicieux d’effectuer les mêmes expériences avec 

des agents détruisant spécifiquement l’actine, comme la Cytochalasin D, ou la tubuline comme la 

Colchicine, afin de voir si les PM protègent aussi des altérations causés par ces produits.  
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V. CONCLUSIONS GENERALES & PERSPECTIVES 
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Grâce aux nombreuses études épidémiologiques réalisées depuis la révolution 

industrielle, la pollution atmosphérique a été depuis longtemps associée à une augmentation de 

tous types de cancers. La composante particulaire est particulièrement incriminée, notamment 

dans les cancers broncho-pulmonaires (CBP). Cependant les mécanismes moléculaires associés 

sont très peu connus. La récente classification de la pollution atmosphérique, et en particulier 

des particules fines PM2.5, en tant que « cancérigène certain pour l’homme » par l’IARC, montre 

qu’il est indispensable de poursuivre et approfondir les recherches sur les mécanismes 

impliqués dans l’initiation des CBP par les particules atmosphériques. Sachant que la résistance 

à l’apoptose est l’une des premières caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses 

(Hanahan et al. 2000; Hanahan et al. 2011), notre équipe s’est focalisée sur la capacité de 

différentes particules à moduler l’apoptose des cellules épithéliales bronchiques humaines.  

 

Dans ce contexte, mes travaux de thèse avaient pour objectifs :  

i) de comprendre le rôle de la taille et de la composition chimique des PM dans leur 

effet sur l’apoptose (aussi bien son induction que son inhibition) ;  

ii) d’identifier les composés impliqués dans l’inhibition de l’apoptose observée avec 

certaines PM ;  

iii) de décrypter les mécanismes moléculaires mis en œuvre dans la résistance à 

l’apoptose conférée par les composés identifiés.  

 

Le modèle cellulaire que nous avons utilisé dans l’ensemble de mon travail a été la lignée 

16HBE, de cellules épithéliales bronchiques non transformées provenant d’un enfant ayant subi 

une greffe, immortalisées par l’antigène T du virus SV40. L’intérêt de cette lignée est qu’elle 

conserve lors de sa culture in vitro, un certain nombre de caractéristiques des cellules 

épithéliales bronchiques humaines : ce sont des cellules adhérentes, elles possèdent des 

microvillosités ainsi que des jonctions gap et adhérentes fonctionnelles bien qu’elles ne 

présentent pas d'inhibition de contact et ne produisent pas de cils. De plus, l’endocytose des 

nanoparticules ainsi que l’activation du cytochrome P450 par les pDi et la réaction 

inflammatoire a été précédemment prouvée dans ces cellules (Belade et al. 2012 ; Bonvallot et al. 

2001). Les cellules 16HBE sont des cellules non cancéreuses capables de se transformer lors 

d’expositions répétées au BaP et d’induire ainsi l’apparition de tumeurs pulmonaires chez la 

souris nude (Zhao, P. et al. 2012). Les cellules 16HBE sont donc un modèle cellulaire adéquat 

pour l’étude des cellules épithéliales bronchiques humaines et les processus de 

cancérogénicité en lien avec l’acquisition d’une résistance à l’apoptose.  

 

Les résultats acquis au cours de cette thèse ont clairement mis en évidence que :  
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i) La taille et la composition chimique des particules conditionnent leur capacité à 
moduler l’apoptose des cellules épithéliales bronchiques humaines 

Dans une première étude, l’utilisation de différents lots de particules issues de sources 

contrastées et/ou de différentes classes de taille a permis de déterminer que la taille, la dose et 

la composition chimique des PM constituent des paramètres qui conditionnent possiblement 

l’induction de l’apoptose. Afin d’avoir une approche réaliste, nous avons utilisé des doses 

auxquelles un individu est susceptible d’être exposé dans des conditions normales de pollution. 

