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de type I et II 

AhR : récepteur aryl hydrocarbone 

AIS : « anti-intrusion smoke » ; fumigène anti-intrusion 

Ant : anthracène 

ARE : « Antioxidants Response Element » ; éléments de réponses antioxydants 

B	

BaA : benzo[a]anthracène 

BaP : benzo[a]pyrène 

BbFL : benzo[b]fluoranthène 

Bg,h,iP : benzo[ghi]pérylène 

BkF : dibenzo[a,h]anthracène 

BkFL : benzo[k]fluoranthène 

BPCO : BronchoPneumopathie Chronique Obstructive 

C	

CA : fumigène à base d’acide cinnamique 

CAT : catalase 

Chr : chrysène 

CYP450 : cytochromes P450 

D	

DCF : dichlorofluorescéine 

DCFH : 2’-,7’-dichloro-dihydrofluorescéine 

DEP : « Diesel Exhaust Particles » ; particules de diesel 

DTNB : acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoïque) 

DTT : dithiothreitol 
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E	

EC : « Elemental Carbon » ; carbone élémentaire 

EEA : « European Environment Agency » ; Agence Européenne pour l’Environnement 

EEGL : « Emergency Exposure Guidance Levels » 

ERO : espèces réactives de l’oxygène 

F	

FITC : « fluorescein isothiocyanate » 

Fl : fluoranthène 

Flu : fluorène 

G	

GPx : glutathion peroxydase 

GSH : glutathion réduit 

H	

H2O2 : peroxyde d’hydrogène 

HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques 

hBEC : « human Bronchial Epithelial Cells » 

HC : hexachloroéthane 

HC-OS : « hexachloroethane-based obscuring smoke » ; fumigène de camouflage à base 

d’hexachloroéthane 

HO-1 : Hème Oxygénase-1 

I	

IAL : interface-air-liquide (ou ALI en anglais) 

InP : indéno[cd]pyrène 

K	

KM : fumigènes à base de potassium et magnésium 

M 

MUC : protéines mucines 

N	

Nap : naphthalène 

NHBE : « Normal Human Bronchial Epithelial Cells » 
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NP : nanoparticules 

NQO-1 : NAD(P)H quinone oxyréductase-1 

NRC : « National Research Council » ; Conseil National de Recherche 

Nrf-2 : facteur nucléaire à l’érythroïde-2-like-2 

O 

8-OH-dG : 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine 

OH : radical hydroxyle  

O2
— : anion superoxyde 

OC : « Organic Carbon » ; carbone organique 

OMS : ORGANISATION MONDIALE DE LA SANTE 

ONU : Organisation des Nations Unies 

P 

PBEC : « Primary Bronhial Epithelial Cells » 

PEGL : « Permissible Exposure Guidance Levels » 

Phe : phénanthrène 

PM : « Particulate Matter » 

PM0.1 : Particules ultrafines 

PM1.0 : Particules très fines 

PM2.5 : Particules fines 

PM1O : Particules dont le diamètre est supérieur à 10  

PO : Potentiel Oxydant 

PPEGL : « Permissible Public Exposure Guidance Levels » 

Pyr : pyrène 

R 

ROO• : radical peroxyle  

RP : « Red Phosphorus » ; phosphore rouge 

RPE : résonance paramagnétique électronique 

RSS : « Red Signalling Smoke » ; fumigène de signalisation de couleur rouge 

RTLF : « respiratory tract lining fluid » ; fluide de revêtement des voies respiratoires 

S 

SAEC : « Small Airway Epithelial Cells » 

SOD : superoxyde dismutase 
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SPEGL : « Short-term Public Emergency Guidance Levels » 

 

T 

TEER : « trans-epithelial electrical resistance » ; résistance électrique trans-épithéliale 

TNB : 2-nitro-5-thiobenzoïque 

TNT : 2,4,6-trinitrotoluène 

TPA : fumigène à base d’acide téréphtalique 

V 

VLEP : Valeurs Limites d’Exposition Professionnelles 

W 

WP : « White Phosphorus » ; phosphore blanc 

X 

XRE : éléments de réponses aux xénobiotiques 

Z 

ZO-1 : Zonula occludens-1 
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Liste	des	ions	

Cl- : chlore 

SO42-: sulfate 

NO3-: nitrate 

NH4+: ammonium  

Na+: sodium 

K+: potassium  

Ca2+: calcium 

Mg2+: magnésium 

 

Liste	des	métaux	

Ag : Argent 

Al : Aluminium 

As : Arsenic 

Au : Or 

Ba : Baryum 

Bi : Bismuth 

Cd : Cadmium 

Co : Cobalt 

Cr : Chrome 

Cs : Césium 

Cu : Cuivre 

Fe : Fer 

Ga : Gallium 

Hg : Mercure 

La : Lanthane 

K : Potassium 

Li : Lithium 

Mg : Magnésium 

Mn : Manganèse 
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Mo : Molybdène 

Na : Sodium 

Nb : Niobium 

Ni : Nickel 

Pb : Plomb 

Rb : Rubidium 

Sb : Antimoine 

Sn : Etain 

Sr : Strontium 

Ti : Titane 

Tl : Thallium 

V : Vanadium 

Zn : Zinc 
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 Les activités pyrotechniques sont très bien connues dans le cadre des feux 

d’artifices, utilisés comme moyen de divertissement dans le monde entier pour différents 

évènements festifs. Une application majeure de la pyrotechnie est le domaine militaire 

pour la production de dispositifs lumineux, pour l'allumage de dispositifs d’artillerie et 

dans la production de fumigènes. Les fumigènes sont principalement utilisés comme 

fumigènes de signalisation ou de camouflage, notamment lors de l’entrainement des 

militaires. Les fumigènes sont constitués d’un mélange de produits chimiques complexe 

dont la combustion génère un aérosol, composé de gaz et de particules en suspension qui 

caractérisent la fonction de celui-ci. Les effets sur la santé d’une exposition à l’aérosol total 

des fumigènes sont rapportés pour causer des atteintes respiratoires, à différents degrés 

de sévérité. Cependant, la toxicité de la fraction particulaire est très peu étudiée alors que 

des expositions aux particules dans le cadre de la pollution atmosphériques sont 

largement connues pour causer de nombreuses pathologies respiratoires. De plus, en 

raison de la taille des particules de fumigènes rapportées dans la littérature, celles-ci sont 

capables de se déposer profondément dans l’appareil respiratoire et d’en atteindre les 

régions les plus distales.  

 Ainsi, c’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thèse dont l’objectif général 

a été d’évaluer la toxicité in vitro de particules issues de la combustion de fumigènes. La 

première partie de ce travail a consisté à évaluer la toxicité à l’aide de méthodes 

acellulaires en mesurant le potentiel oxydant des particules. La deuxième partie a reposé 

sur l’évaluation de la toxicité aiguë des particules par une approche in vitro impliquant 

l’utilisation de deux modèles de cellules primaires épithéliales bronchiques. Enfin, la 

troisième partie a été dédiée à l’étude de la toxicité des particules après des expositions 

répétées.  

 Ce manuscrit se compose de quatre chapitres. Le premier correspond à un état de 

l’art portant sur les caractéristiques générales des particules, les activités pyrotechniques 

comme étant des sources de particules et causant des effets sanitaires notamment les 

fumigènes et sur les méthodes d’évaluation in vitro de la toxicité pulmonaire pour 

mesurer les réponses biologiques des particules. Le deuxième chapitre présente les 

résultats de la thèse sous la forme d’articles, dont un est publié et le second est en 

préparation. Le troisième chapitre est consacré à la discussion générale du travail de 

thèse. Enfin, le quatrième chapitre présente les principales conclusions et perspectives de 

ce travail.  
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1. Pollution	particulaire	et	activités	pyrotechniques	

1.1 Généralités	sur	la	pollution	particulaire	

 

 Dans la pollution de l’air, on distingue les polluants gazeux comme les composés 

organiques volatiles, les oxydes d’azote, le dioxyde de soufre ou l’ozone et les polluants	

particulaires qui sont un mélange complexe de substances organiques et minérales en 

suspension dans l’air, sous forme solide et/ou liquide.  

 Ces polluants particulaires sont parfois désignés sous le nom «	aérosols	», terme 

qui inclut à la fois les particules et les gaz dans lesquels elles se trouvent en suspension.  

 Les particules, communément appelées dans la littérature « PM » en anglais pour 

« Particulate	Matter	», désignent spécifiquement les particules sans considérer les gaz 

dans lesquels elles sont en suspension. On distingue les particules primaires qui sont 

directement issues des sources de pollution d’origines naturelles ou anthropiques et 

directement émises dans l’atmosphère, des particules secondaires qui résultent de 

réactions physico-chimiques dans l’atmosphère sous l’effet de conditions 

météorologiques particulières. Les particules présentent des caractéristiques physico-

chimiques qui dépendent à la fois de leur source d’émission et du résultat de leurs 

interactions avec d’autres polluants aériens au cours de leur séjour dans l’atmosphère. 

 Par ailleurs, le terme de « poussières	» est également employé pour désigner des 

particules d’origines naturelles (érosion des roches, volcanisme, feux de forêts) mais aussi 

des particules solides émises spécifiquement par des aérosols dans le milieu 

professionnel.  

 Parmi l’ensemble des polluants atmosphériques, les particules sont considérées  

comme les plus nocifs d’entre eux, en raison de leurs nombreux effets sur la santé qui ne 

se limitent pas simplement à la toxicité pulmonaire (Organisation Mondiale de la Santé, 

(OMS, 2021)). Depuis 2013, les particules de l’air extérieur ambiant sont classées 

« cancérogènes chez l’Homme » (Groupe 1) d’après le Centre International de Recherche 

sur le Cancer (IARC) (IARC, 2015; Loomis et al., 2013).  
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1.2 Caractéristiques	physico-chimiques	des	particules		

1.2.1 Taille des particules et déposition dans l’appareil respiratoire 

 

 La caractérisation des particules est très complexe car elle dépend de leur forme, 

leur degré d’agglomération, leur taille, leur composition chimique, leurs caractéristiques 

de surface ou encore leur structure. Cependant, pour différencier les différents types de 

particules, la classification repose principalement sur leur diamètre aérodynamique, 

regroupée en trois catégories :  

- PM10	: particules	dont le diamètre aérodynamique est inférieur ou égal à 10 µm. 

Les PM10 sont composées majoritairement, à 70%, de PM2.5 (CITEPA, 2022). 

- PM2.5 : particules « fines » dont le diamètre aérodynamique est inférieur ou égal à 

2,5 µm  

- PM0.1	: particules « ultrafines » dont le diamètre aérodynamique est inférieur ou 

égal à 100 nm  

Dans la littérature, on peut retrouver une catégorie intermédiaire aux PM2.5 et PM0.1, les 

PM1.0 qui sont définies comme des particules « très fines » dont le diamètre 

aérodynamique est inférieur ou égal à 1 μm. L’ensemble des particules quelles que soient 

leurs tailles sont définies comme les particules totales en suspension. Dans le cadre du 

code du travail, les particules sont classées différemment en fonction des fractions 

inhalables, thoraciques et alvéolaires (partie	2.4). Par ailleurs, le terme « nanoparticule » 

(NP) n’est pas approprié pour les particules atmosphériques et désigne des particules 

d’origine manufacturée, dont le diamètre aérodynamique est inférieur ou égal à 100 nm.  

 En fonction de leur taille, plus les particules sont petites et plus elles peuvent 

pénétrer et se déposer profondément dans l’appareil respiratoire (Valavanidis et al., 

2013). Connaître la localisation des particules inhalées dans l’appareil respiratoire est 

nécessaire pour comprendre les mécanismes de toxicité associés à leur exposition. Le 

dépôt des particules est fortement conditionné par leur taille mais aussi pas leur forme, 

leur hygroscopicité, leur charge, le flux d’air et la géométrie de l’appareil respiratoire 

(Stuart, 1984).  Cinq mécanismes de déposition des particules sont possibles (Figure	1). 
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Figure	1. Mécanismes de déposition de particules inhalées dans les poumons en fonction de leur taille. 
Adapté de (Darquenne, 2006) et de (Lauwerys et al., 2007). 

 

 Les particules ont tendance à suivre leur trajectoire initiale au lieu de se conformer 

aux courbes des voies respiratoires (Newhouse et al., 1976). Cependant, lorsque la 

trajectoire des voies aériennes change soudainement de direction et que la vitesse de l’air 

est élevée, les particules vont se déposer principalement par impaction, c’est à dire 

entrer en collision avec la paroi respiratoire.	 Le dépôt par impaction survient 

principalement au niveau du naso-pharynx et majoritairement pour des particules de 

diamètre élevé, supérieur à 5 µm (Lourenço & Cotromanes, 1982).  

 Au niveau trachéo-bronchique où la vitesse de l’air est plus faible, le dépôt se fait 

majoritairement par impaction	et	par	sédimentation. Le mécanisme par sédimentation 

nécessite que les particules aient une masse suffisante pour se déposer par force 

gravitationnelle et transiter pendant un temps long dans les voies respiratoires. Ce 

mécanisme se retrouve au niveau des bronches et des bronchioles où la vitesse de l'air est 

lente et concerne des particules entre 1 µm et 5 µm.  

 D’autres mécanismes de déposition très spécifiques sont possibles dans la région 

bronchique tels que l’interception et la déposition électrostatique. Le dépôt par 

interception concerne principalement les fibres qui, du fait de leur forme allongée, se 

déposent dès qu'elles entrent en contact avec la paroi respiratoire.	 La déposition	
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électrostatique	concerne exclusivement les particules chargées qui vont se déposer sur 

les parois au niveau de sites inversement chargés.  

 Pour les particules de dimension inférieure à 1 µm, la diffusion par mouvement 

brownien est le principal mode de déposition. Les particules se déplacent de manière 

aléatoire d'un endroit à l’autre dans les voies respiratoires. Ce dernier mécanisme 

prédomine au niveau des bronchioles et des alvéoles où la vitesse de l'air est 

pratiquement nulle. 

1.2.2 Formation des particules 

 

 La distribution en taille des particules résulte de trois modes de formations, 

impliquant différents mécanismes physiques (Figure	 2) : mode nucléation, mode 

accumulation et mode grossier ou « coarse » (Kwon et al., 2020). 

 

 

Figure	2. Modes de formation des particules et distribution de la taille en fonction de la concentration en 
nombre (dN/dLog Dp, nombre de particules/mm3), en aire de surface (dS/ dLog Dp, aire de surface de 

particule/mm3) et en masse (ddM/dLog Dp, masse de particules/mm3). D’après (Kwon et al., 2020). 
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 Le mode	 nucléation correspond à des particules nouvellement formées par 

conversion gaz/particules. Dans ce mécanisme, la concentration en nombre est 

augmentée tandis que la concentration en masse reste sensiblement la même car les 

particules formées sont initialement de très petite taille. Ce mode permet la formation de 

PM0.1. Le mode accumulation est ainsi appelé car les processus dynamiques de 

condensation et de coagulation mènent à l’accumulation de particules formant des PM2.5. 

La condensation consiste en un transfert de molécules gazeuses sur une particule 

existante, ce qui augmente le diamètre des particules sans changer la concentration en 

nombre. La coagulation est un processus permettant la formation d’une particule à partir 

de la collision de deux ou plusieurs particules élémentaires, augmentant le diamètre des 

particules mais en diminuant la concentration en nombre. Enfin, le mode	 grossier 

permet la formation de PM10 et de PM2.5 principalement émises par des processus de 

fragmentations mécaniques tels que l’abrasion ou l’érosion éolienne.  

 

1.2.3 Aire de surface 

 

 La distribution en taille des particules peut être définie par la concentration en 

nombre, en masse et en aire de surface. L’aire de surface est définie comme la surface 

totale d’exposition par unité de masse. À masse équivalente (10 µg/m3) de particules, plus 

le diamètre est petit et plus la concentration en nombre de particules et l’aire de surface 

spécifique sont élevées (Oberdörster et al., 2005) (Tableau	1). 

 

Tableau	1. Nombre de particules et aire de surface pour 10 µg/m3 de particules atmosphériques d’après 
(Oberdörster et al., 2005). 

Diamètre	des	particules	
(µm)	

Nombre	de	particules	
	(cm-3)	

Air	de	surface	des	
particules	(µm2/cm3)	

5 153 000 000 12 000 
20 2 400 000 3 016 

250 1 200 240 
5 000 0,15 12 

 

 D’après la	 Figure	 3, l’aire de surface augmente exponentiellement quand le 

diamètre est inférieur à 100 nm. Ainsi, les PM0.1 ont une plus grande capacité d’adsorption 



7 
 

de composés et notamment de composés toxiques comme les métaux et les composés 

organiques (Terzano et al., 2010). 

 

Figure	3. Aire de surface en en fonction du diamètre des particules. D’après (Oberdörster et al., 2005). 

 

1.2.4 Composition chimique  

 

 Outre la taille impliquée dans la toxicité des particules, cette dernière dépend 

également de leur composition chimique (Kelly & Fussell, 2012). Les particules ont des 

compositions chimiques variées en fonction de leurs sources et des transformations 

qu’elles subissent durant leur transport et leur durée de vie dans l’atmosphère. Elles 

présentent, dans des proportions diverses, les différentes fractions décrites ci-dessous : 

 

Fraction	ionique		

Les particules atmosphériques, notamment les PM2.5 sont constituées majoritairement 

d’ions inorganiques hydrosolubles. La fraction ionique peut représenter entre 40% et 

50% de la masse totale de PM2.5 comme c’est  le cas pour des particules urbaines de 

nombreuses villes chinoises (Y. Zhang et al., 2017) mais aussi compter jusqu’à 60-70% de 

la masse totale des particules (Salam et al., 2015). Cette fraction ionique est composée 

principalement des ions chlore (Cl-), sulfate (SO42-), nitrate (NO3-), ammonium (NH4+), 

sodium (Na+), potassium (K+), calcium (Ca2+) et magnésium (Mg2+) (Švédová et al., 2019). 

Les ions SO42, NO3- et NH4+ peuvent constituer à eux seuls entre 40% et 65% de la masse 

des PM2.5 (Sillanpää et al., 2006). Les ions Na+ et Cl- sont retrouvés dans les PM2.5 lors de 

processus de combustions et également dans des PM10 dont les sources sont plus variées 

(entretien des routes, industries métallurgiques) (Rogula-Kozłowska et al., 2014).  
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Fraction	carbonée		

La fraction carbonée est constituée de carbone élémentaire (EC) et de carbone organique 

(OC), elle peut représenter jusqu’à un tiers de la composition des PM2.5 (Bressi et al., 2013; 

Samara et al., 2014; Souza et al., 2014). L’EC désigne le carbone suie, composé purement 

primaire servant de support aux composés organiques. Il est émis lors de processus de 

combustion incomplète de combustibles fossiles ou de biomasse (W. Zhang et al., 2018). 

Par exemple, en Chine, environ 50% à 70% des émissions d’EC proviendraient de 

consommation résidentielle de combustibles solides tels que le charbon et la biomasse 

(Shen et al., 2012). Une autre source très importante d’EC est liée aux transports routiers 

(J. Feng et al., 2014; Song et al., 2015). L’OC est une composante organique d’origine 

primaire et secondaire, regroupant plusieurs centaines de composés organiques 

différents tels que des alcanes, des acides carboxyliques, des alcools, des aldéhydes, des 

cétones, des esters, des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ou encore des 

dioxines. Les composés organiques les plus étudiés sont la famille des HAP. Ils sont formés 

par la combustion incomplète de matière organique comme le charbon ou le pétrole 

(Abdel-Shafy & Mansour, 2016) et ont pour sources principales les activités industrielles 

et le trafic routier (Villar-Vidal et al., 2014). Parmi les composés organiques présents dans 

des PM2.5-0.3 d’origines urbaine (trafic routier), rurale ou industrielle (industries du Fe, de 

l’acier et de l’Al, pétrochimique, pharmaceutique et alimentaire), on peut retrouver des 

HAP tels que l’acénaphtylène (AcPy), l’anthracène (Ant), le benzo[a]anthracène (BaA), le 

benzo[b]fluoranthène (BbFL), le benzo[k]fluoranthène (BkFL), le benzo[a]pyrène (BaP),  

e benzo[ghi]pérylène (Bg,h,iP), le chrysène (Chr), le fluorène (Flu), le fluoranthène (Fl), le 

naphthalène (Nap), l’indéno[cd]pyrène (InP), le dibenzo[a,h]anthracène (BkF), le 

phénanthrène (Phe) et le pyrène (Pyr) (Dergham et al., 2015). Les résultats d’une méta-

analyse sur l’association entre cancer du poumon et exposition à des HAP d’origine 

industrielle ont montré une augmentation significative du risque relatif de cancer du 

poumon chez les sujets exposés professionnellement aux HAP dans les industries du 

charbon, du Fe et de l’acier (A. Singh et al., 2018). La solubilité de ces composés influence 

également leur toxicité. L’étude in vitro de Badran et al., (2020) a comparé la toxicité des 

fractions organiques extractibles et non-extractibles de PM2.5 urbaines de la région de 

Beyrouth, caractérisée par la présence de forts trafics routiers, de production d'électricité 

par des groupes électrogènes diesel, et de procédés d'incinération de déchets ménagers 

polluants. Les résultats ont révélé que la fraction organique extractible des PM2.5 était 
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celle qui induisait fortement les enzymes de phase I et de phase II impliquées dans 

l'activation métabolique des HAP et à l’origine d’importants dommages à l’ADN (Badran 

et al., 2020). 

 

Fraction	métallique	

Les particules contiennent souvent des éléments comme le Cd, le Pb et l’As qui peuvent 

représenter, entre 13% et 42% de la composition totale des particules (Gautam et al., 

2016). Les métaux (K, Ca, Ga, Pb, Sr, Zr , Ba, Na, Li, Be, Ti, Sn, Mg, Al, Cs, Bi, In, Sb) et 

les  métaux de transition (Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Au, V, Hg, Nb, Tl, Co, Mo, Zr, Rb, Ag) 

sont les éléments métalliques majoritairement retrouvés dans la composition des 

particules urbaines (Falcon-Rodriguez et al., 2016). 

Les éléments métalliques peuvent servir de traceur pour identifier les différentes sources 

des particules. Par exemples, le Fe, Cu, Ba, Zn, Sn et Sb sont caractéristiques des particules 

émises par les systèmes de freins (Grigoratos & Martini, 2015; Hagino et al., 2016; J. Zhao 

et al., 2015) et le Cu, K, Mn, Zn, Pb, Ba, Sb, Br, As, V, Sn et Cd sont considérés comme des 

traceurs du trafic routier (Gietl et al., 2010). L’Ag, Al, As, Ca, Cd, Fe, Mn, Pb, et Rb sont émis 

en fortes concentration par les industries de production d’acier (Hleis et al., 2013; Querol 

et al., 2007) tandis que l’As, Bi, Ga et Cu sont liés à la métallurgie du Cu (Querol et al., 

2007).  