Ainsi, nous avons exposé les cellules 16HBE a une concentration maximale de 10 

µg/cm², correspond à une exposition 5 jours à une pollution de zones urbaines telles que 

celles observées dans des mégacités comme Paris (Li, N. et al. 2003a).  

 L’étude de des différents lots de particules a montré qu’aussi bien la taille que la 

composition chimique des particules peuvent conditionner l’induction d’apoptose des 

cellules 16HBE. Cependant, la composition chimique des PM semble être un paramètre plus 

déterminant dans la modulation de l’apoptose puisque des particules de même classe de taille, 

prélevées à un même endroit ont eu des effets différents. Ces différences entre les 

prélèvements ont également été observées pour l’induction de l’expression des gènes de 

l’inflammation et des EMX. Ainsi, les variations dans les effets provoqués par les PM 

pourraient résulter des sources et donc des compositions chimiques différentes. Cependant, 

les analyses chimiques des PM prélevées en 2009-2010, ayant été réalisées sur des séries de 

prélèvements de même caractéristiques spatio-temporelles (soit : WB, TR, OB, et OP), nous 

n’avons pu identifier les composés particulaires impliqués dans l’induction de l’apoptose des 

cellules épithéliales bronchiques 16HBE. 

Concernant la résistance à l’apoptose conférée par les PM, l’etude du rôle la taille 

doit être approfondie. L’inhibition de l’apoptose induite par des inducteurs spécifique a été 

observée avec trois des quatre lots de PM2.5 prélevées en 2003 (PM-AW, -AS et -VW), mais pas 

avec des particules fines et grossières prélevées en 2009-2010. Cependant, parmi tous les lots à 

notre disposition, seuls quelque uns ont pu être étudiés quant à l’effet anti-apoptotique (TR5 et 

OB3) ; ce qui limite la conclusion que nous pouvons apporter sur le rôle de la taille dans 

l’inhibition de l’apoptose. Il sera donc nécessaire d’étudier d’autres particules de différents 

classes de tailles, notamment d’autres PM2.5 et des particules ultrafines, afin de conclure sur 

ce point d’autant plus les particules fines issues du trafic prélevées en 2010 ont légèrement 

réduit l’apoptose de manière non significative (TR5 F, Figure III.9).  

 

Les résultats que nous avons obtenus ont clairement démontré que la composition 

chimique des particules fines urbaines de 2003 est un paramètre clé impliqué dans leur 

effet anti-apoptotique ; en particulier les composés organiques et métalliques. En effet, 

l’analyse chimique ces PM2.5 a montré que celles ayant un effet anti-apoptotique (PM-AW, -AS et 

-VW) ont une composition très différente des particules non-anti-apoptotiques (PM-VS). Elles 

ont notamment plus de HAP et moins de métaux (Tableaux III.1 et II.4).  
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ii) Les HAP particulaires à plus de 5 noyaux benzéniques et les composés métalliques 
participent à l’effet anti-apoptotique des PM 

Les résultats obtenus dans la première étude ont orientés nos recherches sur l’effet de 

ces composés organiques et métalliques sur l’inhibition de l’apoptose, en lien avec leurs 

concentrations. Ainsi, nous avons démontré qu’aussi bien les composés organiques que les 

composés hydrosolubles participent aux propriétés anti-apoptotiques des PM, et une étude de 

corrélation entre la composition et l’effet anti-apoptotique des PM nous a permis de déterminer 

qu’une concentration de HAP lourds supérieure à 46 µg/g, ainsi qu’une concentration 

inférieure à 147 mg/g en métaux seraient nécessaire pour réduire d’au moins 40% 

l’apoptose induite par l’A23187.  

 

Plus précisément, les HAP légers ne semblent pas impliqués dans l’effet anti-apoptotique 

tandis que les HAP lourds sont nécessaires (à une concentration supérieure à 46 µg/g). 

L’utilisation de différents HAP a permis de discriminer ceux ayant plus de 5 noyaux 

benzéniques comme nécessaires à l’effet anti-apoptotique des PM-AW (Tableau III.2).  