L’étude de Jiang et al., (2014) montre que dans des particules d’origine urbaine, il existe 

une variation de la solubilisation des métaux en fonction des différentes fractions 

métalliques. Les métaux des PM2.5 (Zn, Ca, Cd, V, Mg, Cu, Pb, Mn, Ni, Mo, Fe, Cr et Al) sont 

plus solubles que ceux des PM10 (Zn, Ca, Cd, V, Mg, Cu et Pb). La fraction métallique 

hydrosoluble peut être à l’origine de l’expression de médiateurs de l’inflammation, de 

stress oxydant (Birmili et al., 2006; Gali et al., 2017; Roy et al., 2016) et d’effets 

génotoxiques (Kogianni et al., 2021; S. Yadav et al., 2019). La solubilité des métaux est 

donc à prendre en compte pour déterminer les effets toxiques des métaux sur la santé. 

 

Fraction	biologique		

Des composés biologiques comme des pollens, des spores de champignons, des bactéries, 

des virus ou des fragments de plantes et d’animaux peuvent s’adsorber sur les particules 

(Raisi et al., 2013). L’inhalation de micro-organismes présents dans des PM2.5 et PM10 peut 
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être à l’origine d’allergies variées et favoriser la propagation d’infections respiratoires 

(Cao et al., 2014) tel que le COVID-19 (Copat et al., 2020). 

 

1.3 Les	différences	sources	de	particules	

1.3.1 Sources naturelles 

 

 Les particules peuvent avoir des origines naturelles comme des poussières 

minérales résultant de l'érosion de roches ou des sols, d’embruns marins ou des 

poussières volcaniques. 

 

 Les océans qui recouvrent plus de 70% de la surface de la Terre produisent des 

aérosols d’embruns marins qui sont l’une des plus grandes sources naturelles de 

particules (Seinfeld & Pandis, 2006). Les feux de forêts (Alves et al., 2011; M. Li et al., 

2021) et les éruptions volcaniques (Horwell et al., 2003) sont également des sources 

naturelles de PM2.5 et qui sont responsables d’affections respiratoires (Aguilera et al., 

2021; Oudin et al., 2013). L’érosion naturelle et les vents conduisent à une exposition aux 

PM10 très importante dans les régions arides telles que le Moyen-Orient ou l’Asie-du Sud-

Est, causant de nombreux symptômes respiratoires (Williams et al., 2017). La région du 

golfe persique est également soumise à des tempêtes de sable et de poussières qui 

accroissent les émissions de PM2.5, contribuant à 37,4% des émissions totales de PM2.5 au 

Koweït (Alahmad et al., 2021). De plus, plusieurs milliards de tonnes de poussières 

sahariennes sont émises chaque année et peuvent être transportées sur de longues 

distances pouvant atteindre les Amériques du Nord et du Sud, l'Europe et le Moyen-Orient 

(Varga, 2020). Enfin, des micro-organismes peuvent participer également à cette 

pollution particulaire par la fixation de pollens, de spores de champignons, de bactéries 

ou encore des fragments de plantes ou d’insectes à des poussières de sols (Miguel et al., 

1999).  

 

1.3.2 Sources anthropiques 

 
 En 2019 en France, avant la pandémie de COVID-19, les émissions annuelles de 

PM10, PM2.5 et PM1 représentaient respectivement 207,5 kt, 126,2 kt et 98,1 kt (CITEPA, 
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2021). Les contributions des différentes sources, variables en fonction des tailles de 

particules sont décrites dans la Figure	4.  

 

 

Figure	4. Principales sources d’émission des PM10, PM2.5 et PM1.0 en 2019, en France métropolitaine. 
Adapté de (CITEPA, 2021).  

 

 Pour les PM10, le secteur contribuant majoritairement aux émissions de ce polluant 

est le résidentiel/tertiaire (32%), du fait de la combustion du bois et, dans une moindre 

mesure, du charbon et du fioul. L'industrie manufacturière compte pour 27% des 

émissions et l'agriculture/sylviculture pour 25%, notamment du fait des élevages et des 

labours des cultures. Enfin, le transport routier représente 15% des émissions, dû 

principalement à l’échappement des combustibles brûlés et à l’abrasion des routes, des 

freins et des pneus. 

 

 Pour les PM2.5, le secteur contributeur majoritaire est également le 

résidentiel/tertiaire (53%), dont la principale source est la combustion de la biomasse, 

majoritairement domestique, ainsi que, dans une moindre mesure, le fioul. Les transports 

routiers, et l'industrie manufacturière comptent chacun pour 18% des émissions, dont les 

principales sources sont le travail du bois puis les chantiers/BTP et l’exploitation des 

carrières. Pour les secteurs moins représentés comme la transformation d’énergie, 
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l’agriculture/sylviculture et le traitement des déchets, les émissions proviennent 

majoritairement de la combustion de biomasse, de charbon ou de carburants pour les 

engins mobiles non routiers, et des élevages. Le secteur le moins émetteur de PM2,5 est 

celui du traitement des déchets, qui a connu de fortes réductions d’émissions entre 1990 

et 2005 grâce à une mise en conformité des installations d’incinération des déchets. 

 

 Pour les PM1.0, tous les secteurs d’activité contribuent aux émissions en France 

métropolitaine mais la grande majorité est issue du secteur résidentiel/tertiaire qui 

compte pour 68% des émissions, principalement due à la combustion du bois mais aussi 

du charbon et du fioul. Les émissions du secteur de l’industrie manufacturière, deuxième 

secteur émetteur (14%), sont principalement causées par la métallurgie. Le secteur des 

transports représente 13% des émissions de PM1.0. 

 

 Par ailleurs, les activités pyrotechniques peuvent être une source ponctuelle mais 

importante de particules dans l’atmosphère dans le cas de feux d’artifices ou dans l’air 

intérieur lors d’expositions professionnelles par l’utilisation d’armes de tirs, de fumigènes 

ou par d’autres engins pyrotechniques. Cette problématique sera détaillée dans la partie	

1.4.  

 

1.3.3 Réglementation des particules de l’air ambiant 

 

 En France, la réglementation de la qualité de l’air a été concrétisée en 1996 avec la 

Loi sur l’Air et l’Utilisation Rationnelle de l’Énergie (LAURE). Cette loi transpose en droit 

français la directive européenne 96/62/CE, qui a comme objectif de définir une stratégie 

commune pour l’évaluation et la gestion de la qualité de l’air ambiant dans les États 

membres. Cette directive a été à l’origine de quatre directives filles, fixant des valeurs 

réglementaires (en moyenne annuelle, voire en période de pic) pour plusieurs polluants, 

s’appuyant sur les résultats des travaux de l’OMS. Ainsi, la directive 1999/30/CE a permis 

la fixation de concentrations limites journalières et annuelles d’exposition aux PM10 pour 

la population générale. En 2008, la législation européenne relative à la qualité de l’air a 

été clarifiée et simplifiée avec l’adoption de la directive 2008/50/CE qui fusionne dans un 

seul acte la directive cadre de 1996 et trois de ses directives filles (99/30/CE, 
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2000/69/CE et 2002/3/CE) pour l’établissement d’une qualité de l’air ambiant et d’un air 

pur pour l’Europe. C’est donc à partir de 2008 qu’une réglementation européenne 

apparaît pour les PM2.5 qui est transposée en 2010 en droit français (ANSES, 2017). 

 

 Grâce à l’établissement de ces différentes directives, le niveau des émissions des 

particules totales en suspension est globalement en baisse depuis 1990 (Figure	5). 

 

 

Figure	5. Évolution des émissions des particules totales en suspension depuis 1990 à 2020. D’après 
CITEPA 2022. 

 

Tous les secteurs ont contribué à la diminution continue observée, excepté 

l’agriculture/sylviculture dont la courbe est plutôt stagnante. Les émissions du secteur 

résidentiel/tertiaire ont été réduites de moitié sur la période notamment grâce au 

renouvellement et à l’amélioration des équipements individuels brûlant du bois. Dans le 

cas des transports, les émissions proviennent, d’une part, de la combustion des 

carburants et, d’autre part, de l’usure des routes mais aussi des pneus et des freins. Les 

émissions des polluants gazeux à l’échappement ont nettement diminué au cours de ces 

trois dernières décennies suite à la mise en œuvre des différentes normes relatives aux 

véhicules routiers, normes Euro, à partir de 1990. Dans le secteur de la transformation 

d’énergie et du traitement des déchets, les émissions ont connu une très forte baisse, 

moins 96% depuis 1990 et sont désormais mineures. La baisse observée dans la 



14 
 

transformation d’énergie s’explique en grande partie par l’arrêt de l’exploitation des 

mines à ciel ouvert en 2002 et des mines souterraines en 2004. On observe des creux 

d’émissions en 2009, 2011, 2014 et en 2020. Ces phénomènes temporaires ont des causes 

variées : crise économique en 2009, douceur du climat en 2011 et 2014 et crise sanitaire 

en 2020. En effet, entre 2019 et 2020, une diminution nationale des émissions des 

particules totales en suspension de 7% est observée, avec une contribution de tous les 

secteurs sauf l’agriculture/sylviculture.  

 

 Les progrès des technologies dans les différents secteurs ont permis une réduction 

très importante des émissions de particules mais les niveaux de PM10, PM2.5 et PM0.1 

restent une préoccupation majeure en terme de santé publique. Des niveaux de qualité de 

l’air sont recommandés par l’OMS pour un certain nombre de polluants, dont les 

particules, sur la base d’études scientifiques. Les valeurs guides ainsi établies ne sont pas 

des valeurs réglementaires mais permettent aux états d’élaborer leur réglementation en 

fixant des normes à ne pas dépasser. Le Tableau	 2 résume les valeurs limites 

recommandées par l’OMS (OMS, 2021) et celles fixées par la réglementation en Europe 

(AIRPARIF, 2021) et aux USA (EPA, 2022).  

 

Tableau	2. Concentrations moyennes limites journalières et annuelles des particules (µg/m3). 

Taille	particules		

	

Concentration	moyenne	

limite	sur	24h	(µg/m3)	

Concentration	moyenne	limite	

annuelle	(µg/m3)	 

PM10	 USA : 150 

Europe : 50 (≤ 35 jours/an) 

OMS : 45 

USA : nd 

Europe : 40 

OMS : 15 

PM2.5	 USA : 35 

Europe : 20 

OMS : 15 (≤ 3-4 jours/an) 

USA : 12 

Europe : 25 

OMS : 5 

	

Pour les PM10 et PM2.5, les recommandations de l’OMS pour les concentrations moyennes 

limites sur 24h sont respectivement de 45 µg/m3 et 15 µg/m3 en ne dépassant pas 3-4 

jours par an et les concentrations moyennes limites annuelles sont respectivement de 15 

µg/m3 et 5 µg/m3. En Europe, la réglementation fixe des valeurs limites pour les PM10 et 
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PM2.5 plus hautes que celles recommandées par l’OMS (Tableau	 2). Les directives 

européennes (Directive 2008/50/CE et Directive 2004/107/CE) sont transposées dans 

la réglementation française, qui peut ajouter des critères plus restrictifs que ceux imposés 

par la Commission européenne. 

 

 Tous les ans, l’Agence Européenne pour l’Environnement (EEA) publie un rapport 

sur la qualité de l’air en Europe. D’après le rapport EEA, 2020, en 2018, la valeur limite 

journalière de l'Europe pour les PM10, fixée auparavant à 50 µg/m3, a été dépassée en 

Bulgarie, en Pologne, en Serbie, en Turquie, en Macédoine, au Montenegro et en Bosnie-

Herzégovine, atteignant des valeurs comprises entre 50 et 100 µg/m3. Dans le cas de la 

valeur limite annuelle de l’Europe pour les PM10, fixée à 40 µg/m3, seulement quatre pays 

ont dépassé cette valeur (le Montenegro, la Macédoine, la Turquie et la Bosnie-

Herzégovine) avec des concentrations comprises entre 45 et 55 µg/m3. Cependant, en se 

plaçant à la valeur recommandée par l’OMS avant 2021, soit 20 µg/m3, 23 pays sur 37 

dépassent ce niveau de recommandation. Concernant, les concentrations annuelles en 

PM2.5, 24 pays sur 37 dépassent la valeur recommandée par l’OMS avant 2021, soit 10 

µg/m3, dont seule la Bosnie-Herzégovine dépasse la valeur limite européenne de 25 

µg/m3 (environ 40 µg/m3). Les particules ont des effets néfastes sur la santé même à très 

faibles concentrations et le seuil en dessous desquel il n’y aurait pas d’effets n’est pas 

encore identifié (Danesh Yazdi et al., 2021; Khomenko et al., 2021). Ainsi, les limites très 

basses recommandées par l’OMS visent à établir des concentrations en particules les plus 

faibles possibles en dessous desquelles les effets sont considérés comme acceptables. 

 

1.4 Activités	pyrotechniques	et	sources	de	particules	

 
	 La pyrotechnie au sens littéral du terme se définit par l’art de manier le feu. Elle 

regroupe la pyrotechnie militaire qui correspond à l’ensemble des techniques de 

préparation et d'emploi des explosifs et des munitions et la pyrotechnie civile, définie par 

l’ensemble des techniques de fabrication et d'utilisation des pièces d'artifices. Les 

activités pyrotechniques peuvent être classées en fonction de l’effet produit : lumière, gaz, 

fumée, chaleur, projection de munition, onde de pression, effet de souffle. Il peut s’agir 

également d’une combinaison de tous ces effets. Un dispositif pyrotechnique est constitué 

d’un mélange de plusieurs composés solides dont un oxydant, un agent réducteur qui est 
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le carburant, éventuellement un colorant et de divers autres additifs, générant un aérosol, 

composés de gaz et de particules en suspensions, permettant l'effet pyrotechnique 

souhaité. Dans le Tableau	3, les dispositifs pyrotechniques couramment utilisés y sont 

décrits.  

 

Tableau	3. Dispositifs pyrotechniques courants. Adapté de Kosanke et al., (2013). 

Dispositif	 Domaine	 Description	

Fusée	de	ligne	 Militaire Dispositif de propulsion pour former une ligne entre les navires. 
Fusée	de	

signalisation	
Militaire 
et civil 

Appareil portatif pour propulser de la fumée en altitude pour la 
signalisation 

Fusée	
d’éclairage	

Militaire Appareil portatif qui se déploie en parachute portant des bougies pour 
éclairer la terre ou la mer. 

Fusées	de	
détresse	

Militaire 

et civil 

Dispositifs pour marquer des accidents (autoroute) ou des situations 

dangereuses. 
Feux	d’artifices	 Civil Fusées, chandelle romaine, feu de Bengale, pétards 

Moteur	
miniature	

Civil Utilisation de poudre noire ou de compositions pyrotechniques pour 
propulser des modèles réduits de fusée. 

	
Amorceur	

 

Militaire 

Compositions pyrotechniques utilisées pour l'amorçage des charges 

propulsives des mortiers, de l'artillerie et des projectiles militaires 
similaires 

Amorceur	 Civil Utilisé pour allumer des feux d'artifice et initiateurs d'airbag 

Fusible	 Militaire Retardement ou transfert de l’amorçage dans une variété de dispositifs 
Thermique	 Militaire Dispositifs destructeurs de documents classifiés, d’armes, d’appareils 

électroniques 

Thermique	 Civil Appareils de soudage 
Générateurs	de	

gaz	
Militaire 
et civil 

Fournitures d'oxygène de secours dans les avions, gonfleurs d'airbags 
pour les véhicules, démarreurs de moteurs 

Fumigènes	 Militaire Génération de fumée pour le camouflage et la signalisation 
Fumigènes	 Civil Signaux terrestres ou aériens, dispersion de pesticides 

 

La littérature sur les émissions de particules issues d’activités pyrotechniques et la 

toxicité liées à ces activités a été très bien décrite dans le domaine des feux d’artifices. 

Cependant, d’autres dispositifs pyrotechniques utilisés dans l’artillerie ou les fumigènes, 

dont les usages sont très répandus dans le domaine militaire ont fait l’objet de très peu 

d’études de toxicité. Ainsi, il y a un grand manque de données sur la physicochimie et sur 

les risques sanitaires liées à l’inhalation de particules d’activités pyrotechniques dans le 

cadre d’expositions professionnelles.  
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1.4.1 Feux d’artifices 

 

 Historiquement, la pyrotechnie trouve une origine festive dans les feux d’artifices 

en Chine, avant de s’importer en Europe et de gagner le monde entier. De nos jours, les 

feux d’artifice sont très largement utilisés dans les domaines festifs, artistiques et sportifs. 

 De nombreux évènements festifs, tels que les Fêtes Nationales et les célébrations 

du Nouvel An dans le monde entier (Retama et al., 2019), les fêtes des Lanternes et du 

Printemps en Chine (C.-C. Lin et al., 2014), la fête de Diwali en Inde (Deka & Hoque, 2014; 

S. K. Yadav et al., 2019; Yerramsetti et al., 2013) et au Royaume-Uni (Godri et al., 2010), 

ou encore les fêtes de « Mascletàs » en Espagne (Crespo et al., 2012) sont associés à des 

émissions massives de particules en suspension dans l'air. Une large étude américaine 

(Seidel & Birnbaum, 2015) a analysé les données sur la qualité de l'air de 315 sites de 

surveillance de feux d'artifices aux États-Unis entre 1999 et 2013. Les concentrations en 

PM2.5 et d’autres polluants ont été mesurées avant, pendant et après les feux d'artifice du 

4 juillet. Les concentrations de particules sont maximales à 21h avec une augmentation 

de 21 µg/m3 par rapport à des jours contrôles où la pollution de fond est de 12 µg/m3. Le 

lendemain à midi, les niveaux retournent à la normale. Au niveau National, il est observé 

une augmentation moyenne de 5 µg/m3 (42%) des niveaux de PM2.5 sur une période de 

24h. La distance à laquelle les mesures sont effectuées par rapport aux sites de tirs 

influence grandement les niveaux de PM2.5. Par exemple, sur un site adjacent aux feux 

d'artifice et quelques heures après les tirs, les niveaux de PM2.5 montent à environ 500 

µg/m3 et la moyenne sur 24h est augmentée de 48 µg/m3 (370%). De même, en Inde, 

pendant la fête de Diwali, des augmentations de l’ordre de 56% à 121% des niveaux de 

particules par rapport à la pollution de fond sont rapportées (M. Kumar et al., 2016). Les 

niveaux de particules varient fortement en fonction de la distance des sites de mesures 

par rapport aux feux d’artifice, des conditions météorologiques et de la pollution locale 

(Joly et al., 2010; Vecchi et al., 2008). De plus, il existe de fortes différences de 

concentrations en particules liées aux diversités culturelles entre les pays. Par exemple, 

la Figure	6	présente les concentrations médianes en PM2.5 et en PM10 pendant des jours 

de feux d’artifices et pendant des jours dits « normaux » dans trois régions du monde : 

l’Inde, la Chine et Taïwan ainsi que l’Europe et l’Amérique du Nord nommé « Pays 

occidentaux » (C.-C. Lin, 2016). 
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Figure	6. Distribution géographique des concentrations médianes de PM10 et de PM2.5 pendant une 
période de feux d’artifices. “Pollution de fond” fait référence aux concentrations de particules pendant une 
période dite normale, hors période de feux d’artifices. Les résultats sont exprimés en expression relative 

par rapport à la pollution de fond. Adapté de Lin, 2016. 

Les concentrations en PM2.5 et PM10 sont les plus élevées en Inde (101 µg/m3 et 

119 μg/m3), suivies de la Chine et de Taïwan (54 µg/m3 et 83 μg/m3), puis des pays 

occidentaux (12 et 14 μg/m3). Lorsque l’on compare les expressions relatives des niveaux 

de particules, par exemple des PM2.5, en période de feux d’artifice par rapport à la 

pollution de fond, celles des pays occidentaux (9,1) sont supérieures à celles de l’Inde 

(4,4), de la Chine et de Taïwan (3,4) (Figure	6). 

 

 En raison de la forte pollution causée par les feux d’artifices, certaines villes dont 

Shanghai (Chine) ont imposé des mesures réglementaires dans l’usage des feux d’artifices. 

Cette réglementation a permis une baisse efficace des niveaux de PM2.5 d’environ 60% sur 

une période de cinq ans (Yao et al. 2019).  

 

 L’augmentation des concentrations de particules pendant une période de feux 

d’artifices va causer des modifications des niveaux de métaux, d’ions et de composés 

organiques émis dans l’atmosphère. Concernant la taille de ces particules, leur 

distribution résulte du mode de formation par accumulation générant principalement des 

particules de taille entre 100 et 500 nm (Do et al., 2012; M. Kumar et al., 2016; C.-C. Lin et 

al., 2014; Nirmalkar et al., 2013; Pathak et al., 2015; Retama et al., 2019; Tian et al., 2014). 

De nombreux métaux sont utilisés comme colorants dans les feux d’artifices afin 

d’augmenter leur luminosité et de les rendre plus attractifs. Par exemple, le Fe permet 
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une meilleure production d’étincelles et les éléments tels que le Sr, Na, Cu et Ba sont 

utilisés pour des colorations rouge, jaune, vert et bleu, respectivement, ou encore le Ca 

qui permet d’intensifier la coloration d’autres composés (Kulshrestha et al., 2004). Ainsi, 

lors des fêtes du printemps Chinois, il est retrouvé une augmentation des niveaux d’Al, K, 

Ba, Sr dans l’air spécifiquement liés aux feux d’artifices (Kong et al., 2015). De plus le K, 

Si, Al, Na, Ca et Fe représenteraient entre 85% et 90% de tous les éléments chimiques 

émis pendant cette période (Kong et al., 2015). De même, des augmentations des 

concentrations en Al, Zn, Pb et Cd (5 à 12 fois), Cu, Fe et Mn (25 à 40 fois) et du Co et V (70 

à 80 fois) sont observées lors de la fête de Diwali (Chatterjee et al., 2013). Des 

augmentations des concentrations d’autres métaux tels que le Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, and Fe 

ont également été décrites dans la littérature (Hickey et al., 2020; C.-C. Lin, 2016). Ainsi, 

l’Al, Mg, K, Ba et Sr sont les éléments métalliques majoritairement retrouvés dans l’air 

après des épisodes de feux d’artifices, signifiant que ces métaux pourraient servir 

d’éléments traceurs (Crespo et al., 2012; Godri et al., 2010; C.-C. Lin, 2016).  

 Des concentrations élevées de nombreux ions hydrosolubles sont généralement 

observées après des feux d’artifices, notamment, K+, Mg2+, Cl- et SO42- (Chatterjee et al., 

2013; S. K. Yadav et al., 2019; Yao et al., 2019a). D’autres ions sont également souvent 

détectés tels que NO3-, SO42- Ca2+ et Na+, pendant des périodes de feux d’artifices mais le 

K+ est considéré comme un traceur fiable de particules émises par les feux d’artifices 

(Chatterjee et al., 2013; Cheng et al., 2014; C.-C. Lin et al., 2014; Yao et al., 2019a). 

 À propos des composés organiques, il semblerait que les feux d’artifices 

augmentent significativement l’OC mais peu l’EC (Kong et al., 2015). Pour les HAP, des 

études suggèrent qu’ils ne sont pas émis directement par les feux d’artifices et que leur 

part est négligeable par rapport aux deux sources majeures de HAP que sont la 

combustion de biomasse et le trafic routier (C.-C. Lin, 2016).  

 

1.4.2 Armes à feu de petits calibres  

 

 Les armes à feu sont classées dans les activités pyrotechniques et sont largement 

utilisées par les armées françaises et du monde entier. Les armes à feu de petit calibre ou 

légères désignent des armes utilisant des munitions de calibre inférieur à 20 mm.  



20 
 

 Les quantités de particules de tirs émises dans l’air sont nettement supérieures à 

celles émises lors de feux d’artifices et vont dépendre du nombre de tirs successifs. En 

effet, en fonction du type de munition et à proximité du tireur, un tir peut générer jusqu’à 

17 mg/m3 de particules alors que trois, six ou dix tirs génèrent respectivement 43 mg/m3, 

93 mg/m3 et 112 mg/m3 de particules (Mariussen et al., 2021). D’autres études 

rapportent des concentrations élevées en particules, entre 15 et 80 mg de 

particules/cartouche (Bergström et al., 2015; Wingfors et al., 2014). Ces valeurs sont près 

de 1500 à 4500 fois supérieures aux valeurs limites sur 24h recommandées par l’OMS 

pour les PM10 et PM2.5 atmosphériques respectivement. Cependant, des concentrations 

beaucoup plus faibles retrouvées dans l’air ambiant au niveau d’un stand de tirs sur une 

période de 15h30 étaient de 0,284 mg/m3 (Mekki, 2017) mais dépassent largement les 

limites recommandées par l’OMS.  

 Concernant la taille des particules, il est retrouvé diverses tailles notamment des 

PM10 dont le diamètre aérodynamique est compris entre 3 µm et 7 µm (Mekki, 2017), < 

4µm (Bergström et al., 2015) et majoritairement des PM2.5 (Aurell et al., 2019; Mariussen 

et al., 2021). Toutefois, il semblerait que plus de 90% des particules totales en suspension 

aient un diamètre inférieur à 30 nm (Wingfors et al., 2014).  

 Les particules de tirs d’armes légères sont composées de métaux variés, de suies 

et de composés organiques (Wingfors et al., 2014). Selon le type de munition utilisé, les 

principaux métaux détectés dans leur composition sont le Cu (37%), le Pb (13%), le Bi 

(6%), le Zn (4%) et le Sb (3%) (Figure	7).  

 

Figure	7. Composition chimique de particules issues de carabine militaire M4 (Aurell et al., 2019). 
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Les fortes concentrations en Cu et en Pb sont également retrouvées après des tirs avec 

d’autres types d’armes (Bergström et al., 2015; Brochu et al., 2011). En raison de la forte 

toxicité humaine et environnementale du Pb, des munitions sans Pb sont de plus en plus 

utilisées depuis une vingtaine d’années. Cependant, il est rapporté que les particules de 

ce nouveau type de munition contiennent de fortes concentrations en Cu, Zn et Fe, 

supérieures à celles des munitions avec Pb et pouvant dépasser les limites d’exposition, 

pour le Cu par exemple (Bergström et al., 2015; Grabinski et al., 2017; Voie et al., 2014; 

Wingfors et al., 2014).  

 Divers composés organiques composent les particules de tirs d’armes légères 

comme des composés aromatiques azotés (carbazole, quinolone, phénazine), des 

phtalates et également des composés de la famille des HAP (Moxnes et al., 2013; Wingfors 

et al., 2014). En effet, de nombreux HAP sont abondamment détectés comme le Nap, le 

Pyr, le BaP l’AcPy, le Phe, le Fl, le Bg,h,iP ou encore le BaFL (Aurell et al., 2019; Wingfors 

et al., 2014).  

 

1.4.3 Les fumigènes 

 

 Les fumigènes font partie des activités pyrotechniques et sont largement utilisés 

dans le domaine militaire dont les premières références d’utilisations datent de 2000 ans 

avant J-C (North Atlantic Treaty Organization, 2016). Le brûlage de la paille mouillée était 

une technique classique pour générer un brouillard et dissimuler les positions ennemies 

afin de créer la confusion sur le champ de bataille (Nicholson, 1943). L’usage 

systématique des fumigènes commence pendant la Première Guerre Mondiale avec la 

fabrication par les anglais des premières grenades à fumigènes à base de phosphore blanc 

(North Atlantic Treaty Organization, 2016). Les fumigènes sont alors utilisés pendant les 

combats par les forces terrestres et navales pour masquer les attaques ainsi que la 

répartition des troupes et des navires. (Figure	8). A partir des années 1970, l’efficacité 

des fumigènes pendant le combat devient évidente et conduit au développement 

scientifique de nouvelles formulations pour améliorer les mécanismes de diffusion de la 

fumée.  
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Figure	8. Utilisation de fumigènes pendant la 1ère Guerre Mondiale. D’après le rapport de (North Atlantic 
Treaty Organization, 2016) 

 

 De nos jours, les fumigènes sont généralement utilisés dans un cadre professionnel 

et principalement dans le domaine militaire pour le camouflage ou la signalisation. Les 

particules émises par la combustion du fumigène caractérisent la fonction de celui-ci. En 

effet, les particules produites par les fumigènes à fonction de camouflage sont capables de 

bloquer ou de perturber les transmissions du spectre électromagnétique tel que les 

rayonnements visibles, infrarouges ou micro-ondes (North Atlantic Treaty Organization, 

2016). Les fumigènes de signalisation ont une longue histoire d'utilisation militaire et 

sont disponibles dans une variété de couleurs différentes permettant la communication, 

la signalisation et le marquage (Conkling & Morcella, 2018). Les fumigènes peuvent être 

utilisés également par les forces de l’ordre pour la protection et la sécurité des personnes 

comme anti-intrusion ou encore dans le domaine de l’agriculture comme procédé 

d’application des pesticides. En France, les fumigènes sont des produits en vente libre 

dans le commerce et dont l’usage est libre sauf dans certaines circonstances (Fête 

Nationale, manifestations comportant des risques élevés de troubles à l’ordre public, 

stades). Ainsi, les populations civiles peuvent être amenées à les utiliser lors de 

manifestations sociales, culturelles, politiques, sportives, pour leur sécurité (feux de 

détresse) ou lors d’événements festifs.  

 

 Bien que les fumigènes soient utilisés massivement dans le domaine militaire et 

notamment lors des entraînements des soldats, très peu d’études se sont intéressées aux 

émissions de particules dans l’air et à leur composition physico-chimique. Dans ces 

études, seule la taille des particules a été étudiée (Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a; 



23 
 

Hemmilä et al., 2013; Karlsson et al., 1991; van Hulst et al., 2017). Il existe une très grande 

diversité de fumigènes dont les principales familles seront décrites dans la partie	2.3.1. 

Selon le type de fumigène, les particules émises sont de tailles variées < 5 µm (Karlsson et 

al., 1991) < 2 µm (Hemmilä et al., 2013; van Hulst et al., 2017), ou < 1µm (Hemmilä, Hihkiö, 

& Linnainmaa, 2007). Concernant leur composition chimique après combustion, seule 

l’étude de Hemmilä et al., 2013 rapporte que les particules de fumigènes sont 

principalement constituées de carbone et d’oxygène mais indique également la présence 

de Cl, K, Zn, Al et Si. Ainsi, il existe un grand manque d’informations sur la caractérisation 

physico-chimique des particules de fumigènes.  
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2. Effets	 sanitaires	 liés	 à	 l’inhalation	 d’aérosols	 issus	

d’activités	pyrotechniques	

 Le chapitre précédent a montré que les activités pyrotechniques peuvent être une 

source très importante de particules dans l’air. Ces particules pourraient rester en 

suspension dans l’air pendant 20h (Barman et al., 2008) voire une semaine jusqu’à un 

mois après des feux d’artifices, conduisant alors à des concentrations élevées de 

particules sur une période prolongée (Agrawal et al., 2011; Chatterjee et al., 2013; Kong 

et al., 2015). Il est bien connu que les particules atmosphériques sont à l’origine de 

nombreuses maladies respiratoires (Falcon-Rodriguez et al., 2016; Loboda et al., 2016). 

Ainsi, ces particules issues d’activités pyrotechniques peuvent présenter un risque pour 

la santé de la population générale dans le cas de feux d’artifices ou dans le cas 

d’expositions professionnelles avec l’utilisation d’armes à feu ou de fumigènes.  

 

2.1 Toxicité	des	feux	d’artifices		

 
 De façon générale, la manipulation de substances énergétiques nécessite des 

précautions particulières, encadrées par une réglementation stricte pour l’industrie 

(Comet et al., 2013). Les risques sanitaires des feux d’artifices sont principalement connus 

dans le cas d’accidents comme des blessures au niveau des yeux et des mains, des 

brûlures, ainsi que de certains cas mortels, souvent lors de mauvais usages personnels 

(Canner et al., 2014; Moore et al., 2014; Patel & Mukherjee, 2014; Sandvall et al., 2017).  

 Outre le risque explosif ou d’incendie, l'impact des feux d'artifice sur la santé 

humaine est attribué à la grande quantité de composants chimiques émis qui ont été 

utilisés lors de la fabrication (Gouder & Montefort, 2014). Seules quelques études se sont 

intéressées aux effets sanitaires des particules émises lors des feux d’artifices, soulignant 

la surmortalité ou l’incidence de maladies cardio-respiratoires (Beig et al., 2013; Gouder 

& Montefort, 2014; Hirai et al., 2000; Yao et al., 2019b). Dans l’article de (Beig et al., 2013), 

les auteurs ont ainsi calculé des ratios de nombre de cas excédentaires de mortalités 

totale, cardiovasculaire et respiratoire lors d’épisodes de feux d’artifice par rapport à des 

épisodes sans. Ils ont ainsi mis en évidence des ratios entre 1,75 et 3,5 pour la mortalité 

totale associée aux PM2.5 et entre 3 et 8 pour celle associée aux PM10 (Beig et al., 2013). De 

même, pendant les feux d’artifices des fêtes du Printemps à Shanghai et sur une période 
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de 2013 à 2017, la mortalité quotidienne spécifiquement liée aux exposions de PM2,5 émis 

pendant les feux d’artifices a représenté 1,4 % à 3,8 % de la mortalité quotidienne totale 

(Yao et al., 2019). En Inde, des atteintes respiratoires ont été signalées pendant la fête de 

Diwali avec des augmentations entre 30% à 40% des cas de respiration sifflante, 

d’exacerbation de l'asthme et de cas de bronchites (Gouder & Montefort, 2014). Hirai et 

al., 2000 ont également constaté que l'inhalation de la fumée des feux d'artifice provoque 

de la toux, de la fièvre et de la dyspnée et conduit à certains cas de pneumonie aiguë. 

Comme décrit précédemment, la durée des festivals va fortement conditionner la 

persistance des particules de feux d’artifices dans l’atmosphère. Ainsi, il semblerait 

qu’une exposition occasionnelle d’une journée ne présente pas de risques aussi néfaste 

pour la santé humaine qu’une exposition prolongée (Gouder & Montefort, 2014). 

 Au niveau de la toxicité in vitro, des effets cytotoxiques sont observés avec une 

baisse de 30% de la viabilité après exposition de cultures de cellules épithéliales 

bronchiques type BEAS-2B pendant 24h à des particules collectées pendant des feux 

d’artifices (Do et al., 2012). Des augmentations significatives de la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO) par des BEAS-2B et des cellules endothéliales micro-

vasculaires pulmonaires ont été observées et ont été corrélées à l’inflammation chez la 

souris après exposition à des particules de feux d’artifices (Hickey et al., 2020). Une 

exposition à l’interface-air-liquide (IAL) en temps réel, pendant des feux d’artifices, sur 

une période de 12h, sur des macrophages différenciés a montré l’induction d’une réponse 

inflammatoire par l’augmentation de la sécrétion de TNF-α et d’IL-6 (Ding et al., 2019).  

 

2.2 Toxicité	des	armes	de	tirs	

 
	 De nombreuses études ont montré que des tireurs en intérieur et en extérieur, 

exposés au Pb contenu dans les munitions avaient des concentrations élevées de Pb dans 

le sang (Chau et al., 1995; Gulson et al., 2002; Ochsmann et al., 2009; Rocha et al., 2014; 

B.-G. Svensson et al., 1992). De même, ils ont développé des symptômes d’exposition au 

Pb tels qu’une anémie, une fatigue, ou divers degrés de neuropathie (problèmes de 

mémoires, lésion de nerfs) (Chau et al., 1995; Rocha et al., 2014). De plus, en raison des 

effets néfastes du Pb sur l’environnement (Bellinger et al., 2013; Heier et al., 2009), des 

munitions sans Pb ont été développées depuis une vingtaine d’années. Étonnamment, 

plusieurs études rapportent la survenue de divers symptômes ressemblant à la grippe tels 
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que de la fièvre, des frissons, des nausées, des maux de tête, de la fatigue, des douleurs 

musculaires et articulaires, de la toux ou encore un essoufflement lors de tirs de munition 

sans Pb (Methner et al., 2013; Moran & Ott, 2008; Voie et al., 2014). Ces symptômes sont 

caractéristiques d’une « fièvre des métaux », tel que c’est le cas pour l’inhalation aiguë de 

fumées d’oxydes de Cu pouvant provoquer un syndrome pseudo-grippal ainsi que des 

troubles digestifs, et hépatiques (INERIS, 2016). Ainsi, une étude de toxicité chez l’homme 

a été menée pour comparer la toxicité de munitions avec Pb, sans Pb et avec une 

formulation contenant du Pb mais modifiée (Voie et al., 2014). Il en ressort que les sujets 

exposés aux munitions sans Pb présentaient plus de symptômes grippaux que les autres. 

Dans les munitions sans Pb, les concentrations de Cu (6,4 mg/m3) sont 32 fois supérieures 

à la limite d’exposition hebdomadaire américaine (0,2 mg/m3) alors que les munitions 

avec Pb en contiennent 3,7 mg/m3 .De plus, les concentrations en Zn sont triplées dans 

les munitions sans Pb (1,6 mg/m3) comparées à celles avec Pb (0,5 mg/m3). Ces fortes 

concentrations en Cu et en Zn seraient probablement à l’origine de ces symptômes plus 

prononcés chez les patients exposés aux munitions sans Pb probablement causés par une 

inflammation des poumons. 

 Quelques études in vitro se sont intéressées à la toxicité des aérosols des armes de 

tirs. Dans l’étude de Bergström et al., 2015 après 24h d’exposition de modèles cellulaires 

alvéolaire (A549) et bronchique (NHBE), les particules sans Pb ont montré une 

cytotoxicité plus élevée que les particules de munitions au Pb. Des facteurs de corrélation 

élevés (>0,9) ont été trouvés entre la mort cellulaire et les teneurs en Cu et en Zn. Enfin, 

les différents types de particules ont été capables d’induire un stress oxydant par 

surproduction d’ERO et le développement d’une réponse inflammatoire par sécrétion 

d’IL-6 et d’IL-8 dans les deux modèles cellulaires. De même, l’étude de Mariussen et al. 

2021 a analysé les effets d’une exposition de cellules A549 réalisée à l’IAL à différents 

types de particules de tirs provenant de munitions avec et sans Pb. Alors que les 

munitions sans Pb émettent des quantités plus faibles de particules que les autres types 

de munition, une diminution de la viabilité cellulaire de 50% a été rapportée après 

exposition aux particules sans Pb contre 20% pour celles avec Pb. Il semblerait à nouveau 

que ces effets observés soit en lien avec les émissions de Cu et de Zn. Enfin, des résultats 

similaires sont observés à partir de cellules A549 exposées pendant 24h et 48h à des 

particules de tirs de petit calibre (munitions avec Pb), notamment une diminution de 40% 
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de la viabilité cellulaire et une augmentation de la proportion de cellules en phase sub-G1 

indiquant une apoptose (Mekki, 2017).  

 

2.3 Toxicité	des	fumigènes	

 
 Il existe de nombreuses familles de fumigènes avec des compositions chimiques 

très variées mais il existe peu de documents les listant. De plus, leur toxicité a été très peu 

étudiée. A la fin des années 1990, trois rapports listant les familles de fumigènes utilisées 

par l’armée américaine et leurs effets toxiques sont publiés par le Conseil National de 

Recherche (NRC) des États-Unis (National Research Council (U.S.) (1997a, 1997b, 1999). 

L’objectif du NRC était d’établir des niveaux indicatifs d’exposition aux fumigènes pour 

les militaires lors des entraînements mais aussi pour les civils résidant ou travaillant à 

proximité d’installations militaires. Ces rapports regroupent des données de toxicité 

humaine et chez l’animal sur les aérosols produits par l’ensemble des fumigènes de 

camouflage et colorés. La toxicité exclusive de la fraction particulaire des fumigènes n’est 

pas rapportée.  

 Les familles de fumigènes utilisées au sein de l’armée française sont listées dans le 

rapport de l’Organisation du Traité de l’Atlantique Nord (2016), « Guidelines for Toxicity 

Testing of Smokes, Obscurants, and Pyrotechnic Mixtures » (North Atlantic Treaty 

Organization, 2016). Ainsi, les données présentées dans cette partie proviennent 

majoritairement des rapports décrits ci-dessus.  

 Enfin, concernant la toxicité in vitro des fumigènes, très peu d’études ont été 

menées afin d’étudier les mécanismes d’action des fumigènes sur la cible respiratoire. 

Cela sera décrit dans la partie	2.3.4. 

 

2.3.1 Familles de fumigènes 

 

Fumigène	à	base	d’hexachloroéthane	(HC)	

Les fumigènes à base d’HC sont principalement utilisés comme obscurcissant grâce à la 

production d’une fumée épaisse qui a une excellente capacité de dissimulation. La fumée 

d'HC est produite par la combustion d'un mélange équimolaire de l’oxydant HC (C2Cl6) et 

d’un combustible métallique (Zn, ZnO, Al, Si ou TiO2). Lorsqu'il est enflammé, une réaction 
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exothermique a lieu entre l’oxydant et le combustible et un chlorure métallique (MeCl) 

est produit, selon la réaction suivante :  

         C2Cl6 + 
�

�
Me   

���	
��
��
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� 

�

 �
MeCln + 2C    (1) où Me représente un métal avec son état d’oxydation +n  

 

Les MeCl étant hygroscopiques, l’épaisseur de la fumée produite et sa capacité de 

dissimulation vont dépendre de l’humidité relative de l’air. Généralement, le Zn est utilisé 

comme combustible métallique et la réaction avec l’HC va produire du chlorure de zinc 

(ZnCl2) dont la fumée est blanche grisâtre. Dans un second temps, la fumée ZnCl2 va réagir 

avec l'humidité de l'air et produire du chlorure de zinc hydroxyle (Zn(OH)Cl) et de l'acide 

chlorhydrique (HCl). Certains fumigènes HC/Zn contiennent également du 2,4,6-

trinitrotoluène (TNT) qui est utilisé comme additif, permettant de garder une stabilité de 

la composition du fumigène vis-à-vis de l’humidité et de faciliter l’allumage par des temps 

froids et humides. Enfin, d’autres éléments tels que du silicium, du nitrate de potassium 

(KNO3-), du charbon, de l'oxyde de fer, de l'aluminium granulaire, du nitrate de cellulose 

et de l'acétone peuvent être nécessaires pour déclencher la réaction et ainsi disperser de 

très petites quantités d'autres contaminants en suspension dans l'air. 

 

Fumigènes	à	base	de	tétrachlorure	de	titane	(TiCl4)	

Le TiCl4 est un liquide sensible à l'humidité et à l'eau. Il s'hydrolyse instantanément au 

contact de l'humidité et conduit à la formation d'oxychlorures de titane (Ti(OH)nClx ou 

de dioxyde de titane (TiO2) qui génèrent une fumée blanche. Les réactions chimiques 

correspondantes sont les suivantes : 

  TiCl4 + 2 H2O 
���������
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯� TiO2(aq) + 4 HCl (aq)  (2) 

  TiCl4 + 2 H2O 
���������
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯� Ti(OH)nClx + 4 HCl (aq)  (3) 

 

Fumigène	à	base	de	phosphore	blanc	(WP)	

Le WP est un produit chimique inorganique qui a une légère couleur jaune causée par des 

impuretés de couleur rouge et est souvent appelé phosphore jaune. Longtemps utilisé 

pour sa très forte capacité incendiaire et ses vapeurs corrosives, l'Organisation des 

Nations Unies (ONU) a interdit en 1983 l’utilisation offensive du WP.  Depuis, l’armée 

l’utilise comme fumigène pour protéger des forces alliées, soutenir des opérations de 

« déception » (dissimulation et simulation) et former un écran de fumée pour les activités 
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de reconnaissance, de surveillance et cibler des forces ennemies. Les fumigènes à base de 

WP sont utilisés dans le monde entier car leurs fumées sont les plus efficaces contre les 

systèmes d'imagerie thermique. Le WP possède un point de fusion bas (44°C). La 

combustion du WP va générer comme produit final de l’acide phosphorique (H3PO4). Tout 

d’abord, le WP va se consumer dans l’air et former du pentoxyde de phosphore (P2O5), 

selon la réaction suivante :  

    P4 + 5 O2 
���	
��
��
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� 2 P2O5  (4) 

 

Le P2O5 étant extrêmement chaud, il absorbe la moindre trace d'humidité pour former des 

gouttelettes d’H3PO4 :  

    2 P2O5 + 6H2O 
���������
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯� 4 H3PO4  (5)   

 

Ces gouttelettes d’H3PO4 peuvent se condenser et se réhydrater pour former à nouveau 

de l’H3PO4 : 

 H3PO4 + β H2O 
���������
�� �� 

��������
��

�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  H3PO4 .β H2O (6) où β dépend de l’humidité relative 

 

Le WP peut réagir également avec de l'eau pour former un composé gazeux, la phosphine 

(PH3), qui est toxique pour le système nerveux central et le foie :  

     P4 + 4 H2O 
�����
���
�� 
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� H3PO4 + PH3 + H2  (7).  

Dans l’air, le PH3 est ensuite converti en produits chimiques moins nocifs : 

 

Fumigène	à	base	de	phosphore	rouge	(RP)	

Le RP est une substance amorphe, solide à 416°C, obtenue par chauffage du WP à 250 °C. 