Parmi les composés métalliques, ce sont principalement les métaux alcalino-terreux (à 

une concentration inférieure à 123 mg/g) et les métaux de transition (à une concentration 

inférieure à 21,5 mg/g) qui semblent participer à l’effet anti-apoptotique des PM. La capacité 

anti-apoptotique du Fe(II) et Fe(III), de l’Al(III), du Cu(II), du Ca(II), du Mg(II), du Mn(II) et 

du Pb(II) a notamment été vérifiée en cytométrie en flux et nous avons montré que celle-ci 

dépend bien de sa concentration (Figures III.13 et III.14).  

Dans le contexte actuel, la population est exposée à une multitude de polluants 

environnementaux, et plusieurs études s’intéressant à l’exposition de mélanges de toxiques ont 

montré qu’ils pouvaient être plus néfastes à de faibles doses, que les polluants seuls. Or, la 

pollution atmosphérique particulaire constitue un mélange complexe de composés toxiques 

(organiques, métalliques et biologiques, voir § I.1.1.iii). Afin de poursuivre ce travail, il serait 

donc intéressant d’exposer les cellules épithéliales bronchiques humaines à un nombre restreint 

de composés, organiques et métalliques (par exemple, BaP, Fe et Cu), en mélange, afin de 

« reconstituer » un modèle de composés particulaires cytoprotecteur, mais sans la contrainte de 

la nature particulaire des PM. En effet, celle-ci peut poser quelques interférences avec les 

techniques biologiques utilisant des fluorochromes, du fait du cœur carboné des PM, comme nos 

résultats de dosage du calcium intracellulaire peuvent le suggérer.  

 

iii) Les mécanismes moléculaires de la réponse adaptative anti-oxydante sont 
impliqués dans l’effet anti-apoptotique des PM 

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires associés à l’effet anti-apoptotique 

observé avec les composés particulaires, nous avons premièrement identifié la voie AhR 

comme impliquée dans l’effet anti-apoptotique induit par les HAP particulaires, lors d’une 

étude réalisée par le Dr Ioana Ferecatu, à laquelle j’ai participé (Ferecatu et al. 2010, Annexe 1). 
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En complément, mon travail de thèse s’est concentré sur les composés métalliques et les 

mécanismes moléculaires qu’ils activent lors de l’établissement d’une résistance à l’apoptose.  

En se basant sur la connaissance de l’induction d’un stress oxydant par les PM et les 

métaux (Baulig et al. 2003; Manzl et al. 2004; Cho et al. 2005; Rana 2008; Gobe et al. 2010) ainsi 

que sur le modèle hiérarchique de réponse au stress établi par N. Li et ses collaborateurs (Li, 

N. et al. 2003a), nous avons cherché à savoir si nos PM et leur composés métalliques 

induisaient un stress oxydant pouvant être impliqué dans la résistance à l’apoptose. Ainsi, 

de manière concordante à d’autres études réalisées précédemment (Baulig et al. 2009; DiStefano 

et al. 2009; Shen et al. 2012), nous avons démontré que les PM prélevées en 2003 ainsi que 

leurs composés métalliques ont une activité pro-oxydante intrinsèque liée à l’induction d’une 

réponse cellulaire anti-oxydante (voir § III-Article soumis). Cependant, il serait tout à fait 

souhaitable de quantifier in cellulo la quantité de métaux de transition, notamment le fer, ainsi 

que la production de diverses ERO, notamment le péroxyde d’hydrogène suite à une exposition 

aux PM anti-apoptotiques par une technique de résonance paramagnétique électronique (RPE). 