Certains pays ont remplacé le WP par le RP car il est thermodynamiquement stable aux 

conditions normales de température et de pression, le rendant beaucoup moins 

inflammable (T°combustion = 280 °C) et moins toxique. Comme le WP, il est utilisé pour 

former un écran de fumée bloquant les ondes infra-rouges. La combustion de RP 

provoque une vaste fumée blanche, retombant au sol sous forme de gouttelettes 

brûlantes, enflammant facilement la matière organique et pouvant provoquer des 

incendies de forêt. Son utilisation est donc limitée à certaines conditions saisonnières et 

météorologiques.  
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Comme le WP, le RP va réagir premièrement avec l’air pour former du P2O5 selon la 

réaction (4) présentée ci-dessus. Généralement, les grenades de RP sont constituées d’un 

mélange à 95% de RP et de 5% de caoutchouc butyle, qui, une fois brûlé, produit des 

aérosols d’H3PO4.  

Comme le WP, le RP va réagir premièrement avec l’air pour former du P2O5 selon la 

réaction (4) présentée ci-dessus. Puis, dans un second temps, en réaction à l’humidité de 

l’air il est produit des aérosols d’H3PO4. Généralement, les grenades de RP sont 

constituées d’un mélange à 95% de RP et de 5% de caoutchouc butyle, qui, une fois brûlé, 

produit des aérosols d’H3PO4. Pour améliorer sa fonction, des produits chimiques 

supplémentaires tels que des métaux ou des oxydes métalliques peuvent être ajoutés.  

 

Fumigènes	à	base	de	potassium	et	magnésium	(KM),	d’acide	cinnamique	(CA)	et	à	

d’acide	téréphtalique	(TPA)	

Les fumigènes à base de KM sont composés principalement de Mg, KNO3, de perchlorate 

de potassium (KClO4) et d'azodicarbonamide.  

La combustion de fumigènes à base de CA et de TPA entraîne la vaporisation de ces 

composés qui vont se condenser sous le refroidissement et former de fines particules 

capables de masquer les bandes spectrales du visible et de l’infra-rouge. Le fumigène à 

base de TPA est initialement considéré comme un fumigène de signalisation de couleur 

blanche en raison de sa fumée blanche mais est également utilisé comme fumigène de 

camouflage. Ces trois types de fumigènes ont une capacité de camouflage moins 

importante que ceux à base de HC, WP et RP mais restent très utilisés pendant les 

entraînements.  

 

Fumigènes	à	base	de	dioxyde	de	titane	(TiO2)	

Les fumigènes à bases de TiO2 sont principalement des grenades utilisées comme 

fumigène de camouflage. Les particules fines à ultrafines émises permettent de bloquer la 

détection des ondes lumineuses dans la partie visible du spectre électromagnétique.  

	

Fumigènes	à	base	d’anthracène		

Les fumigènes à base d'anthracène sont utilisés par les forces navales sur des dispositifs 

flottants pour masquer des navires. Ils sont composés principalement de KClO3, 

d'anthracène et de chlorure d'ammonium. Lors de la combustion, une fumée blanche 
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jaunâtre très dense est produite avec une haute capacité de camouflage. Dans des 

conditions météorologiques, ce type de fumigène « flottant » peut générer un écran de 

fumée dépassant plusieurs centaines de mètres.  

	

Fumigènes	colorés		

Les fumigènes colorés, disponibles dans une variété de couleurs différentes, sont utilisés 

à des fins de signalisation pour communiquer et marquer des positions. Ils sont composés 

d'un oxydant, d’un carburant, d’un colorant organique et de quelques additifs qui 

permettent de faciliter la combustion et d’améliorer la transformation des composés du 

fumigène. Le KClO3 est fréquemment utilisé comme oxydant et le lactose comme 

combustible. Les colorants appartiennent généralement à la famille des anthraquinones 

ou des benzathrones. Les dénominations des colorants et les noms de leur molécule 

chimique sont présentés dans la Figure	9. Au cours de la combustion, le colorant est 

vaporisé puis, après expulsion de la cartouche, les molécules de colorant vont se refroidir 

et se condenser pour former un aérosol contenant des particules qui donnent à la fumée 

sa couleur caractéristique. Initialement, les formulations de ces fumigènes ont été 

développées strictement dans le but de produire la couleur désirée, pendant une durée 

spécifique. 
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Figure	9. Liste des principaux colorants entrant dans la composition des fumigènes de signalisation 
utilisés par l’armée américaine. Adapté de (Glück et al., 2017; National Research Council (U.S.), 1999). 

 

Des modifications ont été apportées aux formulations de cette famille de 

fumigènes pour remplacer certains colorants trop toxiques et améliorer la sécurité des 

soldats ainsi que celle du public vivant ou travaillant à proximité d’installations 

d'entraînement militaire. La couleur du fumigène obtenue après combustion correspond 

à un mélange de colorants dans différentes proportions (Tableau 4). Dans la composition 

des anciennes formulations, on retrouve également du soufre, du chlorate de potassium 

et du bicarbonate de sodium et dans les nouvelles formulations, le sucre est utilisé comme 

combustible à la place du soufre et le carbonate de magnésium remplace le bicarbonate 

de sodium. 

 
 
 
 
 

Solvent yellow 33 

2(2-quinolyl)-1,3-indandione 

 

CAS 8003-22-3 

 

Disperse Red 11 

1,4-diamino-2-methoxy- 

Anthraquinone  

 

CAS 2872-48-2 

 

Disperse Red 9 

1-methylamino- 

Anthraquinone 

 

CAS 82-38-2  

 

Solvent Red 1 

α-methoxybenzenazo 

-β-naphthol  

 

CAS 1229-55-6 

 

Solvent Green 3 

1,4-di-p-toluidino-9,10- 

Anthraquinone 

 

CAS 128-80-3 

 

Solvent Violet 47 

1,4-diamino-2,3-dihydro- 

Anthraquinone 
kjk 

CAS 81-63-0 

Vat Yellow 4 

Dibenzochrysenedione 

 

CAS 128-66-5 

anthraquinone 

benzathrone 



33 
 

Tableau	4. Anciennes et nouvelles formulations des colorants des fumigènes colorés de signalisation 
utilisés au sein de l’armée américaine. Adapté de (National Research Council (U.S.), 1999). 

Couleur	du	

fumigène	

Composition	en	colorants	(%	total)	

Anciennes	formulations	

Composition	en	colorants	(%	total)	

Nouvelles	formulations	

Jaune	 Benzanthrone (54%), Vat Yellow 4 (38%) Solvent Yellow 33 (42%)  

Vert	 Benzanthrone (24%), Solvent Green 3 (62%) et 

Vat Yellow 4 

Solvent Green 3 (29,4%) et Solvent 

Yellow 33 (12,6%) 

Rouge	 Disperse Red 9 (40%), Anthraquinone (2-3%) Solvent Red 1 (34,2%) et Disperse Red 

11 (6,8%)  

Violet	 Solvent violet 47 (80%) et Disperse red 9 (20%)  

 

2.3.2 Effets sur la santé humaine 

 

 L’utilisation des fumigènes peut provoquer un certain nombre d’accidents, 

notamment ceux à base d’HC/Zn générant un aérosol contenant du ZnCl2. Cette famille de 

fumigènes est celle dont la toxicité est la plus étudiée et la mieux connue. Les lésions 

pulmonaires après exposition sont principalement attribuées à l'inhalation de vapeurs de 

ZnCl2, pouvant rapidement provoquer une atteinte des muqueuses respiratoires. La revue 

de El Idrissi et al., 2017 fait état de l’existence de près de 30 rapports concernant 376 

patients exposés au fumigène HC/Zn, la plupart lors d'entraînements militaires. Il en 

ressort qu’une exposition à la fumée de ZnCl2 chez les soldats provoque immédiatement 

des nausées, des vomissements et une irritation des voies respiratoires (dyspnée, toux, 

maux de gorge et larmoiement) pouvant durer plusieurs heures jusqu’au lendemain. Les 

soldats les plus fortement exposés développent d’autres symptômes dans les jours 

suivants tels qu’une dyspnée, de la toux, de la fièvre et des malaises. La fièvre et les 

difficultés respiratoires peuvent mettre plusieurs semaines à disparaître mais dans la 

plupart des cas les patients guérissent totalement (El Idrissi et al., 2017). Une étude 

rétrospective a été réalisée sur des soldats taïwanais qui ont été exposés accidentellement 

à des fumées de ZnCl2 pendant un entraînement (Hsu et al., 2005). Ils ont été exposés 

pendant 5 à 10 min à des fumées denses, sans masque de protection et dans un espace 

confiné de type tunnel. Sur les 20 sujets, tous ont souffert de nausées, de maux de gorge, 

de vertiges, de toux, d'essoufflements et d’oppression thoracique, cinq soldats ont 

développé un syndrome de détresse respiratoire aiguë et la majorité d’entre eux a 

présenté une lésion parenchymateuse du poumon (Hsu et al., 2005). Enfin, 70% des 
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patients ont eu des altérations transitoires de la fonction hépatique (Huang et al., 2008; 

Loh et al., 2008), effet préalablement observé (Loh et al., 2006) et probablement causé 

par des niveaux de Zn sériques élevés (Xie & Xie, 2018). Les traitements les plus 

fréquemment appliqués sont la mise sous ventilation, la prise d’antibiotiques et de 

corticostéroïdes pour limiter l’inflammation du poumon (El Idrissi et al., 2017). Dans 

certains cas, dans des espaces confinés, une exposition à la fumée de ZnCl2 peut entraîner 

la mort (Evans, 1945; Gil et al., 2008; Holmes, 1999; Macaulay & Mant, 1964; Pettilä et al., 

2000).  

 Pour les fumigènes à base de WP, les seules données de toxicité rapportées 

proviennent d’études très anciennes répertoriées dans le volume 2 du rapport du 

(National Research Council (U.S.), 1997a). L’inhalation de fumées de WP peut entraîner 

une irritation du nez et de la gorge, de la toux, une détresse respiratoire, des maux de tête 

et dans les cas les plus graves, une oppression thoracique, des œdèmes pulmonaires, une 

hypertrophie du foie, une leucocytose ainsi que des difficultés à parler.  

 Concernant la toxicité de fumigènes à base de TiO2, une étude de cohorte de grande 

ampleur a été menée sur 1576 travailleurs exposés à des fumées de TiO2 pendant au 

moins 1 an dans des sites de production entre 1935 et 1984 (National Research Council 

(U.S.), 1997a). L’incidence de maladies respiratoires cancéreuses et non cancéreuses a été 

analysée mais aucune association significative n’a été relevée.  

 Pour les autres familles de fumigènes, aucune étude sur des effets chez l’homme 

ne semble connue.  

 

2.3.3 Toxicité in vivo   

 

 Les fumigènes à base d’HC utilisent généralement le Zn (HC/Zn) ou le TiO2 

(HC/TiO2) comme combustible métallique générant respectivement du ZnCl2 ou du TiCl4. 

Il est rapporté que la toxicité aiguë par inhalation de fumée d’HC/TiO2 est bien inférieure 

à celle de la fumée de HC/Zn. En effet, les fumée d’HC/TiO2 causent uniquement des 

irritations et des inflammations pulmonaires alors que la fumée d’HC/Zn provoque des 

lésions pulmonaires étendues avec des œdèmes pulmonaires entraînant la mort (National 

Research Council (U.S.), 1997b). Ces effets très toxiques des fumigènes HC/Zn sont 

retrouvés chez le rat après des expositions aiguës d’1h par instillation, notamment une 
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détresse respiratoire, un œdème des poumons, une alvéolite destructrice et une 

infiltration de macrophages, suivis du développement d'une fibrose et enfin une mortalité 

plus élevée que chez les animaux contrôles (National Research Council (U.S.), 1997b).  

 Des expositions répétées par inhalation (1h/jour, 5j/semaine pendant 20 

semaines) à 0,1 ; 1,3 ; 12,8 ou 122 mg/m3 de HC/Zn chez des souris, rats et cochons d’Inde 

ont été étudiées. La plus forte concentration (122 mg/m3) a causé une mortalité excessive 

chez les cobayes et les souris. Des changements inflammatoires, tels que des œdèmes, de 

l'emphysème et l'infiltration de macrophages dans les poumons des rats et des cobayes, 

se sont également produits à cette concentration d'exposition. Les groupes d’animaux 

exposés aux concentrations moyennes et faibles ont présenté des taux de survie normaux 

et aucun effet pulmonaire indésirable n'a été mis en évidence. Le niveau sans effet nocif 

observé (NOAEL) a été déterminé à 12,8 mg de Zn/m3, ou 26,6 mg de ZnCl2/m3, en 

supposant que tout le Zn dans la fumée soit sous la forme de ZnCl2. 

 

  Les fumigènes à base de WP entraînent des atteintes pulmonaires chez l’Homme 

mais aussi chez l’animal (National Research Council (U.S.), 1997a). Des signes d'irritation 

des voies respiratoires (congestion légère à intense, œdème et hémorragie) ont été 

observés dans les poumons de souris, de rats et de chèvres après une exposition par 

inhalation à la fumée de WP contenant de l’acide phosphorique (H3PO4). Une exposition 

aiguë d’1h a produit, chez les animaux exposés, des signes clairs d'irritation à l’H3PO4 à 

des concentrations de 152, 525 et 745 mg/m3, respectivement. Un gonflement du foie et 

des atteintes rénales sont observés chez différentes espèces animales après 1h 

d’exposition à des concentrations d’H3PO4 supérieures à 650 mg/m3.  

 Des expositions à plus long terme et répétées (15 min/jour, 5 jours/semaine 

pendant 6 ou 13 semaines), à 884 mg/m3 d’H3PO4, peuvent entraîner une dyspnée, des 

laryngites et trachéites légères à sévères chez le rat (Brown et al. 1981).  

 

 Une étude a été menée sur des souris concernant les toxicités aiguë (30 min, 25 à 

450 mg/m3 d’H3PO4) et répétée (30 min/jours pendant 5 jours, 65 à 90 mg/m3 et 25 à 110 

mg/m3 d’H3PO4) de deux fumigènes à base de RP (Hemmilä et al., 2010). Les résultats de 

cette étude montrent des atteintes pulmonaires dose-dépendantes mises en évidence par 

une diminution de la fréquence respiratoire et une augmentation du temps de pause après 
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inspiration. La concentration qui a causé 50% de diminution de la fréquence respiratoire 

a été calculée à 1140 mg/m3 mais sans aucune irritation pulmonaire.  

 Des expositions répétées (8 min/jour, 5 jours/semaine pendant 12 semaines) à 

des concentrations d’H3PO4 de 22 mg/m3 ou 165 mg/m3 en moyenne journalière ont été 

réalisées sur des rats, des souris, des cobayes et des lapins (National Research Council 

(U.S.), 1997b). Aucun effet attribuable à la fumée de ce fumigène n’a été démontré chez 

aucune des espèces. Il en est conclu que la concentration de 165 mg/m3 représente la dose 

sans effet nocif observable (NOAEL) pour toutes les souches et espèces animales testées. 

Cependant d’autres études d’expositions répétées (2,25 h/jour pendant 4 jours/semaine 

pendant 4 semaines) à des concentrations de 400 à 1200 mg/m3 d’H3PO4 chez des rats ont 

montré des difficultés respiratoires, une fibrose bronchiolaire terminale et une perte de 

poids liée à une perte d’appétit. 

 

 Une inhalation aiguë de 30 min, à une dose de 1240 mg/m3 de particules fines de 

TiO2, émises par un fumigène à base de TiO2, n’a entraîné aucun effet notable chez le rat 

(National Research Council (U.S.), 1997a). De nombreuses études d’expositions répétées 

à des particules de TiO2 manufacturées montrent des résultats variés en fonction des 

conditions expérimentales choisies. Soit aucun effet significatif n’est mis en évidence, soit 

il est observé une inflammation, une fibrose ou encore une hyperplasie épithéliale 

pulmonaire (National Research Council (U.S.), 1997a). 

 

 Pour les fumigènes colorés, aucune étude in vivo n'a été menée pour déterminer la 

toxicité des anciennes formulations des fumigènes jaune et vert ou de leurs produits de 

combustion. Cependant, certaines études se sont intéressées à la toxicité de leurs 

colorants (National Research Council (U.S.), 1999). Par exemple, 1h d’exposition par 

inhalation au benzanthrone (0,9 à 14,4 g/m3), composé des fumigènes jaune et vert, ou au 

1,4-di-p-toluidino-9,10-anthraquinone nommé « Solvent Green 3 » (0,6 à 12,1 g/m3) a 

provoqué des lésions caractérisées par une nécrose pulmonaire, une desquamation de la 

muqueuse, un œdème dans l'espace alvéolaire et une nécrose dans l'arbre trachéo-

bronchique chez des rats, des souris et des cobayes. Dans une autre étude, les animaux 

ont été exposés à un fumigène composé de 2(2-quinolyl)-1,3-indandione (Solvent Yellow 

33), de 1-methylamino-anthraquinone (Dispersed Red 9) et de 1,4-di-p-toluidino-9,10-

anthraquinone (Solvent Green 3) à des concentrations de 0,1 à 1,0 g/m3 pendant 1h/ jour, 
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5 jours par semaine pendant 100 jours. Les résultats mettent en évidence une congestion 

pulmonaire, une alvéolite, une pneumonie chronique et une inflammation pulmonaire 

(National Research Council (U.S.), 1999). La toxicité du colorant rouge, le 1-methylamino-

anthraquinone (Disperse Red 9) présent dans les anciennes formulations de fumigène de 

signalisation, a été évaluée sur plusieurs espèces animales (rats, lapins, cobayes, chiens, 

porcs et chèvres), à des concentrations de 1,5 à 18 g/m3 , pendant 10 à 240 min. Tous les 

animaux ont montré des signes d'irritation des voies respiratoires supérieures, une 

salivation (National Research Council (U.S.), 1999). La toxicité du colorant violet présent 

dans les anciennes formulations a été évaluée dans une étude utilisant des rats, des lapins, 

des cobayes, des chiens, des porcs et des chèvres. Les animaux ont été exposés à des 

concentrations de 1,3 à 7,8 g/m3 pendant 8 à 142 min. Tous les animaux ont montré une 

irritation des voies respiratoires supérieures et une salivation (National Research Council 

(U.S.), 1999).  

 Concernant la nouvelle formulation de fumigène jaune, composée principalement 

de 2(2-quinolyl)-1,3-indandione (Solvent Yellow 33), une étude a évalué la toxicité d’un 

fumigène constitué d’un mélange de « Solvant Yellow 33 », de « Solvent Green 3 » et du 

« Dispersed Red 9 ». Dans cette étude, l'examen histologique de rats, de souris et de 

cobayes exposés aux fumées à des concentrations de 0,1 à 1,0 g/m3 pendant 1h/jour, 5 

jours par semaine pendant 100 jours a révélé une congestion pulmonaire, une alvéolite, 

une pneumonie chronique et une inflammation pulmonaire (National Research Council 

(U.S.), 1999). Plus récemment, en 2015, le centre de Santé Publique de l’armée aux États-

Unis a publié un rapport sur la toxicité aiguë et subaiguë chez le rat d’une exposition par 

inhalation à une nouvelle formulation de fumigène rouge, à base de 1-isopropylamino-

anthraquinone ou « Solvent Red 169 » (Crouse et al., 2017). Les expositions aiguës ont 

duré 30 min et les observations ont été réalisées après 14 semaines de repos. Pour les 

expositions subaiguës, les rats ont été exposés 30 min/jour, 5 jours/semaine pendant 3 

semaines. En terme de mortalité, la LC50 en exposition aiguë est supérieure à 1,92 mg/L. 

Pour les expositions répétées, les concentrations testées (0,1 ; 0,5 et 1,5 mg/L) n’ont 

induit aucune mortalité. Ces expositions ont causé une coloration rouge de la fourrure de 

l’animal ainsi qu’une hypersalivation de manière dose-dépendante. Des changements de 

masse corporelle sont également observés à 1,5 mg/L avec une diminution au début des 

expositions, puis une augmentation plus tardive pendant la deuxième semaine de repos. 

Les principaux résultats de ce rapport sont que les expositions répétées ont causé une 
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hyperplasie de l'épithélium nasal, parfois accompagnée de dégénérescence des 

muqueuses des cornets nasaux. Après 4 semaines de repos, ces lésions nasales avaient 

disparu. Les seules données sur la toxicité de la nouvelle formulation de fumée verte 

proviennent d'une étude par inhalation sur un mélange de « Solvent Yellow 33 » et de 

« Solvent Green 3 ». Le mélange était peu toxique mais une légère inflammation 

pulmonaire a été observée et a été attribuée au « Solvent Green 3 ». Des données sont 

disponibles sur la toxicité d'un mélange contenant du α-methoxybenzenazo-β-naphthol 

(Solvent Red 1) et du 1,4-diamino-2-methoxy-anthraquinone (Dispersed Red 11). 

L'exposition par inhalation de rats et de lapins à ce mélange a entraîné des lésions nasales 

et pulmonaires.  

 

 Toutes les familles de fumigènes dont la toxicité a été étudiée chez l’animal ont 

entraîné à divers degrés des troubles respiratoires souvent accompagnés d’une 

inflammation des poumons pour des concentrations allant de dizaines ou centaines de 

mg/m3 à des g/m3. Même si les concentrations utilisées dans ces études in vivo paraissent 

élevées, les effets retrouvés sont assez proches de ce qui est décrit après une exposition 

chez l’homme (partie	2.3.2). 

 

2.3.4 Toxicité in vitro  

 

 Une équipe finlandaise s’est intéressée à la toxicité in vitro de différentes familles 

de fumigène et a publié plusieurs études sur le sujet (Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 

2007a; Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007; Hemmilä et al., 2010, 2013). Dans ces 

études, le fumigène à base d’HC/Zn/TNT est utilisé comme celui de référence, considéré 

comme très fortement toxique.  

 

 Une étude s’est intéressée à la différence de toxicité entre deux types de fumigène 

à base d’HC (HC/Zn et HC/Zn/TNT) (Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a). Des cellules 

épithéliales bronchiques BEAS-2B ont été exposées pendant 5 min à différentes quantités 

de fumigène brûlé (0,25 - 1 g ce qui correspond à 1 - 3,5 g/m3). Les effets génotoxiques 

sont mesurés immédiatement après exposition alors que les effets cytotoxiques sont 

mesurés 48h plus tard. Pour 0,5 et 1 g de fumigène brûlé, le fumigène HC/Zn/TNT a des 
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effets cytotoxiques plus prononcés (diminution de 75% à 100% de la viabilité cellulaire) 

que le fumigène HC/Zn (diminution de 50% à 75% de la viabilité cellulaire). De même 

pour la génotoxicité, pour 0,5 et 1g de fumigène brûlé, les effets sont plus marqués pour 

le fumigène HC/Zn/TNT que celui à base de HC/Zn. En conclusion de cette étude, les deux 

types de fumigènes sont cytotoxiques et génotoxiques avec des effets plus prononcés pour 

HC/Zn/TNT. Cependant, les auteurs soulignent que lors de la combustion, il est mesuré 

un dégagement de monoxyde de carbone qui pourrait contribuer à ces effets toxiques. 

  

Dans une autre étude, des cellules bronchiques (BEAS-2B) ont été exposées pendant 5 

min à l’aérosol émis par deux fumigènes à base de rouge de phosphore (RP) ayant des 

contenus en RP différents, P60 (60% de RP) et RPB (70 % de RP) et à un fumigène à base 

d’HC/Zn/TNT qui a servi de référence (Hemmilä et al., 2010). La viabilité cellulaire a été 

mesurée 48h après l’exposition et les effets génotoxiques 2h après. Seul le fumigène RPB 

(1,3 ; 2,6 et 5,1 g/m3 d’H3PO4) a entraîné une cytotoxicité modérée avec une diminution 

de la viabilité cellulaire entre 30% et 40% aux plus fortes concentrations mais sans 

relation dose-dépendante. Aucun des deux fumigènes de RP n’a induit d’effet génotoxique. 

Au contraire, le fumigène de référence d’HC/Zn/TNT (0,9–3,5 g/m3 de ZnCl2) a induit une 

très forte cytotoxicité avec une diminution entre 40% et 100% de la viabilité cellulaire et 

a montré un effet génotoxique significativement positif.  

  

Pour les fumigènes colorés, les colorants appartiennent généralement à la famille 

des anthraquinones. Leur toxicité est influencée par les substituants et leur position sur 

le squelette moléculaire tricyclique, en particulier la position des groupes hydroxyles sur 

la molécule (Bondy et al., 1994). La toxicité aiguë et la génotoxicité de plusieurs fumigènes 

colorés, orange, vert, rouge, bleu, violet et jaune ont été étudiées et comparées à celles 

d’un fumigène de référence à base d’HC/Zn/TNT (Hemmilä et al., 2007, 2013). Dans ces 

deux études, les formulations des fumigènes pour une même couleur ne sont pas toujours 

identiques. 48h après une exposition de 5 min (0,25 ; 0,5 ; 1 et 2 g), tous les fumigènes 

colorés ont montré des effets cytotoxiques plus importants que celui à base d’HC/Zn/TNT 

à l’exception des fumigènes jaune et vert : orange > violet ≈ rouge > HC/Zn/TNT > jaune 

(Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007) ; orange > violet > bleu >rouge > jaune > HC > 

vert (Hemmilä et al., 2013). Les effets génotoxiques ont été mesurés 2h après exposition. 

Dans l’étude de (Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007), les résultats révèlent que seul le 
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fumigène orange a induit des effets génotoxiques significatifs dans tous les tests, le 

fumigène rouge est génotoxique dans un seul des tests et il est observé une tendance 

positive pour les fumigènes jaune, violet et HC/Zn/TNT. Dans la deuxième étude 

(Hemmilä et al., 2013), les effets génotoxiques sont différents : violet ≈ HC ≈ orange > bleu 

≈ jaune ≈vert ≈ rouge. 

 Une autre étude s’est intéressée à la toxicité de fumigènes colorés rouge et vert, de 

trois fabricants différents, sur le modèle cellulaire alvéolaire A549 (van Hulst et al. 2017). 

Les cellules ont été exposées aux fumigènes sous forme d’aérosols pendant 30 min 

(combustion d’une grenade par type de fumigène) puis les effets biologiques ont été 

étudiés 24h après l’exposition. Les fumigènes rouge III et vert III, produits par le même 

fabricant, sont positifs aux tests de cytotoxicité, soit une cytotoxicité supérieure à 10% 

comparée aux cellules non exposées alors que les fumigènes des autres fabricants 

présentent des résultats négatifs. Le fumigène rouge III a entraîné également des effets 

mutagènes. Enfin, les mécanismes de toxicité d’un fumigène rouge sur le modèle A549 a 

été étudié dans les travaux de thèse de Mekki, 2017. Contrairement aux études 

précédentes, il s’agit d’une exposition non pas à l’aérosol total mais à la fraction 

particulaire du fumigène (0,1 et 0,25 mg/ml). Les résultats de ces travaux mettent en 

avant une cytotoxité importante après 24h et 48h d’exposition, inférieure à 60%, 

confirmée par une augmentation de la proportion de cellules en phase sub-G1, suggérant 

un mécanisme d’apoptose. L’étude de l’expression des gènes antioxydants et de 

l’inflammation a été réalisée après 6h et 24h d’exposition. Des réponses marquées sont 

observées aux deux temps, avec des augmentations d’expression des gènes hème 

Oxygénase-1 (HO-1), NAD(P)H quinone oxyréductase-1 (NQO-1), superoxyde dismutase à 

Mn (MnSOD) ainsi que des interleukine-6 (IL-6) et - 8 (IL-8). Enfin, des extraits organiques 

issus de ce fumigène rouge ont induit des effets mutagènes sur deux souches de bactéries 

après activation métabolique (test d’Ames). L’ensemble de ces travaux est résumé dans le 

Tableau	5 ci-dessous.  

 

 



41 
 

Tableau	5. Synthèse des études in vitro sur la toxicité des fumigènes 

 

Type de 
fumigène 

 

Composition  

 

Modèle 
cellulaire 

 

Conditions 
d’exposition 

 

Marqueurs évalués et principaux résultats 

 

Référence  

HC HC/Zn	(45%/55%) 
	

HC/Zn/TNT (43%/52%/5%) 

BEAS-2B 
 

Chambre d’exposition 
(150L) - 5 min 

Cytotoxicité  48h après exposition :  
+++	HC/Zn/TNT	>	++	HC/Zn		

Génotoxicité : +++	HC/Zn/TNT	>	++	HC/Zn 

 
 (Hemmilä, 

Hihkiö, Kasanen, 
et al., 2007b) 

RP, HC   
P60 (60% de RP) ; RPB (70% de RP) 

	
HC/Zn/TNT (43%/52%/5%) 

 
BEAS-2B 

 

Chambre d’exposition 
(150L) - 5 min 

Cytotoxicité  48h après exposition :  
+++	HC/Zn/TNT	>	+	RPB	

Génotoxicité : +++	HC/Zn/TNT ø	RPB	≈	P60 

 
(Hemmilä et al., 

2010) 

Colorés Grenades à mains de trois fabricants différents 
rouge	et	vert (I,	II	et	III) 

A549  
 

Système IAL (Vitrocell) 
- 30 min 

Cytotoxicité 24h après exposition : +	Vert	et	Rouge	III	
Mutagénicité : +	Rouge	III 

(van Hulst et al., 
2017) 

Colorés, 

HC 

Orange	: 1,4-dihydroxy-anthraquinone  
Violet	: 1-(p-tolylamino)-4-hydroxy-anthraquinone 

Rouge	: 1-méhylamino-anthraquinone 
Jaune	: 4,4’-méthylidyne-bis-3-méthyl-1-phényl-2-

pyrazoline-5-one 
HC/Zn/TNT (43%/52%/5%) 

 
 

 
BEAS-2B 

 

Chambre d’exposition 
(150L) 

Grand container (56 
m3) situé sur le terrain 

d’essai 

Cytotoxicité  48h après exposition : orange	>	violet	≈	rouge	
>	HC/Zn/TNT	>	jaune 

Génotoxicité : ++	orange	>	+	violet Ø	jaune	≈	rouge 
Cytotoxicité 48h après exposition : orange>	jaune	≈	violet	

>rouge	
Génotoxicité : ++	orange  

 
(Hemmilä, 

Hihkiö, & 
Linnainmaa, 

2007) 

Colorés Vert	: Solvent Green 3A ; Solvent Yellow 33 
Orange	: Disperse Red 9 ; Smoke Orange 18 
Bleu	: Disperse Blue 180 
Jaune	: Solvent Yellow 33 ; Smoke Orange 18 
Violet	: Disperse Red 9 ; Disperse  Blue 180 : 
HC	: (non précisé) 

 
 

BEAS-2B 
 

 
 

Chambre d’exposition 
(150L) 

Cytotoxicité 48h après exposition  
Orange ≈	bleu	≈	jaune		≈	violet	>	HC	>	vert 

 
Génotoxicité : violet	≈	HC	≈	orange	>	bleu	≈	jaune	≈vert	≈	

rouge 

 
 

(Hemmilä et al., 
2013) 

Colorés	  
Rouge	:	chlorate	de	potassium,	lactose,	
colorant	
organique	rouge.	

 
 
 

 
 

A549 
 

 
Exposition avec une 

suspension de 
particules 
24h et 48h 

Cytotoxicité : +++	48h	>	++	24h	
Apoptose : augmentation	population	sub-G1	à	24h	et	48h 

Réponse anti-oxydante (6h et 24h) : augmentation	ARNm	
de	HO-1,	NQO-1	et	MnSOD 

Inflammation : augmentation	ARNm	IIL-6	et	L-8 
Mutagénicité: résultats positifs avec les souches TA98 et 

YG1041 

 
 

(Mekki, 2017) 
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 Ces études de toxicité in vitro mettent en évidence la difficulté de comparer les 

résultats entre eux. Tout d’abord, les formulations des fumigènes, si l’information est 

donnée, sont très complexes et peuvent diverger d’une étude à l’autre pour un même type 

de fumigène. Ensuite, les concentrations utilisées ne sont pas standardisées entre les 

études. Elles sont soit définies en quantité de fumigène brûlé (g), soit en masse volumique 

(g/m3), soit uniquement en nombre de grenades brûlées. De plus, les conditions 

d’expositions sont différentes : chambre d’exposition à échelle du laboratoire, système 

IAL du fabricant Vitrocell Systems, exposition en immergé, types cellulaires différents. 

L’ensemble des familles de fumigènes présentées ci-dessus (Tableau	5) ont induit une 

diminution plus ou moins importante de la viabilité cellulaire ainsi que de potentiels effets 

génotoxiques ou mutagènes. Cependant, ces paramètres ne sont pas suffisants pour 

caractériser la toxicité des fumigènes et pour comprendre les mécanismes de toxicité sur 

l’appareil respiratoire. Enfin, la plupart de ces études s’intéressent à la toxicité de l’aérosol 

total émis par la combustion du fumigène, impliquant les effets d’autres gaz non 

spécifiques au fumigène pouvant conduire à ces variabilités de réponses entre les 

différentes études.  

 

2.4 Réglementation	concernant	l’utilisation	des	fumigènes	

 
 Il existe une très grande variété de fumigènes avec des compositions chimiques 

très différentes. Les militaires et les artificiers dans l’exercice de leur métier peuvent être 

exposés aux aérosols produits par les fumigènes, à des temps d’exposition plus ou moins 

longs et à des fréquences différentes.  

 Aux États-Unis, les rapports du NRC ont eu pour objectif de mettre à jour la toxicité 

des fumigènes afin d’établir des recommandations et des seuils d’exposition en vue de 

protéger la santé des militaires ainsi que celle de civils vivant ou travaillant près de 

structures d’entrainements militaires. Quatre limites d’exposition ont ainsi été définies :  

(1) Emergency	 Exposure	Guidance	 Levels	 (EEGL)	: limite d’exposition dans une 

situation d’urgence et rare pour une exposition du personnel	militaire imprévue 

et de moins de 24h.  

(2) Permissible	Exposure	Guidance	Levels	(PEGL)	: limite d’exposition autorisée 

pour des expositions répétées du personnel	 militaire durant les exercices 

d’entraînements.  
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(3) Short-term	Public	Emergency	Guidance	Levels	(SPEGL)	: limite d’exposition à 

court terme pour la	 population	 civile, après exposition aux fumigènes lors 

d’entraînements militaires.  

(4) Permissible	Public	Exposure	Guidance	Levels	(PPEGL)	 : limite d’expositions 

répétées autorisée pour les	 populations	 résidant	 ou	 travaillant à proximité 

d'installations d'entraînements militaires. 

 

Les rapports du NRC ont permis d’établir des valeurs limites pour les fumigènes à base 

d’HC, WP, RP et TiO2, présentés dans le Tableau	6 ci-dessous. Concernant les fumigènes 

colorés et leurs produits de combustion, les rapports du NRC ont conclu qu’une exposition 

à ce type de fumigène était préoccupante en raison d’une possible sensibilisation cutanée 

et d’une atteinte des voies respiratoires. Cependant, ces données sont trop limitées pour 

permettre des recommandations bien étayées sur des limites d’exposition. Afin de 

protéger au minimum le personnel militaire, il est recommandé aux troupes qui ne 

portent pas d’équipement de protection, d’éviter d'entrer dans le nuage de fumée pendant 

l'entraînement. 
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Tableau	6. Valeurs limites d’exposition aux fumigènes HC, WP, RP et TiO2. 
EEGL : Emergency Exposure Guidance Levels. PEGL : Permissible Exposure Guidance Levels 

SPEGL : Short-term Public Emergency Guidance Levels PPEGL : Permissible Public Exposure Guidance 
Levels 

	
Fumigène	

	
Directive	

d’exposition	

	
Temps	d’exposition	

Valeur	limite	
d’exposition	
(mg/m3)	

	
HC	

(exprimé	en	Zn	
Cl2)	

EEGL 
PEGL 

 
SPEGL 
PPEGL 

15 min ; 1h ; 6h  
8h/jour, 5 jours/semaine  

 
15 min ; 1h ; 6h  

8h/jour, 5 jours/semaine  

10 ; 3 ; 0,4 
0,2 

 
1 ; 0,3 ; 0,04 

0,02 

	
WP	(exprimé	en	

H3PO4	

EEGL 
PEGL 

 
SPEGL 
PPEGL 

15 min ; 1h ; 6h  
8h/jour, 5 jours/semaine 

 
15 min ; 1h ; 6h  

8h/jour, 5 jours/semaine  

19 ; 5 ; 0,8 
0,09 

 
1,9 ; 0,5 ; 0, 08 

0,009 

	
	

RP	

EEGL 
PEGL 

 
SPEGL 
PPEGL 

15 min ; 1h ; 6h  
8h/jour, 5 jours/semaine 

 
15 min ; 1h ; 6h  

8h/jour, 5 jours/semaine  

40 ; 10 ; 2 
1 
 

4 ; 1 ; 0,2 
0,1 

 
 

TiO2	
 
 

EEGL 
PEGL 

 
SPEGL 
PPEGL 

15 min ; 1h ; 6h  
8h/jour, 5 jours/semaine  

 
15 min ; 1h ; 6h  

8h/jour, 5 jours/semaine  

1800 ; 450 ; 75 
2 
 

180 ; 45 ; 7,5 
0,2 

 

En France et en Europe, il n’existe pas de Valeurs Limites d’Exposition 

Professionnelles (VLEP) pour des expositions aux fumigènes. La VLEP est définie comme 

la limite de la moyenne, pondérée en fonction du temps, de la concentration d’un agent 

chimique dangereux dans l’air de la zone de respiration d’un travailleur au cours d’une 

période de référence déterminée. Au niveau réglementaire, la période de référence est 

soit de 8 heures (VLEP- 8h) soit de 15 minutes (VLEP court terme). Les VLEP sont établies 

substance par substance et ne peuvent prendre en compte la toxicité d’un cocktail de 

produits chimiques comme c’est le cas pour la combustion de fumigènes. Ainsi, la 

réglementation actuelle repose sur des valeurs substance par substance et non sur une 

valeur pour le mélange contrairement aux valeurs définies pour l’armée américaine dans 

les rapports du NRC. Depuis la mise en place du règlement européen REACH en 2006, 

concernant l'enregistrement, l'évaluation et l'autorisation des substances chimiques, 
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ainsi que les restrictions applicables à ces substances, une meilleure évaluation du risque 

sanitaire concernant la production des fumigènes pourrait être mise en place.  

 Dans les précédentes parties, nous avons souligné le risque majeur d’une 

exposition spécifiquement liée aux particules de fumigènes. La réglementation des 

particules de l’air ambiant n’est pas adaptée pour le milieu professionnel. Dans le milieu 

professionnel, on parle d’exposition à des poussières. Ces aérosols sont générés 

principalement lors de la manipulation de matériaux pulvérulents, lors de procédés 

mécaniques comme le concassage, le broyage, le perçage ou le ponçage mettant en œuvre 

des matériaux et par la remise en suspension par l’air de particules déposées sur les 

surfaces. Les aérosols émis par les fumées (émissions de moteurs diesel, de hauts 

fourneaux, épandage de bitume), les brouillards et les bioaérosols (bactéries, moisissures, 

virus, composés et fragments microbiens) sont également inclus dans la définition des 

poussières. Le domaine de taille des particules des poussières n’est pas défini comme 

celui des particules de l’air ambiant. Les poussières sont définies comme des particules 

de taille comprise entre 10 nm et 100 µm, ette dernière valeur étant la limite supérieure 

communément admise pour définir un aérosol (INRS, 2022). On distingue trois fractions 

d’aérosols, en lien avec les effets potentiels sur la santé :  

- La	 fraction	 inhalable : fraction massique des particules totales en suspension 

dans l’air inhalée par le nez et la bouche.  

- La	fraction	thoracique	: fraction massique des particules inhalées pénétrant au-

delà du larynx. Les particules d’un diamètre aérodynamique de 10 µm ont une 

probabilité de pénétration de 50 %. 

- La	fraction	alvéolaire : la fraction massique des particules inhalées qui pénètrent 

dans les voies aériennes non ciliées. Les particules d’un diamètre aérodynamique 

de 4 µm ont une probabilité de pénétration de 50 %.  

 

Ainsi, les valeurs limites d’exposition professionnelle aux poussières dites sans effet 

spécifiques sont les suivantes : 

- VLEP-8h pour la fraction inhalable : 4 mg/m3 

- VLEP-8h pour la fraction alvéolaire : 0,9 mg/m3 

 

 Enfin, on distingue les poussières qui entrainent des pathologies spécifiques 

comme la silice cristalline qui est à l’origine de la silicose et de cancers pulmonaires, des 
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poussières dites sans effet spécifique. Elles sont définie comme des poussières « qui ne 

sont pas en mesure de provoquer seules sur les poumons ou sur tout autre organe ou 

système du corps humain d'autre effet qu'un effet de surcharge » (ANSES, 2020).  

 Ainsi, les aérosols émis par les fumigènes pourraient rentrer dans l’une de ces 

catégories de cadre réglementaire.  
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3. Réponses	 biologiques	 aux	 particules	 :	 méthodes	

d’évaluation	in vitro de	la	toxicité	pulmonaire		

 Le chapitre précédent a porté sur les effets sanitaires des activités pyrotechniques 

mais les études de toxicité se sont intéressées exclusivement à la toxicité de l’aérosol total, 

incluant alors les phases gazeuse et particulaire. Or, les particules ont la capacité de se 

déposer et de pénétrer profondément dans l’appareil respiratoire pouvant causer des 

dommages cellulaires, à l’origine de maladies respiratoires. Ainsi, cette troisième partie 

va aborder les réponses biologiques induites spécifiquement par les particules ainsi que 

les approches in vitro permettant l’évaluation de leur toxicité. 

 

3.1 L’épithélium	respiratoire	

3.1.1 Structure et histologie  

 

 L’appareil respiratoire se divise en trois parties : les voies aériennes supérieures 

et inférieures et la région alvéolaire (Figure	10). Les voies aériennes supérieures sont 

extra-thoraciques et comprennent le nez et les sinus, la bouche, le pharynx et le larynx. 

Les voies aériennes inférieures sont intrathoraciques et commencent par la trachée, pour 

se diviser en deux bronches primaires principales puis en de nombreuses ramifications, 

les bronchioles. La région alvéolaire est constituée des bronchioles terminales, des sacs 

alvéolaires et des alvéoles. Les alvéoles sont les unités fonctionnelles du poumon et 

forment une barrière très mince (0,4-2,5 µm), accolée à la paroi de la circulation 

pulmonaire.  
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Figure	10. Structure des voies respiratoires. Adapté de (Coumoul, 2017) 

 

 Les voies respiratoires humaines sont tapissées d’un épithélium qui comporte 

plusieurs types cellulaires. Ces cellules épithéliales reposent sur une membrane basale et 

sont étroitement liées par des jonctions serrées et des jonctions adhérentes 

intercellulaires permettant de maintenir l’intégrité de l’épithélium et d’assurer sa 

fonction de barrière physique. La membrane basale repose sur un chorion dans lequel est 

localisé le muscle lisse, les glandes et le cartilage. Les constituants majeurs de la 

membrane basale sont des laminines, des glycosaminoglycanes, de la réticuline qui 

forment un réseau auquel les cellules épithéliales peuvent s'ancrer grâce à des 

hémidesmosomes (Marrazzo et al., 2016). La protéine Zonula occludens-1 (ZO-1) est un 

composant essentiel des jonctions serrées avec les occludines et les claudines (Bhowmick 

& Gappa-Fahlenkamp, 2016). Les cadhérines comme la E-cadhérine associée à la β-

caténine sont représentatives des jonctions adhérentes. L’ensemble permet de rendre 

jointives les cellules épithéliales formant ainsi une barrière contre les agents pathogènes 

colonisant les voies respiratoires mais aussi contre divers polluants (Aghapour et al., 

2018; Bhowmick & Gappa-Fahlenkamp, 2016; Blank et al., 2006; Marrazzo et al., 2016). 

 

Voies aériennes supérieures 

(nez, sinus, bouche, pharynx et 

larynx) 

Voies aériennes inférieures 

(trachée, bronches, bronchioles) 

Région alvéolaire 

(bronchioles terminales, sacs 

alvéolaires, alvéoles ) 
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 Dans les voies respiratoires supérieures et inférieures, les cellules basales 

représentent en moyenne 30% des cellules de l’épithélium (Rock et al., 2009), sans jamais 

être en contact avec la lumière pulmonaire. La surface du tissu est composée 

principalement de trois types cellulaires : des cellules ciliées, des cellules caliciformes ou 

« goblet » en anglais, sécrétant du mucus mais aussi de cellules sécrétrices immunitaires 

appelées cellules « club » et plus rarement des cellules neuroendocrines (Rock et al., 

2009). L’épaisseur de l’épithélium et sa composition en cellules varient en fonction de sa 

localisation dans l’appareil respiratoire (Figure	11). 

	

 

Figure	11. Composition cellulaire de l’épithélium respiratoire en fonction de sa localisation. Adaptée de 
Kiyokawa & Morimoto, 2020. 

Au niveau trachéo-bronchique, l'épithélium est d'abord cylindrique pseudo-

stratifié constitué de cellules basales, de cellules ciliées et de cellules caliciformes, puis, va 

évoluer au niveau des bronchioles terminales en un épithélium cuboïde monocouche, 

constitué théoriquement seulement de cellules ciliées et de cellules Club (Kiyokawa & 

Morimoto, 2020). Enfin, l'épithélium alvéolaire est de type pavimenteux simple et 

composé de seulement deux types de cellules épithéliales ou pneumocytes de type I 

(AEC1) et de type II (AEC2) au sein duquel sont infiltrés des macrophages.   