La réponse anti-oxydante induite par les particules et les composés métalliques 

semble liée au glutathion (GSH) puisque, contrairement aux autres anti-oxydants étudiés, 

l’ajout de GSH a augmenté, de manière dose-dépendante, l’effet anti-apoptotique des PM-AW. De 

plus, le prétraitement avec les particules anti-apoptotiques PM-AW (10 µg/cm²), de même 

qu’avec le Fe(II) (à la concentration contenue dans 10 µg/cm² de PM-AW) ont permis de 

contrecarrer la déplétion de GSH provoquée par l’inducteur d’apoptose A23187. Enfin, de faibles 

doses de H2O2 ont aussi été capables de protéger les cellules 16HBE contre l’apoptose induite 

par l’A23187 (voir § III-Article soumis). Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus 

précédemment par A. Baulig et collaborateurs qui avaient démontré que la N-acétylcystéine 

(NAC, un précurseur de GSH), mais pas le D-mannitol, réduit la production d’HO° par les PM2.5 

(Baulig et al. 2009). Ainsi, l’ensemble de ces résultats suggèrent que les PM-AW, via leurs 

composés métalliques, provoquent un faible stress oxydant induisant une réponse 

adaptative anti-oxydante, spécifiquement liée au GSH intracellulaire. La mesure de l’activité 

de la glutamate cystéine ligase (GCL), qui catalyse la synthèse du GSH, nous permettrait de 

confirmer la synthèse de GSH induite par les PM et ses composés, et des dosages individuels du 

glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG) nous permettrait de faire un ratio GSH/GSSG. 

Pour aller plus loin dans notre analyse mécanistique de la réponse adaptative anti-

oxydante, nous nous sommes intéressés à la voie de signalisation Nrf2 et nous avons montré 

qu’elle est impliquée dans la résistance à l’apoptose. En effet, nous avons clairement montré 

l’activation rapide d’Nrf2 et sa translocation nucléaire après traitement par les PM-AW anti-

apoptotiques (à 10µg/cm²) et le Fe(II) (qsp 10µg/cm² de PM-AW), mais pas par les PM-VS, non-

anti-apoptotiques. Nrf2 induit ensuite la transcription de ces gènes cibles, possédant l’élément 

de réponse anti-oxydante ARE notamment Nrf2 lui-même, HO-1, NQO1 et GPx (voir § III-Article 

soumis). L’activation de Nrf2 par les PM a plusieurs fois été démontrée (Baulig et al. 2003; 

Diabate et al. 2011; Deng et al. 2013), mais notre étude apporte un éclaircissement sur le rôle de 

l’activation de Nrf2 par les composés métalliques, dans l’effet anti-apoptotique conféré par les 

particules fines. Ainsi, les composés métalliques des PM2.5 induiraient un léger stress 
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oxydant, conduisant à une réponse adaptative anti-oxydante, via l’activation la voie Nrf2 

(Figure V.1). Afin de vérifier cette hypothèse, des expériences d’extinction du gène Nrf2 (siRNA) 

sont en cours de réalisation. Il serait également intéressant d’invalider l’expression de l’enzyme 

HO1 qui est la plus fortement induite par les PM-AW. De plus, notre étude de l’expression des 

gènes cibles d’Nrf2 pourrait être complétée par l’analyse des gènes impliqués spécifiquement 

dans la synthèse du GSH, tels que la « glutamate-cysteine ligase » (GCL) dont on sait qu’elle 

restore le taux de GSH et protège contre le stress oxydant induit par la fumée de cigarette (Kode 

et al. 2008). 

Mon étude des composés métalliques a permis de compléter notre modèle des 

mécanismes moléculaires et cellulaires induisant la résistance à l’apoptose par les PM2.5 (Figure 

V.1). Ainsi selon notre modèle, les PM2.5 peuvent être internalisées, puis, in cellulo, les composés 

particulaires se désorbent ; les HAP activent le récepteur « Aryl hydrocarbon » (AhR) tandis que 

les métaux induisent un faible stress oxydant qui active Nrf2. Ces deux facteurs de transcription 

sont transloqués dans le noyau où ils vont se fixer respectivement sur les éléments ARE et XRE 

et activer la transcription des gènes de la réponse anti-oxydante et des gènes du métabolisme 

des xénobiotiques. Ces deux voies de signalisation peuvent être interconnectées bien que les 

mécanismes impliqués dans ce dialogue ne sont pas encore complètement élucidés. Ainsi Nrf2 et 

AhR peuvent interagir physiquement pour fonctionner comme des cofacteurs pour les gènes 

ARE et XRE, le AhR pourrait aussi activer la transcription des gènes ARE ; enfin, certains gènes 

possèdent à la fois l’élément ARE et l’élément XRE comme le gène codant pour Nrf2 lui-même 

(Miao et al. 2005; Niestroy et al. 2011; Wang, L. et al. 2013). 