Basale     à Mucus       Ciliée    Club      Neuroendocrine 

 

Alvéolaire I  

(AEC1) 

Alvéolaire II  

(AEC2) 
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 Les cellules	 basales sont des cellules ovoïdes de petites tailles à la base de 

l’épithélium. Elles ont la particularité d’être des cellules progénitrices, c’est-à-dire qu’elles 

sont capables de proliférer et de se différencier en plusieurs types cellulaires présents 

dans l’épithélium respiratoire (Rock et al., 2009). Elles assurent également la cohésion de 

l'épithélium respiratoire en se liant aux cellules voisines via des desmosomes et elles 

s'ancrent à la membrane basale grâce aux hémidesmosomes. Elles peuvent être mises en 

évidence par immunofluorescence en recherchant l’expression de cytokératines (Pohl et 

al., 2009 ; Soty et al., 2019).   

 Les cellules	caliciformes ou cellules à mucus ou cellules en gobelet sont de forme 

prismatique simple et sont des cellules sécrétrices de mucus. Ce mucus est localisé dans 

des vésicules de sécrétion situées au pôle apical de la cellule. Le mucus joue un rôle de 

barrière protective et sélective par le biais de la clairance muco-ciliaire (partie	3.1.2). La 

couche de mucus formée sur le tissu a une épaisseur variable entre 7 et 70 μm (Hattrup 

& Gendler, 2008) avec une moyenne autour de 20 μm (Chu et al., 2016) pour des 

personnes en bonne santé.	La présence de ces cellules caliciformes représente 5 à 15 % 

de la surface de l’épithélium en fonction de la localisation Les cellules à mucus peuvent 

être mises en évidence en recherchant l’expression ou la sécrétion des protéines mucines 

MUC5AC et MUCB (Kanai et al., 2015; Rayner et al., 2019; Sotty et al., 2019). 

 Les	 cellules	ciliées, de forme prismatique, sont caractérisées par la présence à 

leur pôle apical de cils, environ 200 à 300 cils par cellule (Rokicki et al., 2016). Chaque cil 

mesure entre 5 et 8 μm de long et 0,3 μm de diamètre (Breeze & Wheeldon, 1977). Ce sont 

les cellules les plus nombreuses de l'épithélium, représentant 50 à 75 % de la surface de 

l’épithélium, avec un ratio estimé de cinq cellules ciliées pour une cellule caliciforme chez 

le sujet sain (Breeze & Wheeldon, 1977). Les cellules ciliées peuvent être mises en 

évidence en recherchant l’expression de β-tubuline IV ou d’alpha-tubuline acétylée ou 

non (Rayner et al., 2019; Sotty et al., 2019). 

 Les cellules	 club de forme cubique, dépourvues de cils, possèdent une région 

apicale remplie de granules de sécrétion (G. Singh & Katyal, 2006). Dans des conditions 

physiologiques, ces cellules constituent approximativement 9% de la population totale 

des cellules épithéliales des voies respiratoires humaines et sont réparties 

majoritairement dans les bronchioles terminales (Rokicki et al., 2016). Ces cellules 

sécrètent des composés détoxifiants et antimicrobiens qui contribuent aux défenses de la 

muqueuse respiratoire (Iwasaki et al., 2017). Elles sécrètent aussi des protéines qui se 
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lient au surfactant permettant la stabilisation de sa structure (Niden, 1967). Tout comme 

les cellules basales, les cellules club sont des cellules progénitrices et sont capables de 

proliférer et de se différencier en cellules ciliées (Rock et al., 2009). De plus, elles ont une 

activité métabolique importante car elle contiennent de nombreux CYP450 (Rokicki et al., 

2016).  

 Les cellules	neuroendocrines sont des cellules épithéliales endocrines, associées 

à des fibres nerveuses, regroupées pour former des îlots innervés ou sont isolées. Ce sont 

des cellules sécrétrice rares (1 pour 2500 cellules épithéliales), retrouvées 

particulièrement aux embranchements des voies respiratoires, au niveau des bronchioles 

(Cutz et al., 2007). Les fonctions de ces cellules sont mal connues mais il semblerait 

qu’elles jouent le rôle de chimiorécepteur sensible à l'oxygène avec des fonctions 

régulatrices locales et réflexes, et un rôle de régulateur de la croissance et du 

développement des voies respiratoires (Van Lommel et al., 1999).  

  

L’alvéole pulmonaire est composée de	 cellules	 épithéliales	 alvéolaires	 AEC1 et 

AEC2 ainsi que de macrophages. Les AEC1 sont des cellules extrêmement minces et 

aplaties, recouvrant 95% de la surface alvéolaire et permettant les échanges gazeux entre 

les alvéoles et le sang (Whitsett et al., 2015). Les AEC2 de forme grossièrement cubique, 

sécrétent le surfactant et agissent comme cellules progénitrices des AEC1 (Whitsett et al., 

2015). Le surfactant est principament composé de phospholipides (85-90%) dont 40% 

de phosphatidylcholine et de 10% environ de protéines hydrophobes spécifiques (SP-A, 

SP-B, SP-C et SP-D) (Gasser et al., 2012). Son role principal est de réduire la tension de 

surface au niveau alvéolaire et de maintenir une surface optimale permettant les 

échanges gazeux lors des mouvements respiratoires (Gasser et al., 2012). On trouve 

également des macrophages qui ont une fonction de phagoyctose jouant un rôle dans la 

clairance alvéolaire. 

3.1.2 Clairance muco-ciliaire  

 

 Une fois déposée dans les voies respiratoires, les particules peuvent être soit 

absorbées soit éliminées. Les particules solubles et insolubles sont majoritairement 

éliminées par le mécanisme de la clairance muco-ciliaire de l’épithélium respiratoire, 

décrit dans la Figure	12. 



52 
 

 

Figure	12. Mécanisme de la clairance muco-ciliaire médiée par l’épithélium respiratoire et la glande sous-
muqueuse. D’après Whitsett, 2018.  

 

 L’épithélium respiratoire est recouvert d’un fluide de revêtement épithélial, 

composé d’une couche de liquide périciliaire et au-dessus d’une couche de mucus, au 

niveau des voies aériennes supérieures et inférieures (Knowles & Boucher, 2002). Le 

mucus permet de piéger les particules, molécules et micro-organismes pathogènes 

présents dans l’air inhalé, les empêchant de pénétrer au sein du tissu. Ayant des 

propriétés d’écoulement, le mucus est mis en mouvement par les cils respiratoires, 

permettant de transporter et d’évacuer ces particules piégées. Pour permettre le bon 

fonctionnement des cils et donc du transport du mucus, les cils ne sont pas directement 

immergés dans la couche de mucus mais dans la couche de liquide périciliaire. Cette 

dernière est beaucoup moins visqueuse que le mucus et d’épaisseur proche de la longueur 

des cils, de 6 à 7 μm permettant le libre battement des cils. Les cils forment un mouvement 

rotatoire synchrone et possèdent un battement ciliaire puissant entre 5 et 20 Hz (Chu et 

al., 2016; L. Liu et al., 2013) permettant de faire remonter le mucus vers les voies 

aériennes supérieures pour être expectoré ou avalé (Bustamante-Marin & Ostrowski, 

2017). Les constituants du mucus, mucines et mucopolysaccharides, sont sécrétés par les 

cellules caliciformes et par les cellules sécrétoires des glandes sous-muqueuses. D’autres 
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éléments tels que diverses protéines antimicrobiennes, des métabolites et des 

électrolytes sont présents dans la composition du mucus (Whitsett, 2018). 

 Les cellules ciliées et les cellules caliciformes de l’épithélium respiratoire sont 

indispensables à la clairance muco-ciliaire mais les glandes présentes dans la sous-

muqueuse épithéliale jouent également un rôle essentiel (Bustamante-Marin & 

Ostrowski, 2017) (Figure	12). Ces glandes sous-muqueuses sont tapissées de cellules à 

mucus et de cellules séreuses qui sécrètent une variété de protéines immunitaires innées, 

des mucines, et des électrolytes qui contrôlent l'hydratation des sécrétions. Les glandes 

sont innervées et entourées de cellules myoépithéliales qui assurent la sécrétion du 

mucus en réponse à des influx nerveux qui peuvent activer des sécrétions massives des 

glandes après stimulation par des irritants et des toxiques (Whitsett, 2018).  

   

3.2 Modèles	cellulaires	humains	et	méthodes	d’exposition	

 
 Depuis une cinquante d’années, de nouveaux modèles d’études in vitro sont utilisés 

afin de réduire, affiner et remplacer l’expérimentation animale, notamment, pour évaluer 

les effets de polluants aériens sur la santé humaine. De nombreux modèles cellulaires 

pulmonaires et diverses méthodes de cultures sont utilisés pour reproduire une 

exposition par inhalation à des particules et évaluer leur toxicité. Dans les modèles 

cellulaires, on distingue les lignées cellulaires et les cellules primaires. Les cellules 

épithéliales recouvrant la surface des voies respiratoires sont les premières cibles 

d'exposition aux particules. Par conséquent, elles constituent les principaux modèles 

cellulaires pour évaluer la toxicité des particules.  

 

3.2.1 Culture à l’interface air-liquide (IAL) 

 

 Traditionnellement, la culture cellulaire est réalisée en deux dimensions, dans 

des conditions immergées, sur des surfaces en plastique. Cependant, ce type de culture 

est limité pour étudier une toxicité par inhalation représentative de l’épithélium 

respiratoire (Hiemstra et al., 2018). En effet, l’épithélium respiratoire étant de type 

pseudo-stratifié, composé de plusieurs types cellulaires et avec une fonction muco-ciliaire 

au niveau trachéo-bronchique, la culture immergée ne permet donc pas d’étudier 

l’interaction entre différents types cellulaires. Une autre des limites de ce type de culture 
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est l’apport d’oxygène non contrôlé. La culture en immergée est donc très éloignée des 

conditions physiologiques.  

 Ainsi, le développement de modèles plus complexes, cultivés en trois 

dimensions, dans lesquels les cellules peuvent proliférer dans de multiples directions et 

se différencier pour mieux représenter les interactions cellulaires dans leur 

environnement physiologique ont vu le jour. La culture à l’IAL (Figure	 13) permet 

d’obtenir ce type de modèle. Cette méthode de culture repose tout d’abord sur 

l’ensemencement de cellules sur un insert poreux, cultivé quelques jours en liquide-

liquide jusqu’à confluence des cellules. Puis, les cellules sont cultivées en apical en contact 

avec de l’air et du coté basal en contact avec le milieu de culture, contenant des facteurs 

de croissance et agents de différenciation spécifiques. La culture à l’IAL se poursuit 

pendant plusieurs jours jusqu’à plusieurs semaines permettant la reconstitution d’un 

épithélium pseudo-stratifié plus ou moins différencié, en fonction du choix du modèle 

cellulaire utilisé et du temps de culture choisi. 

 

 

Figure	13. Culture de cellules épithéliales pulmonaires à l’IAL. 

 

 Initialement la culture à l’IAL a été développée avec des lignées cellulaires 

pulmonaires telles que BEAS-2B, 16HBE14o-, Calu-3, NCI-H441 ou A549 (Upadhyay & 

Palmberg, 2018) qui seront présentées dans la	parties	3.2.2.	Tout l’intérêt de la culture 

à l’IAL par rapport à la culture en immergé est mis en évidence dans l’exemple illustré 

dans la figure	14 ci- dessous.  
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Figure	14. Comparaison de la morphologie de la barrière bronchique entre les cellules Calu-3 
ensemencées en culture de liquide-liquide (LCC) ou en configuration d'interface air-liquide (ALI). (A) 
Représentation schématique dees deux méthodes utilisées pour développer le modèle bronchique sur 

insert Transwell®. (B) Culture de cellules Calu-3 en LCC ou en configuration ALI après trois semaines de 
culture. Hématoxyline-éosine et coloration bleue Alcian (colorée en bleu). Barres d'échelle : 20 μm. 

D’après (Lechanteur et al., 2018) et adapté de (Kreft et al., 2015). 

 

 La lignée cellulaire épithéliale bronchique Calu-3, cultivée en condition 

immergée (liquide-liquide) pendant trois semaines forme un épithélium cubique simple 

alors qu’à l’IAL l’épithélium est pseudo-stratifié ressemblant à un épithélium bronchique 

(Figure	 14). De plus à l’IAL, le cytoplasme des cellules est constitué de nombreuses 

vésicules sécrétrices de mucus (colorés au bleu Alcian) qui sont plus nombreuses qu’en 

culture liquide-liquide. Après trois semaines de culture en IAL, ces vésicules sont plus 

nombreuses et une sécrétion de mucus est observée (Kreft et al., 2015). 	

 Par ailleurs, la culture à l’IAL rendrait les cellules plus résistantes aux effets 

toxiques des particules (Ghio et al., 2013). En effet, après exposition à des particules 

urbaines, la lignée cellulaire BEAS-2B et les cellules primaires NHBE cultivées en immergé 

ont montré une expression forte des gènes de l’inflammation (IL-6, IL-8) et du gène 

antioxydant hème oxygénase-1 (HO-1) comparé aux cultures à l’IAL qui n’ont montré 

aucun effet. Cette absence de réponse à l’IAL n'est pas liée à la seule différenciation des 

cellules avec la présence d’une clairance muco-ciliare protectrice pour le modèle NHBE, 

car le modèle BEAS-2B n’est pas capable de se différencier en un épithélium pseudo-

stratifié avec une fonction muco-ciliaire. En effet, l’étude met en évidence qu’une 

augmentation de la disponibilité de l'oxygène pour les cellules cultivées à l’IAL rendrait 

les cellules BEAS-2B et NHBE plus résistantes (Ghio et al., 2013).  
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3.2.2 Les lignées cellulaires  

 

 Les lignées de cellules BEAS-2B, 16HBE14o- et Calu-3 font partie des lignées 

cellulaires épithéliales bronchiques les plus largement utilisées en toxicologie in vitro 

(Baber et al., 2011; H. Chen et al., 2021; Juarez Facio et al., 2022; Q. Lin et al., 2022; 

Méausoone et al., 2021; Persoz et al., 2012; Yu et al., 2017). Au niveau épithélial alvéolaire, 

le modèle A549 est le plus répandu  (Kooter et al., 2013; Persoz et al., 2012; Tilly et al., 

2020; Yu et al., 2017) mais le modèle NCI-H441 est également utilisé (Lakhdar et al., 

2022). 

 Les cellules BEAS-2B	 proviennent de cellules épithéliales bronchiques 

immortalisées par le virus AD12-SV40 (Reddel et al., 1988). Ce sont des cellules qui ont 

une morphologie proche des cellules épithéliales basales mais qui sont incapables de se 

différencier à l’IAL et de former une barrière épithéliale solide, en raison de la présence 

de jonctions non fonctionnelles (résistance trans-épithéliale très faible) (Rothen-

Rutishauser et al., 2008; Stewart et al., 2012).  

 La lignée cellulaire 16HBE14o- est issue de cellules épithéliales bronchiques 

transformées par le virus SV40 (Cozens et al., 1994). En culture à l’IAL, cette lignée 

cellulaire conserve les caractéristiques de cellules épithéliales bronchiques différenciées 

normales. Les cellules se développent en couches de cellules polarisées et forment des 

jonctions serrées bien fonctionnelles, des cils peuvent être détecté mais elles sécrètent 

moins de mucus que des cellules épithéliales bronchiques primaires (Rothen-Rutishauser 

et al., 2008). Ce modèle semble un peu plus différencié que le modèle BEAS-2B (Hiemstra 

et al., 2018).  

 La lignée cellulaire Calu-3 provient d’un adénocarcinome du poumon, de cellules 

de la glande séreuse sous mucosale. Parmi les lignées cellulaires, il s’agit du modèle le plus 

proche de l’épithélium physiologique lorsqu’il est cultivé à l’IAL. En effet, ces cellules 

peuvent être cultivées pendant plusieurs semaines et former un épithélium pseudo-

stratifié avec une formation de cils et une sécrétion de mucus importante (Kreft et al., 

2015; Sonntag et al., 2022; Stewart et al., 2012). De plus, ce modèle forme des jonctions 

serrées et est la seule lignée cellulaire avec une haute résistance électrique trans-

épithéliale (TEER ≥ 1000 Ω/cm2) (Ji et al., 2022; Min et al., 2016; Stewart et al., 2012). En 

comparaison avec des cellules primaires, la confluence est plus longue à atteindre avec le 
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modèle Calu-3 et des différences d’expression de ZO-1 et de localisation de la β-tubuline 

IV sont observées (Stewart et al., 2012). 

  

Concernant les modèles alvéolaires, la lignée cellulaire tumorale A549	a été développée 

il y a 40 ans et provient d’un adénocarcinome pulmonaire. Ces cellules représentent des 

cellules épithéliales alvéolaires de type II, capables de sécréter du surfactant (Lieber et 

al., 1976). Cependant, des études contrastées sur la capacité de ce modèle à former des 

jonctions serrées à l’IAL bien sont rapportées (Cooney & Hickey, 2011; Rothen-

Rutishauser et al., 2008). Les cellules NCI-H441 proviennent du liquide péricardique d'un 

patient atteint d’un adénocarcinome du poumon et présentent des caractéristiques de 

l'épithélium pulmonaire bronchiolaire, notamment les cellules Club (Hermanns et al., 

2004). Cultivé à l’IAL, ce modèle forme des monocouches de cellules polarisées qui sont 

électriquement étanches et expriment divers transporteurs de médicaments clés, tels que 

la glycoprotéine P, de façon similaire à celle observée dans les cellules épithéliales 

alvéolaires humaines (Lakhdar et al., 2022). Ces cellules sont donc utilisées pour étudier 

le transport cellulaire (Salomon et al., 2014).  

  

 Les avantages des lignées cellulaires sont, entres autres, leur facilité d’utilisation, 

leur longue durée de vie et le coût modeste des expériences (Zavala et al., 2020). 

Cependant, ces lignées cellulaires respiratoires cultivées à l’IAL présentent quelques 

limitations, que ce soit au niveau organisationnel de l’épithélium, dans la formation des 

jonctions serrées ou leur capacité limité dans la fonction muco-ciliaire (Hiemstra et al., 

2018). Cela peut conduire à une sous-estimation ou une sur-estimation des effets des 

particules ou autres polluants.  

 

3.2.3 Les cellules primaires 

 
 L’utilisation de cellules primaires humaines cultivées à l’IAL est considérée 

comme une meilleure alternative que les lignées cellulaires pour reconstruire 

l’épithélium pulmonaire. En effet, leurs caractéristiques phénotypiques et génotypiques 

sont mieux conservées que les lignées cellulaires. De plus, elles représentent une 

alternative intéressante à l’expérimentation animale et peuvent être utilisées aussi bien 

pour des expositions aiguës que pour des expositions répétées (Zavala et al., 2020).  
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 La culture primaire de cellules épithéliales bronchiques humaines comporte 

plusieurs désignations dans la littérature : NHBE	 pour	 «	Normal	 Human	 Bronchial	

Epithelial	Cells	», PBEC pour « Primary Bronhial Epithelial Cells » ou encore hBEC pour 

« human Bronchial Epithelial Cells ». Ces cellules proviennent de biopsies de l’épithélium 

trachéo-bronchique humain et sont des modèles proches physiologiquement de 

l’épithélium respiratoire lorsqu’ils sont cultivés à l’IAL. En effet, les cellules NHBE ont la 

capacité de se différencier et d’exprimer des marqueurs des cellules ciliées (β-tubuline 

IV), à mucus (MUC5AC) et basales (RNAse 7) ainsi que des jonctions serrées (ZO-1 et E-

cadhérine) et des desmosones (Amatngalim et al., 2015; Bhowmick & Gappa-Fahlenkamp, 

2016; Juarez-Facio et al., 2022; Stewart et al., 2012), permettant l’organisation en un 

épithélium pseudo-stratifié pourvu d’une fonction muco-ciliaire (Juarez-Facio et al., 2022; 

Nordberg et al., 2020; Rayner et al., 2019; Sotty et al., 2019). Dès 14 jours de 

différenciation, ce modèle cellulaire présente des cellules basales, des cellules à mucus et 

des cellules ciliées (Figure	 15). Cependant, ce modèle ne contient pas de cellules 

neuroendrocrines et très peu voire pas de cellules « club » (Boei et al., 2017; Davis et al., 

2015). 

 

 

Figure	15. Structure cellulaire du modèle NHBE après 14 jours de différenciation à l’IAL. a : microscopie 
optique de NHBE colorées au bleu de Toluidine. b : microscopie électronique Bright-field de NHBE (large 
field of view). BC : cellules basales ; CC : cellules ciliées ; GC : cellules à mucus. Adapté de (Juarez-Facio et 

al., 2022). 

 

 Afin de représenter une portion plus distale de l’épithélium respiratoire, le 

modèle SAEC	 (Small	 Airway	 Epithelial	 Cells) provenant de cellules épithéliales 

bronchiolaires est le plus souvent cultivé en immergé (Sisler et al., 2015, 2018; Wu et al., 
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2020; W. Zhang et al., 2019). Cultivable à l’IAL, ce modèle peut se différencier en 

épithélium muco-ciliaire avec une sécrétion de mucus et la formation de jonctions serrées 

bien fonctionnelles (Lan et al., 2021; C. R. Svensson et al., 2016; Thaikoottathil et al., 

2009).  

 Les possibilités d'isoler et de cultiver les cellules de l'épithélium alvéolaire 

humain sont plus limitées que celles permettant d’obtenir un épithélium bronchique. 

Malgré des avancées dans leur isolement, les AEC2 isolées ont une durée de vie très 

limitée en culture et se différencient spontanément en AEC1 (Fujino et al., 2012).  

 Pour surmonter la limitation de la disponibilité des cellules primaires, des 

modèles cultivés à l’IAL sont disponibles dans le commerce. Les modèles de voies 

respiratoires humaines (EpiAirway™) développés par la société MatTek (MatTek, USA) et 

MucilAirTM développés par la société Epithelix (Epitelix Sarl, Suisse) comptent plus de 30 

donneurs provenant d'individus sains et malades (patients asthmatiques, patients 

atteints de BronchoPneumopathie Chronique Obstructive (BPCO), fumeurs). Le principal 

avantage des modèles cultivés à l'IAL disponibles dans le commerce est leur longue durée 

de vie (3-12 mois), ce qui permet de réaliser des études d'exposition répétée ou 

chronique. 