 

iv) Les PM induisent d’autres modifications cellulaires et moléculaire pouvant être 
impliqués dans l’acquisition de la résistance à l’apoptose  

En plus de l’activation de la voie Nrf2, la régulation du calcium intracellulaire semble 

être impliquée dans l’effet anti-apoptotique des PM (Figure V.1). En effet, les PM semblent 

capables de diminuer le pic de calcium provoqué par les ionophores calciques (A23 et 

Ionomycine) inducteurs de l’apoptose des cellules 16HBE. Ces résultats restent cependant à 

confirmer notamment par l’utilisation de chélateurs de Ca2+ de manière concomitante aux PM. 

Cependant, des travaux réalisés dans notre équipe ont montré que, dans les cellules 16HBE, 

l’apoptose induite par A23187 semble dépendre de l’activation des calpaïnes (protéases 

activées par de fortes doses de calcium) en non pas des caspases comme cela a déjà été montré 

(D'Mello et al. 2000; Cummings et al. 2004). La régulation de l’activation des calpaïnes serait une 

piste à explorer afin de décrypter l’effet cytoprotecteur des PM contre l’apoptose spécifiquement 

induite par A23187.  

Des études morphologiques préliminaires nous ont permis de montrer que les 

inducteurs d’apoptose A23187 et STS altèrent fortement le cytosquelette (réseaux d’actine et de 

tubuline), ainsi que la morphologie cellulaire (microvillosités), et que les PM-AW semblent 

protéger les cellules de ces altérations morphologiques (Figure V.1). Ces résultats apportent 

un nouveau regard sur l’interaction PM/membrane cellulaire et il serait intéressant de 
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poursuivre les recherches afin de déterminer si l’internalisation des PM est une condition sine 

qua none à leur effet protecteur ou si seule l’interaction PM/membrane suffit. Il serait également 

justifié de déterminer le lien existant entre les altérations de l’homéostasie calcique et celles du 

cytosquelette, puisque le calcium est connu pour modifier la polymérisation de l’actine via 

notamment la gelsoline.  

 

 
Figure V.1 : Modèle hypothétique du mécanisme de l'effet anti-apoptotique de PM2.5. L’exposition 
des cellules épithéliales bronchiques aux PM2.5 conduit à leur endocytose, puis à la désorption des HAP et 
à la solubilisation des composés métalliques. Les HAP activent leur récepteur spécifique AhR (Aryl 
hydrocarbon receptor, Ferecatu et al. 2010) qui peut transloquer au noyau, se fixer à l’élément de réponse 
aux xénobiotiques (XRE) et activer la transcription de ses gènes cibles. Les faibles niveaux de métaux 
produisent certainement de faibles quantités d’ERO (Espèces Réactives de l’Oxygène) qui peuvent activer 
Nrf2, qui transloque au noyau puis se lie à l’élément de réponse anti-oxydante (ARE). Cette activation de 
Nrf2 permet une régulation positive de lui-même, ainsi que la transcription des anti-oxydants 
enzymatiques (HO1, NQO1 et GPx1) et non enzymatiques (GSH) pouvant contrer la perméabilisation de la 
membrane mitochondriale (PMM) et l'apoptose subséquente. De récentes études ont aussi montré que 
AhR et Nrf2 peuvent interagir (Miao et al. 2005; Niestroy et al. 2011; Wang, L. et al. 2013). De plus, les 
PM2.5 sont aussi capables de réduire le pic de calcium cytosolique et les altérations morphologiques 
provoqués par certains inducteurs d’apoptose dont le A23187. Illustration réalisée grâce à Servier Medical 
Art. 
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Enfin, nous avons montré qu’en plus de conférer une résistance à l’apoptose les 

composés particulaires semblent permettre la survie voire la prolifération des cellules 