 

3.2.4 Co-cultures, organoïdes et organe-sur-puce 

 

 La culture en IAL a permis également le développement de modèles in vitro 

multicellulaires ou co-cultures, plus complexes à mettre en place, représentant la 

barrière pulmonaire, incluant différents types de cellules (cellules épithéliales, 

macrophages, cellules endothéliales et/ou cellules dendritiques), primaires ou de lignées 

cellulaires (Chortarea et al., 2015; Dekali et al., 2014; Hiemstra et al., 2018; Klein et al., 

2013; Pohl et al., 2009; Zavala et al., 2020). Des modèles de co-culture sont également 

commercialisés par les sociétés MatTek et Epitelix. 

 Les organoïdes sont définis comme un système de culture de plusieurs types 

cellulaires d’un organe, présentant certaines fonctions de celui-ci et les cellules sont 

regroupées et organisées de façon similaire à l’organe (Lancaster & Knoblich, 2014). A ce 

jour, seules quelques études ont développé des organoïdes pulmonaires (Dye et al., 2015; 

Longmire et al., 2012; Mondrinos et al., 2014). Cependant, ces systèmes ne sont pas 
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facilement applicables pour mimer des expositions par inhalation, telles que les cultures 

à l’IAL et présentent des défis techniques supplémentaires en raison de la nature 

tridimensionnelle de la culture et des composants de sa matrice (Hiemstra et al., 2018). 

 Les organes	sur	puce	ou	«	organ-on-a-chip	» sont des modèles d'organes issus 

de la micro-ingénierie qui contiennent généralement plusieurs types cellulaires et un 

dispositif de microfluidique permettant l'apport continu de nutriments et l'élimination 

des déchets. Le dispositif peut également recréer des mouvements respiratoires 

physiologiques par application de vide dans les chambres latérales de la puce par 

étirement mécanique de la membrane sur laquelle repose le dispositif. Ce système peut 

permettre de recréer la barrière alvéolo-capillaire (Huh et al., 2010; Stucki et al., 2015). 

 

3.2.5 Récolte des particules  

 

 Pour reproduire une inhalation à des particules, il est tout d’abord nécessaire de 

récolter celles-ci. Les particules peuvent être collectées à l’aide de différents appareils de 

prélèvement, constitués d’un ou plusieurs impacteurs. Un seul impacteur peut être utilisé 

pour une seule taille de particules d'intérêt, deux impacteurs sont généralement utilisés 

pour récolter les PM10 et les PM2.5 et des impacteurs en cascades constitués de plusieurs 

impacteurs sont également utilisés afin de couvrir plusieurs tailles de particules (Kumar 

et al. 2021). Ces différents types d’impacteurs sont composés de filtres en quartz, en 

téflon, en polyuréthane ou en polytétrafluoroéthylène. Par la suite, l’extraction des 

particules des filtres peut être réalisée par diverses techniques. Généralement, 

l’extraction se fait par sonication dans des solvants organiques, tels que du méthanol, ou 

dans des solvants aqueux tels que l’eau. Le choix du solvant entraîne des modifications 

des propriétés physico-chimiques initiales des particules. Par exemple, l’extraction par 

des solvants organiques peut changer la taille et la composition chimique des particules, 

alors que l’extraction dans des solvants aqueux peut aussi dissoudre certains éléments 

inorganiques (P. Kumar et al., 2021). Des contaminations par les composants des filtres 

peuvent aussi survenir lors de la sonication. Il est également possible de récupérer la 

totalité des particules par grattage des filtres. Il n'y a pas donc pas de méthode parfaite 

pour l'extraction des particules, et les techniques choisies doivent être ajustées pour une 

extraction optimale des composés d’intérêt. Après récolte, la remise en suspension des 

particules dans un solvant adéquat est une étape cruciale. Par exemple, la remise en 
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suspension dans des milieux de culture cellulaire peut changer la chimie et l'état 

d'agrégation des particules et modifier leurs effets biologiques (S. Chen et al., 2013). La 

remise en suspension dans de l’eau avec une sonication des solutions apparaît comme 

étant une approche plus pertinente pour préparer des suspensions de particules de façon 

reproductible pour les essais toxicologiques (Cohen et al., 2013). Ainsi, la caractérisation 

physicochimique des particules avant et après remise en suspension est essentielle pour 

établir des relations plus précises entre les propriétés des particules et la réponse 

cellulaire. 

 

3.2.6 Méthodes d’exposition  

 

 Pour évaluer la toxicité in vitro des particules dans des conditions 

expérimentales les plus proches des conditions réelles, plusieurs paramètres sont à 

prendre en compte : choix du modèle cellulaire et de sa méthode de culture, méthode de 

récolte, d’extraction et de remise en suspension des particules, choix des doses et des 

durées d’exposition ainsi que de la méthode d’exposition. 

 

 De nombreuses études sur la toxicologie respiratoire des particules sont 

réalisées par exposition en immergé, par simple ajout de particules au milieu de culture 

des cellules. C’est une méthode d’exposition simple et rapide, permettant d’utiliser une 

large gamme de concentrations et d’étudier de nombreux paramètres biologiques. 

Cependant, ce mode d’exposition est peu pertinent car peu représentative des conditions 

physiologiques (partie	3.3.3). De plus, des interactions entre les composés du milieu de 

culture et les particules peuvent survenir, pouvant altérer leur granulométrie et leur 

composition chimique, modifiant ainsi leur toxicité cellulaire (Kooter et al., 2016; Loret et 

al., 2016; Zavala et al., 2020). De plus, l'une des principales limites est le contrôle de la 

dosimétrie exacte des particules mises en contact avec les cellules (A. G. Lenz et al., 2009; 

A.-G. Lenz et al., 2013). 

 Afin de mimer de manière optimale la voie d'exposition par inhalation des 

particules, plusieurs systèmes ont été développés pour réaliser une exposition à l’IAL, 

avec des systèmes non commercialisés (Upadhyay & Palmberg, 2018) ou commercialisés 

par les sociétés Vitrocell Systems ou Cultex Laboratories. Ces systèmes permettent de 
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travailler à une dosimétrie mieux définie et à une efficacité efficacité d'exposition plus 

élevée (Lacroix et al., 2018). Par exemple, le système d’exposition IAL de Vitrocell® est 

conçu pour l’exposition directe et contrôlée, à un flux d’aérosols, directement sur des 

cellules cultivées sur insert (Figure	16).  

 

 

Figure	16. Schéma d’un système d’exposition à l’IAL (Vitrocell®). 

 

 Bien que ces systèmes soient théoriquement idéals, pour une exposition au plus 

proche des conditions réelles (Bhowmick & Gappa-Fahlenkamp, 2016; Upadhyay & 

Palmberg, 2018; Zavala et al., 2020), ils sont coûteux et très complexes, nécessitant de 

grandes quantités de particules et de lourds protocoles d’optimisation pour contrôler 

plusieurs paramètres tels que le flux d’air, la sédimentation, la quantité de particules 

déposées ou le dépôt homogène à la surface des cellules. De plus, une autre limitation de 

ces systèmes est la durée d'exposition qui ne peut excéder 6h en raison du dessèchement 

de la surface de l'épithélium, entraînant un stress et la mort cellulaire surtout avec 

l’utilisation de lignées cellulaires (Hiemstra et al., 2018). 

 Pour s’affranchir de ces limites, une méthode alternative aux expositions 

immergée et à l’IAL s’est développée, l’exposition en pseudo-IAL (Nordberg et al., 2020; 

Tomašek et al., 2016). Elle consiste à déposer un petit volume de suspension de particules, 

au pôle apical, de cellules cultivées à l’IAL. Une étude s’est intéressée à l’effet de 

l’immersion en apical sur la différenciation du modèle NHBE cultivé à l’IAL pendant 21 

jours, sur des inserts de 1,2 cm de diamètre (Gerovac et al., 2014). Les résultats montrent 

qu’un volume apical supérieur à 250 µl entraîne une inhibition de la différenciation des 



63 
 

cellules ciliaires, par inhibition de facteurs de transcription impliqués dans leur 

différenciation. En dessous de ce volume, la différenciation en cellules ciliées est 

maintenue. Ainsi, une exposition en pseudo-air liquide, avec un dépôt d’une suspension 

de particules d’un volume inférieure à 250 µl semble adapté pour être au plus proche des 

conditions réelles d’expositions. De plus, cette méthode permet d’utiliser moins de 

quantité de particules que les autres méthodes d’expositions (Gerovac et al., 2014). 

 

3.3 Mécanismes	de	toxicité	des	particules	

 Ici sont présentés les principaux mécanismes d'action impliqués dans la toxicité 

des particules sur la base de la littérature scientifique concernant les particules liées à la 

pollution de l'air.  

 

3.3.1 Rétention des particules, internalisation et remodelage de 

l’épithélium 

 

 En fonction de la localisation des particules dans l’appareil respiratoire, le temps 

nécessaire pour les éliminer est très variable entre les voies aériennes supérieures, la 

région trachéo-bronchique et la région alvéolaire. Dans les voies aériennes supérieures, il 

faut environ 10 minutes pour transporter les particules déposées des voies respiratoires 

nasales vers le tractus gastro-intestinal alors qu’au niveau trachéo-bronchique, les 

particules peuvent être épurées entre moins d’une heure et deux jours (C.-S. Wang, 2005). 

La rétention des particules dépend également de leurs propriétés physico-chimiques. Par 

exemple, la clairance mesurée de particules de Fe2O3 insolubles d’un diamètre compris 

entre 1 et 10 µm est estimée entre 30h et 40h pour une respiration calme (7,5 

respirations/min) et de 24h pour une respiration plus rapide (15 respirations/min) (C.-

S. Wang, 2005). Au niveau alvéolaire, la vitesse d’élimination des particules par les 

macrophages est très lente. En conséquence, des particules insolubles peuvent rester 

dans la région alvéolaire pendant des centaines de jours ou plus. Les particules hautement 

solubles peuvent se dissoudre en quelques minutes après le dépôt (C.-S. Wang, 2005). 

	 Ainsi malgré le mécanisme de la clairance muco-ciliaire permettant d’épurer les 

voies respiratoires, la rétention de particules au sein des poumons est mise en évidence 

chez des personnes vivant dans des villes polluées (Brauer et al., 2001). Cette étude 
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montre que chez des personnes vivant à Mexico, exposées à une concentration moyenne 

annuelle de 66 µg/m3 de PM10, les concentrations en particules dans les poumons sont 

nettement supérieures à celles retrouvées dans les poumons de personnes vivant à 

Vancouver et exposées à de faibles niveaux de PM10 (14 µg/m3). La même équipe a montré 

que la paroi des voies respiratoires des personnes ayant vécues longtemps dans la ville 

de Mexico était beaucoup plus fibreuse et plus riche en muscle lisse comparé aux 

poumons des personnes vivant à Vancouver (Churg et al., 2003). 

 Des études in vitro ont pu confirmer la biopersistance des particules dans 

l’épithélium respiratoires et des perturbations structurales et fonctionnelles de celui-ci. 

Par exemple des particules de diesel (DEP) et des PM2.5 ont été retrouvées 5 semaines 

après expositions de NHBE différenciées (Boublil et al., 2013). Les particules étaient 

incluses dans des vésicules situées dans le cytoplasme en apical suggérant une exocytose 

(Boublil et al., 2013). De même, après 3h d’exposition à des nanoparticules (NP) d’oxyde 

de cuivre et de TiO2 (Moschini et al., 2013) ou après 24h à des DEP (Mazzarella et al., 

2007) ou après 1h à des NP de plastique (M. Xu et al., 2019), les particules ont été 

retrouvées dans des vésicules au niveau du cytoplasme ou du noyau de cellules A549. 

L’internalisation après expositions aux PM2.5 sur le modèle BEAS-2B a entraîné des 

altérations morphologiques cellulaires telles qu’un changement de forme en fuseau et la 

formation de trous paracellulaires (Dornhof et al., 2017). Les particules sont capables 

également de causer des dommages structurels et fonctionnels aux mitochondries (X. Jin 

et al., 2018; N. Li, Sioutas, et al., 2003). Des perturbations de l’intégrité membranaire sont 

observées après 3h d’exposition à des PM10 et des DEP sur le modèle A549, notamment 

une dissociation de ZO-1 et une internalisation de l’occludine (Caraballo et al., 2011). 

Après 24h d’exposition de cellules BEAS-2B à des microparticules de plastique (10 ou 

1000 µg/m2), une diminution de l’expression de ZO-1 et une réduction de la TEER chez 

les BEAS-2B ont été observées (Dong et al., 2020). Le stress oxydant a été démontré 

comme inducteur de la phosphorylation de ZO-1 et ainsi perturbant les jonctions serrées 

(Sethi et al., 2019). De plus, une perte de l’intégrité de la barrière épithéliale apparaît 

comme une étape clé dans le développement de la bonchopneupathie chronique 

obstructive (BPCO) (Sethi et al., 2019). Enfin, le remodelage de l’épithélium tel que la 

fibrose, la distorsion des petites voies respiratoires et l'hyperplasie musculaire en 

association avec une accumulation de particules dans la paroi bronchique ont été 
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identifiés dans les poumons de femmes chroniquement exposées aux PM (Churg et al., 

2003).  

 

3.3.2 Stress oxydant  

 

 De nombreuses études ont montré que les effets délétères des particules sur la 

cible respiratoire sont causés par un stress oxydant et une inflammation (H. Chen et al., 

2022; Falcon-Rodriguez et al., 2016). Le stress oxydant est défini comme étant « un 

déséquilibre entre les systèmes oxydants et les défenses antioxydantes, en faveur des 

oxydants, conduisant à une perturbation de la signalisation et du contrôle redox et/ou à 

des dommages moléculaires » (Sies 2015). Le stress oxydant résulte d’une production 

accrue d’ERO ou d’une diminution des défenses antioxydantes ou des deux 

simultanément (Møller et al., 2014). À l’état physiologique, ces ERO sont produits 

majoritairement par la chaine mitochondriale respiratoire mais aussi par les monoamines 

oxydases (MAOs), les CYP450 ou encore la NAD(P)H oxydase et par les cellules phagocytaires 

du système immunitaire inné telles que les macrophages alvéolaires et les polynucléaires 

neutrophiles (Valavanidis et al., 2013). Ils régulent des processus de signalisation pour le 

métabolisme, le cycle cellulaire, les systèmes redox cellulaires ou encore les mécanismes 

de mort cellulaire (Brookes et al., 2002; Thannickal & Fanburg, 2000). À des 

concentrations élevées, les ERO sont dangereux pour les organismes vivants et peuvent 

causer des dommages oxydatifs à tous les principaux constituants cellulaires tels que les 

lipides membranaires, les protéines ou l’ADN (Migdal & Serres, 2011). Parmi les ERO, on 

retrouve des espèces radicalaires très réactives comme l’anion superoxyde (O2
—) et le 

radical hydroxyle (OH) ainsi que des molécules non radicalaires comme le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). 

 

 Les particules peuvent générer un stress oxydant à travers trois voies 

interdépendantes (Niemann et al., 2017) (Figure	17) :  

1. Génération spontannée dERO par les particules sans interaction avec les tissus 

biologiques. Les ERO peuvent être produits par des réactions rédox entre les 

différents composés de la surface des particules.  
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2. Induction par les particules du relargage de cytokines et de médiateurs oxydants 

par activation des cellules inflammatoires tels que les macrophages (partie	3.3.3). 

3. Génération d’ERO par des interactions entre les particules et la cellule : activation 

d’enzymes pro-oxydantes et diminution des défenses antioxydantes. 

Ces trois voies peuvent être stimulées par les particules elles-mêmes, à travers la 

libération de constituants solubles, ou par des réactions chimiques intermédiaires de 

différents constituants avec les fluides biologiques. 

 

 

Figure	17. Mécanismes des particules pouvant causer un stress oxydant. D’après (Niemann et al., 2017). 

 

 Lorsqu’il y a une production accrue d’ERO, deux voies de signalisation impliquées 

dans l’induction des défenses antioxydantes sont activables par les particules, la voie du 

facteur nucléaire à l’érythroïde-2-like-2 (Nrf-2) et cell du récepteur aryl hydrocarbone 

(AhR) (Pardo et al., 2020) (Figure	17). Les gènes cibles antioxydants sont, entre autres, 

les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT), les glutathions peroxydases (GPx), 

l’hème-oxygénase-1 (HO-1) et la NAD(P)H quinone oxyréductase (NQO-1) (Gangwar et 

al., 2020). Lors d’un changement de l’état de l’homéostasie rédox, Nrf-2 initialement lié à 

Keap-1 dans le cytosol transloque dans le noyau pour se fixer à des éléments de réponses 

antioxydants (ARE) activant en partie la transcription de gènes cibles protecteurs contre 
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le stress oxydant. Une exposition aux métaux hydrosolubles présents dans des particules 

tels que le Fe, le Zn et le Cu peuvent induire une réponse antioxydante dépendante de 

l’activation de la voie Nrf-2 (Lovera-Leroux et al., 2015; Pardo et al., 2015, 2016; H. Zhang 

et al., 2012). Le mécanisme d’activation résulte de la formation d’ERO par les métaux, 

comme le Fe via la réaction de Fenton qui produit l’espèce radicalaire la plus délétère du 

stress oxydant, OH (Li et al. 2003). Des composés comme les HAP sont capables de se 

fixer au AhR et d’induire sa translocation dans le noyau pour se fixer sur des éléments de 

réponses aux xénobiotiques (XRE) conduisant à la transcription des gènes de phase I du 

métabolisme des xénobiotiques et des gènes protecteurs contre le stress oxydant 

(Stevens, Mezrich, et Bradfield 2009) (Figure	18).  

 

Figure	18. Activation des voies AhR et Nrf-2 par les particules. D’après Pardo et al. 2020.  

L'activation des enzymes de phase I telles que les cytochromes P450 (CYP) 

métabolisent souvent les HAP en quinones puis en semiquinones (Moorthy et al., 2015; 

Valavanidis et al., 2013). Lorsque les semiquinones sont réduites à nouveau en quinones 

dans un processus appelé cycle redox des quinones, une production excessive d’ERO peut 

être générée (Zheng et al., 2020). La Figure	19 illustre le cycle rédox des quinones de HAP 

représentatifs de DEP tels que le naphtalène, le B(a)P, le phénantrène et l’anthracène (N. 

Li, Hao, et al., 2003). L’induction de l’expression du CYP450 1A1 par le AhR va réduire le 

HAP en quinone, libérant un électron qui entraîne la formation de semiquinones. Le 

recyclage des semiquinones en quinones par la NADPH cytochrome P450 reductase 

conduit à la formation d’O2
—.  
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Figure	19. Cycle rédox des quinones à partir des composés organiques. (A) HAP représentatifs et 
quinones correspondantes. (B) Schéma réactionnel de la métabolisation des HAP en quinone et cycle de 

recyclage des quinones. D’après (N. Li, Hao, et al., 2003). 

  

 Pour maintenir l'équilibre rédox cellulaire lors d’une production excessive d’ERO, 

l’organisme dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes enzymatiques 

inductibles par les voies décrites ci-dessus, et des défenses non enzymatiques telles que 

le glutathion réduit (GSH) et des vitamines comme l’acide ascorbique (AA).  

 De nombreuses études montrent qu’une exposition à différents types de particules 

induit une augmentation de la production d’ERO et une diminution des défenses 

antioxydantes. Les SOD sont les premières lignes de défenses contre le stress oxydant, 

elles assurent toutes la dismutation d’O2•— en H2O2 (N. Li, Hao, et al., 2003). Par exemple, 

une exposition de 24h à 48h à des PM2.5 d’origine industrielle (Fe et acier) ou urbaines 

cause une augmentation des ERO et une diminution des expressions géniques et 

protéiques des SOD-1 et SOD-2 ainsi qu’une diminution de leurs activités dans des cellules 

A549 (Deng, Zhang, et al., 2013 b), des cellules nasales (Hong et al., 2016) ou dans des 

cellules endothéliales pulmonaires (Cui et al., 2020). De même, des DEP sont capables de 

générer des ERO et de diminuer les expressions géniques des SOD après 2h d’exposition 

dans des cellules BEAS-2B (Seriani et al., 2016).  

 La catalase est une enzyme impliquée dans la réduction de l’H2O2 en H2O (N. Li, 

Hao, et al., 2003). Son expression ou son activité est également diminuée après exposition 

aux particules en lien avec une augmentation des ERO (Chirino et al., 2010; Deng, Zhang, 

et al., 2013; Hong et al., 2016). Les glutathions	peroxydases catalysent également la 
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réduction de l’H2O2 en H2O mais aussi la réduction des peroxydes d’origine lipidique en 

présence de GSH. 

 Une surproduction d’ERO et une surexpression des enzymes HO-1	et	NQO-1 dans 

des cellules pulmonaires exposées au DEP, aux PM2.5 ou aux particules ultrafines est 

observée (Baulig et al., 2009; Crobeddu et al., 2017; Deng, Rui, et al., 2013; Frias et al., 

2020; Juarez-Facio et al., 2022; N. Li, Sioutas, et al., 2003; Niu et al., 2020; Pardo et al., 

2015).  

 Le GSH est un antioxydant non enzymatique constitué d’un groupements thiol (-

SH), aux propriétés réductrices qui permet de piéger des ERO conduisant à l’oxydation du 

GSH en GSSG. Ainsi, le ratio GSH/GSSG est un très bon indicateur du stress oxydant  

(Araujo & Nel, 2009). Une diminution du ratio GSH/GSSG est observée dans des cellules 

BEAS-2B et NHBE après exposition à des DEP (N. Li et al., 2002), à des PM10 (Chirino et al., 

2010) dans des cellules A549, à des PM2.5 dans des cellules BEAS-2B (C. Zhao et al., 2020) 

et 16HBE (Niu et al., 2020) et chez la souris (Pardo et al., 2015). 

 Les acides	ascorbique	et	urique sont des antioxydants présents dans la couche 

périciliaire pulmonaire (Haleng et al., 2007). Ce sont des piégeurs de •OH, d’O2•— et du 

radical peroxyle ROO•. L’acide ascorbique joue également un rôle dans la protection 

contre la formation des peroxydes lipidiques, en régénérant la vitamine E à partir de la 

forme radicalaire produite par sa réaction avec les radicaux lipidiques (Haleng et al., 

2007). 