épithéliales bronchiques 16HBE en condition non adhérente, en lien avec la composition des 

PM. En effet, les traitements répétés avec les particules ainsi que certains composés (Cu(II), 

Fe(II), et BaP) ont permis aux cellules de pousser dans un milieu semi-solide METHOCELTM 

contrairement aux cellules non traitées (Figure IV.1). Cette expérience préliminaire mérite 

d’être reconduite de manière plus rigoureuse par un test de formation de colonies en milieu 

Agar afin de pouvoir appréhender les effets des PM anti-apoptotiques ainsi que leurs composés 

organiques et métalliques sur les processus de cancérogenèse. En effet, depuis quelques années, 

des études suggèrent que les PM (Hung et al. 2007; Rubio et al. 2010), les HAP (notamment le 

BaP, Teranishi et al. 2010) et les métaux (dont l’aluminium, le fer et le cuivre, Wang, Q. et al. 

2007; Yu, J.W. et al. 2010) peuvent avoir un effet cytoprotecteur conduisant à la cancérisation 

des cellules pulmonaires, notamment via l’activation de la voie de survie Nrf2. 

Le paradoxe de la voie Nrf2 résulte dans son implication dans la cancérogenèse aussi 

bien comme possible suppresseur de tumeurs que comme oncogène (pour revue voir Sporn et 

al. 2012). En effet, des études in vivo ont montré le développement de multiples cancers dans des 

souris Nrf2-/- (Becks et al. 2010; Ohkoshi et al. 2013; Cheung et al. 2014), alors que l’étude de 

carcinomes des voies aériennes a mis en évidence des mutations activatrices d’Nrf2 ou 

inhibitrices de Keap1, conduisant à l’activation constitutive de Nrf2 (pour revue voir Sporn et al. 

2012). L’ensemble de ces données, laissent donc supposer que le classement d’Nrf2 en tant 

qu’oncogène ou en tant que suppresseur de tumeurs dépend du type de cancer, de l’étape de 

développement du cancer, et du degré d’activation de Nrf2. La mise en perspective de nos 

résultats dans un contexte d’expositions répétées à de faibles doses de particules 

atmosphériques laisse supposer qu’une suractivation, ou l’activation répétée, de la voie anti-

oxydante Nrf2 pourrait induire une réponse adaptative conduisant à l’établissement d’une 

résistance à l’apoptose, à la survie de cellules endommagées et à l’acquisition de 

caractéristiques précancéreuses. Ce type de mécanisme d’adaptation pouvant conduire à la 

cancérogenèse a déjà été suggéré précédemment pour la voie Nrf2 et pour la voie AhR (pour 

revue voir Barouki 2010; Sporn et al. 2012).  

En conclusion, ce travail de thèse met en exergue, l’influence de la composition chimique 

des particules sur leurs effets toxiques, ainsi que, leurs impacts cellulaires et moléculaires sur 

l’établissement d’une résistance à la mort cellulaire apoptotique, et peut fournir des indices 

mécanistiques permettant d’expliquer le développement des cancers du poumon lors 

d'expositions à long terme. 
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Etude des mécanismes de régulation de la mort cellulaire apoptotique  
par les particules atmosphériques et leurs composés métalliques 

Les effets délétères des particules atmosphériques (PM) sur la santé humaine ont été associés à un 
risque accru de la mortalité et de la morbidité d'origine cardio-respiratoire ainsi que l’apparition ou 
l’exacerbation des cancers pulmonaires et sont principalement liés aux particules les plus petites 
pouvant atteindre les cellules du poumon profond et s'y accumuler. Les PM sont un mélange 
complexe de suies sur lesquelles s’adsorbent des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et 
des métaux, connus pour leurs effets cancérogènes. La cancérogenèse est un processus multi-étapes 
où les cellules acquièrent des propriétés remarquables, telle que la résistance à la mort cellulaire par 
apoptose. Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse ont été de : i) comprendre le rôle de la taille et 
de la composition chimique des PM dans la modulation de l’apoptose, ii) identifier les composés 
impliqués dans la résistance à l’apoptose conférée par les particules fines, iii) décrypter les 
mécanismes moléculaires mis en œuvre. Nous avons étudié la réponse des cellules épithéliales 
bronchiques humaines 16HBE exposées à des PM de taille (grossière, fine et ultrafine) et de sources 
variées (issues de Paris et Ouagadougou) quant à leur réponse sur l’induction ou l’inhibition de 
l’apoptose et montré que la taille, la dose et la composition chimique des PM constituent des 
paramètres pouvant conditionner l’induction de l’apoptose. De plus, l’effet anti-apoptotique 
démontré pour des PM fines parisiennes ne semble pas lié à la taille de ces PM mais à leur teneur 
spécifique en HAP et en composés métalliques, notamment en métaux de transition (Fer et Cuivre). 
L’étude mécanistique de la résistance à l’apoptose (induite par le ionophore calcique A23187) 
conférée par les PM fines parisiennes a mis en évidence : i) l’implication de la voie du récepteur Ah 
("Aryl hydrocarbon") activé par les HAP ; ii) l’activation de la voie anti-oxydante Nrf2 en réponse aux 
composés métalliques des PM ; iii) ainsi que la régulation possible de l’homéostasie calcique. Ces 
recherches ont mis en évidence, le rôle déterminant des composés métalliques, qui en agissant 
conjointement avec la fraction organique, peuvent conduire à l’établissement d’une résistance à 
l’apoptose, étape initiale de la cancérogenèse broncho-pulmonaire. 

Mechanisms of apoptotic cell death regulation by atmospheric particles  
and their metallic compounds 

The deleterious impacts of atmospheric particulate matter (PM) on human health have been 
highlighted by an increased mortality and morbidity of cardiopulmonary origin and the onset or 
exacerbation of lung cancers and are mainly associated with smallest PM that can reach the deep 
lung and be retained. PM are a complex mixture composed mainly of soots and several components 
adsorbed, including  polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and metals, all both known for their 
carcinogenic effects. Carcinogenesis is a multi-step where cells acquire unique properties, such as 
resistance to apoptotic cell death. In this context , the objectives of this thesis were to : i) understand 
the role of the size and chemical composition of PM in the modulation of apoptosis, ii) identify the 
compounds involved in the resistance to apoptosis conferred by fine particles , iii) decipher the 
molecular mechanisms involved . We studied the response of 16HBE human bronchial epithelial cells 
exposed to PM with different size (coarse, fine and ultrafine) and from various sources (Paris and 
Ouagadougou) regarding either induction or inhibition of apoptosis and we showed that the size, the 
dose and the chemical composition of PM may be parameters that regulate apoptosis induction. In 
addition, the antiapoptotic effect demonstrated for fine Parisian PM does not seem related to their 
size but rather to their specific content in PAH and metallic compounds, especially transition metals 
(iron and copper). The mechanistic study of resistance to apoptosis (triggered by calcium ionophore 
A23187) conferred by Parisian fine PM demonstrated: i) the involvement of the Ah receptor pathway 
(Aryl hydrocarbon) activated by PAHs ii) activation of the antioxidant adaptive pathway Nrf2 in 
response to metallic compounds of PM; iii) as well as potential regulation of calcium homeostasis. 
These studies have highlighted the key role of the metal compounds, which by acting jointly with the 
organic fraction, may lead to the development of a resistance to apoptosis, the initial step of 
bronchopulmonary carcinogenesis. 
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