 Lorsque les systèmes antioxydants sont dépassés, des concentrations élevées 

d’ERO peuvent causer des dommages oxydatifs à tous les principaux constituants 

cellulaires tels que les lipides, les protéines ou l’ADN (Migdal & Serres, 2011; Valavanidis 

et al., 2013). La détection de marqueurs de génotoxicité, telles que des bases oxydées de 

l’ADN ou d’adduits encombrants, a été documentée dans des études de biosurveillance 

chez l'homme et a conduit à une association positive entre particules et dommages à 

l’ADN (Bräuner et al., 2007; Vinzents et al., 2005). La formation d’adduits à l’ADN et la 

formation de 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG), un marqueur de dommages à 

l’ADN, ont été mises en évidence in vitro après exposition à des particules urbaines et 

industrielles (André et al., 2010; Vattanasit et al., 2014). Ces lésions à l’ADN ou à d’autres 

biomolécules peuvent conduire à une mort cellulaire par apoptose, autophagie ou nécrose 

après exposition à différents types de particules (Deng, Zhang, et al., 2013; Durga et al., 

2014; Thannickal & Fanburg, 2000; Upadhyay & Palmberg, 2018).  
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3.3.3 Inflammation 

 

  Dans la partie	3.3.2, il a été montré que les particules induisent un stress oxydant 

à travers divers mécanismes. L’un de ces mécanismes est la capacité des particules à 

induire une inflammation directe du tissu pulmonaire par activation des macrophages 

et/ou des neutrophiles qui vont augmenter la production d’ERO et participer au stress 

oxydant (Losacco & Perillo, 2018). En réponse à ce stress, les cellules épithéliales 

bronchiques vont produire des cytokines pro-inflammatoires pouvant entraîner une 

inflammation aiguë (C.-C. Cho et al., 2018). Ainsi, la relation entre le stress oxydant et 

l’inflammation est complexe et semble avoir des effets synergiques (Figure	20) (H. Chen 

et al., 2022).  

 

Figure	20. Représentation schématique du stress oxydant et de l’inflammation induits par une exposition 
aux particules au niveau de l’appareil respiratoire et des autres organes vitaux auxquels les particules ou 

les composés désorbés accèdent via la circulation sanguine. Adapté de (H. Chen et al., 2022). 

 La réponse inflammatoire pulmonaire est caractérisée par une variété de 

médiateurs qui sont sécrétés par les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales. 

Les cellules épithéliales des voies respiratoires humaines produisent des cytokines 

chimio attractives dont le rôle est de stimuler la migration des cellules inflammatoires 

vers le site de l’agression, telles que l’interleukine-8 (IL-8), la chimiokine des monocytes 
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1 (MCP-1) ou CCL5/RANTES (Mills et al., 1999). L’IL-8 est synthétisée et libérée en grande 

quantité par les cellules épithéliales respiratoires et est l’un des plus puissants activateurs 

et médiateurs des neutrophiles. Les cellules épithéliales sécrètent également des 

cytokines multifonctionnelles comme l’interleukine-1β (IL-1β), l’interleukine-6 (IL-6), 

l’interleukine-11 (IL-11) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-α) (Mills et al., 1999). 

Celles-ci ont des effets pro-inflammatoires pléiotropes sur une variété de cellules cibles, 

notamment l'activation des lymphocytes-B et des monocytes. Ainsi, de nombreuses 

études ont montré que des expositions à différents types de particules telles que les DEP, 

PM10, PM2.5 ou PM0.1 induisent l’expression et/ou la sécrétion d'IL-6, d'IL-8, d’IL-1β ou de 

TNF-α dans des cellules épithéliales bronchiques (Bengalli et al., 2019; Dieme et al., 2012; 

Holder et al., 2008; Juarez-Facio et al., 2022; Luo et al., 2021; Son et al., 2020; Totlandsdal 

et al., 2010; Vattanasit et al., 2014).  

L’inflammation est souvent associée à des modifications structurelles de 

l’épithélium. Par exemple, certaines cytokines comme le TNF-α associé à l’IFN-γ peuvent 

induire des modifications de la localisation des protéines des jonctions serrées 

conduisant alors à une perte de l’intégrité de l’épithélium (Coyne et al., 2002). Il a été 

montré qu’une exposition de cellules NHBE différenciées à des particules de l’air intérieur 

en mode pseudo-IAL modifiait l’expression de plusieurs gènes, notamment des gènes 

impliqués dans la réponse immunotoxique (Nordberg et al., 2020). Les résultats de cette 

étude montrent également des modifications de l’épithélium tels que la présence de 

lacunes entre les couches de cellules et des pertes d’adhésion des cellules entre elles sans 

pour autant qu’il y ait de modification de la fonction de barrière (Nordberg et al., 2020). 

 L’inflammation est donc un mécanisme majeur expliquant la toxicité des particules 

or elle est impliquée dans le développement de pathologies respiratoires telles que 

l’asthme, la BPCO et la fibrose, souvent associées à des modifications de l’épithélium 

(Falcon-Rodriguez et al., 2016). Par ailleurs, de telles réponses ne se limitent pas aux 

poumons mais se produisent également dans d'autres organes. Les particules peuvent 

activer le système rédox et le système inflammatoire à un niveau systémique conduisant 

à un dysfonctionnement de plusieurs organes, y compris le cerveau, le système 

cardiovasculaire, les reins et le foie (Figure	20) (H. Chen et al., 2022; Gangwar et al., 

2020). 
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 L’ensemble de ces travaux montre que les particules de diverses origines induisent 

une production d’ERO associée à une diminution des défenses antioxydantes conduisant 

à un stress oxydant et à une inflammation de l’épithélium pulmonaire. Ainsi, la toxicité 

des particules d’origine pyrotechnique pourrait être médiée par les mêmes mécanismes 

que ceux précédemment décrits.  

 

3.4 Potentiel	oxydant	des	particules	

 
 L’induction d’un stress oxydant par les particules est le principal mécanisme de 

toxicité à l’origine d’effets néfastes sur la santé. Par conséquent de nombreuses équipes 

ont étudié une métrique d’exposition biologique pertinente, le potentiel oxydant (PO), 

comme outil prédictif d’effets sur la santé et de réponses cellulaires aux particules. Le PO 

est défini comme la capacité des particules ou des composés liés aux particules à générer 

des ERO, ou à oxyder des substrats cibles tels que des antioxydants, mesurables dans des 

conditions acellulaires (Caumo et al., 2022; Øvrevik, 2019). En effet, les espèces chimiques 

rédox actives présentes dans les particules, de nature organique et inorganique, facilitent 

la génération des ERO (partie	 3.3). Depuis quelques années, la mesure du PO des 

particules semble être un indicateur de toxicité plus pertinent que les outils de mesures 

plus conventionnels reposant sur la concentration massique ou sur la concentration en 

nombre (Bates et al., 2019; Daellenbach et al., 2020; Sarnat et al., 2016). Le PO présente 

l’avantage d’intégrer les propriétés physico-chimiques des particules (composition 

chimique, surface spécifique, granulométrie). Actuellement, il existe de nombreuses 

méthodes acellulaires pour mesurer le PO des particules :  

- Mesure de la déplétion en antioxydants tels que l’acide ascorbique (AA) et le 

glutathion réduit (GSH), dans un fluide de revêtement des voies respiratoires 

(RTLF) synthétique  

- Test du dithiothréitol (DTT)  

- Méthodes de fluorimétrie avec des sondes à base de fluorescéine telles que la 2’,7’-

dichloro-dihydrofluorescéine (DCFH) 

- La résonance paramagnétique électronique (RPE). 

Comparé aux tests cellulaires pour mesurer le stress oxydant, les méthodes 

acellulaires présentent les avantages d’être non invasives, rapides, peu coûteuses, faciles 

à mettre en oeuvre et adaptées à l’automatisation.  
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 La mesure du PO par ces différentes méthodes conduit à une grande variation de 

résultats selon le test utilisé pour un même type de particules. En effet, certains tests ont 

la capacité de mesurer l’ensemble des ERO, des ERO spécifiques, d’autres espèces 

réactives ou encore l’oxydation d’antioxydants (Øvrevik, 2019). De plus, les tests ont des 

sensibilités variables à l’égard des différents constituants chimiques des particules (Bates 

et al., 2019) ainsi que de leur taille (An et al., 2022; Khoshnamvand et al., 2022). Les 

différentes sources de particules contribuent également à la variabilité des réponses 

entre les tests. Par exemple, des corrélations entre les sources de combustion de trafic 

« hors échappement » et le PO AA de PM2.5  a été montré tandis que les émissions des 

particules provenant de sites de sidérurgie, de la combustion de fioul et des émissions 

non polluantes du trafic contribuent de manière significative au PO DTT (Moufarrej et al., 

2020). Ainsi, afin de prendre en considération au mieux l'ensemble des espèces pouvant 

contribuer au PO des particules et d’évaluer leur toxicité globale, il est nécessaire 

d’utiliser plusieurs méthodes de mesure du PO (Conte et al., 2017; Fang et al., 2016; 

Janssen et al., 2014). Les tests du DTT et de la déplétion en antioxydants sont les méthodes 

les plus couramment utilisées et sont très complémentaires puisqu’ils ne sont pas 

sensibles aux mêmes espèces chimiques et sources de particules (Caumo et al., 2022; 

Moufarrej et al., 2020). 

 

3.4.1 Test de déplétion des antioxydants dans le RTLF  

 

 Le RTLF représente la première interface chimique ou zone de contact que 

rencontre les particules inhalées. Le RTLF riche en antioxydants, tels que l’AA, le GSH et 

l’urée (Ayres et al., 2008) a un rôle protecteur crucial des voies respiratoires protégeant 

les poumons contre des dommages oxydatifs. Il existe plusieurs variantes de ce test, soit 

AA et GSH, soit AA seul, soit avec ajout d’urée (Gao et al., 2020). La déplétion des 

antioxydants reflète la mesure directe de l’activité oxydante des particules. Le test de 

déplétion en AA et GSH repose sur la quantification des concentrations finales en 

antioxydants après incubation des particules dans un RTLF synthétique contenant des 

concentrations physiologiques en AA et en GSH à 200 µM, à pH 7,0 (Zielinski et al., 1999).  
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 Cette méthode apparait plus sensible aux métaux qu’aux composés organiques. En 

effet dans la littérature, il est rapporté que le Fe (Ayres et al., 2008; Gao et al., 2020; Godri 

et al., 2011), le Cu (Janssen et al., 2014; Visentin et al., 2016) ainsi que le Pb, le Zn et le Mg 

(Bates et al., 2019) oxydent l’AA. La déplétion du GSH serait exclusivement attribuée au 

Cu (Ayres et al., 2008; Gao et al., 2020) mais aussi dans une moindre mesure à l’Al et au 

Fe (Godri et al., 2010) ainsi qu’au Pb (Godri et al., 2011). Par ailleurs, la spéciation des 

métaux joue un rôle important dans la mesure du PO. Par exemple, la réactivité des 

différents états d'oxydation du Fe est significativement différente dans l'oxydation de 

l’AA, avec le Fe (III)  qui serait plus réactif que le Fe (II) (Gao et al., 2020).  

  

À ce jour, il semblerait qu’une seule étude se soit intéressée au PO de particules 

provenant d’activités pyrotechniques et aux associations avec leur composition chimique 

(Godri et al., 2010b). Le PO a été mesuré par le test de déplétion en antioxydants (AA et 

GSH) et a été comparé à celui généré par des particules émises par le trafic routier. Les 

résultats de cette étude montrent que les particules de feux d’artifices induisent une plus 

forte déplétion du GSH que les particules du trafic routier et que seul l’AA est oxydé par 

les particules du trafic routier. Les métaux des particules du trafic routier (Ba, Mo, Fe, Cu) 

et des feux d’artifices (Pb, Sr) sont associés à la déplétion du GSH. Les métaux des 

particules du trafic routier excepté le Cu sont également associés à la déplétion de l’AA. 

Cette étude met en évidence toute la complexité de la mesure du PO, avec des sensibilités 

aux tests très différentes en fonction de la composition chimique des particules.  

 

 La déplétion en AA semble généralement ne pas être associée positivement à des 

effets sur la santé (Atkinson et al., 2016; Canova et al., 2014; Fang et al., 2016; Tonne et 

al., 2012) contrairement à celle en GSH. Weichenthal et al., 2016 ont mené une longue 

étude de cohorte (1991- 2009), sur l’association causale entre le PO de PM2.5 ambiants 

collectées sur une trentaine de sites et la mortalité dans la région d’Ottawa, Canada. Des 

corrélations entre le PO GSH et le développement de cancer du poumon et la mortalité 

cardiométabolique ont été observés. Une autre étude rapporte une association positive 

entre le POGSH de PM2.5 et un biomarqueur de l’inflammation des voies respiratoires 

impliqué dans l’asthme infantile (fraction expirée d’oxyde nitrique) (Maikawa et al., 

2016). Cependant, le caractère prédictif du POGSH est discutable puisque d’autres auteurs 

n’ont pas retrouvé d’association avec des effets sanitaires (Strak et al., 2012). Concernant 
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les réponses cellulaires, il est retrouvé des associations entre les déplétions de l’AA et du 

GSH et la formation d’ERO intracellulaires (Crobeddu et al., 2017; He et al., 2018).  

3.4.2 Test du dithiothréitol (DTT) 

 

 Le dosage du DTT permet de mesurer la capacité des particules/composés rédox 

actifs adsorbés sur les PM à transférer des électrons du DTT à l’oxygène générant des 

radicaux superoxydes (Fang et al., 2015). Le DTT agit comme un substitut des agents 

réducteurs biologiques tels que le NADH ou le NADPH (Calas et al., 2018). La Figure	21 

présente le schéma réactionnel de l’oxydation du DTT. Dans un premier temps (Fig	21.a), 

le DTT est oxydé par des espèces actives rédox adsorbés sur les particules pour donner 

sa forme disulfure qui donne un électron à l'oxygène moléculaire dissous, formant O2
—. 

L’O2
— peut se transformer en H2O2 et en O2. Le taux de DTT-disulfure formé est 

proportionnel à la concentration d’ERO dans l'échantillon, lorsque le DTT est ajouté en 

excès dans la réaction. Dans la deuxième étape (Fig	21.b), le DTT restant réagit avec du 

DTNB (acide 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoïque) pour générer du DTT-disulfure et du TNB 

(2-nitro-5-thiobenzoïque) qui est l’espèce «colorée» mesurée par spectrophotométrie.  

	

 

Figure	21. Oxydation du dithiothréitol (DTT) par des espèces actives rédox dans les particules avec 
ensuite formation d’ERO. b. Réaction du DTT avec l'acide 5,5’ dithiobis(2-nitrobenzoïque) (DTNB). D’après 

(Visentin et al., 2016)  

DTT 

en excès 

DTT 

restant 

DTNB 
TNB 
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Cette méthode consiste généralement à mesurer la consommation du DTT en fonction du 

temps mais elle peut être réalisée en point final après un temps donné. Le taux de 

consommation du DTT est proportionnel à la concentration d'espèces redox-actives 

formées dans l'échantillon de particules.  

 

 La sensibilité de cette méthode a été étudiée par Charrier & Anastasio, 2012, en 

testant différents composés redox actifs généralement présents sur des PM2.5 d’origines 

urbaines et rurales. Les résultats de cette étude montrent que le DTT est particulièrement 

sensible aux métaux de transition, notamment le Cu et le Mg mais aussi à d’autres métaux 

tels que le Co, le V, le Ni et le Pb. Le Fe oxyde faiblement le DTT mais ses concentrations 

dans les particules sont souvent très élevées, suggérant une forte contribution à sa 

déplétion. Concernant les composés organiques, les quinones sont bien plus réactives que 

les métaux, notamment la phénanthrènequinone, la 1,2 naphtoquinone et la 1,4-

naphtoquinone. Il semblerait que les HAP ne soient pas des composés redox actifs. Enfin, 

selon cette étude, les métaux étant généralement en plus fortes concentrations dans les 

PM2.5, ils contribueraient à 80% de la déplétion du DTT alors que les quinones 

compteraient pour 20%. La sensibilité du test DTT pour les métaux et les quinones est 

largement décrite dans la littérature (Calas et al., 2018; A. K. Cho et al., 2005; Crobeddu et 

al., 2017; Fang et al., 2016; Gao et al., 2020; Moufarrej et al., 2020; Verma et al., 2015). 

 

 La détermination du PO mesuré par le test du DTT (PO DTT) semble être prédictive 

d’effets sur la santé ou de réponses cellulaires. Par exemple, le PO DTT est retrouvé 

positivement associé à une augmentation des visites aux urgences pour de l’asthme et de 

l’insuffisance cardiaque (Bates et al., 2015; Fang et al., 2016), à une augmentation de 

l’incidence et de la prévalence de symptômes asthmatiques et de rhinites chez des enfants 

suivis depuis la naissance jusqu’à leurs 14 ans (Yang et al., 2016). On retrouve également 

une association positive avec le développement d’une inflammation des voies 

respiratoires chez des jeunes sujets asthmatiques (Delfino et al., 2013; Janssen et al., 

2015).  

 De même, des études de toxicité in vitro montrent que le PO DTT de particules 

atmosphériques semble être un bon outil prédictif de cytotoxicité (Steenhof et al., 2011), 

de formation d’ERO (Crobeddu et al., 2017; Delfino et al., 2013) et de l’induction de 

l’expression de gènes, tels que le TNF-α (Karavalakis et al., 2017; Q. Liu et al., 2014) ou 
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HO-1 (Crobeddu et al., 2017; Karavalakis et al., 2017). L’équipe de Crobeddu et al., 2017 

montre également une corrélation entre la déplétion du DTT et l’augmentation de 

l’expression des gènes IL-6, SOD-1 et CYP1A1. 

 

3.4.3  Autres méthodes de mesures du PO  

 

 Deux autres techniques sont très répandues pour mesurer le PO des particules et 

plus particulièrement la formation de radicaux libres. La RPE permet de mesurer la 

production de HO par piégeage avec le 5,5-dimethyl-pyroline-N-oxyde (Shi et al., 2003). 

La mesure du PO par RPE apparaît sensible aux métaux (Gao et al., 2020), notamment le 

Cu et le Fe, le Ba, le Mn, le Ni, le V (Janssen et al., 2014; Künzli et al., 2006). Cette méthode 

ne semble pas avoir ou uniquement de faibles associations avec des réponses biologiques 

et des effets sanitaires (Øvrevik, 2019). 

 

 Des méthodes de fluorimétrie utilisant la sonde 2’-,7’-dichloro-

dihydrofluorescéine (DCFH) permet également de mesurer le PO des particules. Cette 

méthode peut détecter de nombreux radicaux libres (NO2, HO, ONOO—, H2O2 etc...) 

(Øvrevik, 2019) qui vont oxyder la sonde en un composé fluorescent la 

dichlorofluoroscéine (DCF). Danielsen et al., 2011  rapporte que le PO de particules issues 

de la combustion du bois et les effets in vitro observés sur des cellules A549, tels que la 

production de ERO intracellulaires et la modulation de l’expression de divers gènes de 

l’inflammation ne sont pas corrélés. Une autre étude montre un manque de corrélation de 

cette méthode avec des effets cellulaires. Seule une faible corrélation (0,499) entre cette 

méthode de mesure du PO de PM2.5 et une augmentation de l’expression du CYP1A1 est 

rapporté (Crobeddu et al., 2017). 

 

 Bien qu’il existe un grand nombre d’études aux résultats contrastés sur l’apport de 

la mesure du PO de particules comme outil prédicitf de leur toxicité, les tests de déplétion 

du DTT et en antioxydants (AA et GSH) semblent être les plus pertinents et les plus 

simples à utiliser. Ces deux méthodes permettent d’apporter des informations 

complémentaires sur le mécanisme d’action des particules ainsi que des informations sur 

les composés chimiques pouvant être impliqués dans leur toxicité. 
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 Les fumigènes s’inscrivent dans le cadre des activités pyrotechniques et induisent 

de nombreuses atteintes pulmonaires à des degrés de sévérités différentes. Les fumigènes 

sont largement utilisés dans le domaine militaire, pour la signalisation et le camouflage et 

dans une moindre mesure par les civils. Ces différentes utilisations sont liées en grande 

partie aux propriétés physico-chimiques des particules en suspension dans l’air qui 

caractérisent le nuage de fumée de chaque type de fumigène. Très peu d’études se sont 

intéressées à la toxicité par inhalation de la fraction particulaire des fumigènes 

contrairement aux particules de l’air ambiant qui sont connues pour être impliquées dans 

le développement de pathologies respiratoires. A ce manque de connaissance s’ajoute le 

fait que les compositions peuvent être très variables d’un fabricant à l’autre et que 

l’évaluation de la toxicité in vivo demeure contraignante et éthiquement discutable. Ainsi, 

l’objectif	général	de	ma	thèse	a	été	d’évaluer	la	toxicité	respiratoire	de	particules	

issues	de	la	combustion	de	fumigènes	par	des	approches	in vitro.  

 

Pour répondre à cet objectif, nous avons étudié la fraction particulaire d’un fumigène 

de signalisation de couleur rouge (RSS), d’un fumigène anti-intrusion (AIS) et d’un 

fumigène de camouflage à base d’hexachloroéthane (HC-OS), principalement utilisés dans 

un cadre militaire. De nombreuses études portant sur la toxicité des particules ambiantes, 

telles que les particules liées aux trafic routier, aux activités industrielles ou encore aux 

processus de combustion ont mis en évidence un mécanisme de toxicité ubiquiste, le 

stress oxydant. Trois axes de travail ont été définis :  

• Évaluation de la toxicité des particules réalisée par la mesure de leur potentiel oxydant 

(PO), à l’aide de deux méthodes acellulaires différentes : la déplétion en antioxydants et le 

test du DTT 

• Évaluation de la toxicité aiguë des particules par une approche in vitro impliquant 

l’utilisation de modèles de cellules primaires épithéliales trachéo-bronchiques (NHBE) et 

bronchiolaires (SAEC) cultivés à l’interface air liquide (IAL), représentatifs de l’épithélium 

respiratoire 

• Étude de la toxicité des particules après des expositions répétées sur un modèle 

d’épithélium pseudo-stratifié mucociliaire (NHBE). 

La stratégie expérimentale est résumée dans la Figure	22. 
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Figure	22 : Stratégie expériementale 
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1. Article	1		

Oxidative potential and in vitro toxicity of particles 

generated by pyrotechnic smokes in human small airway 

epithelial cells 

Violaine Martin de Lagarde, Tiphaine Rogez-Florent, Fabrice Cazier, Dorothée Dewaele, 

Francine Cazier-Dennin, Alexane Ollivier, Marion Janona, Sophie Achard, Véronique 

André, Christelle Monteil, Cécile Corbière 

 

1.1 Résumé	graphique		
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1.1 Contexte	

 
 Les fumigènes s’inscrivent dans le cadre des activités pyrotechniques et sont 

largement utilisés dans le domaine militaire, pour la signalisation et le camouflage et dans 

une moindre mesure par les civils. Hormis les risques d’explosion et d’incendie, la 

combustion de fumigènes conduit à l’inhalation de particules en suspension aux 

propriétés physico-chimiques complexes. Les risques sanitaires liés à leur exposition sont 

très peu documentés alors que la toxicité des particules issues de la pollution urbaine sur 

la cible respiratoire est très bien connue. 

 
1.2 Objectifs		

 
 Cette étude a eu pour objectifs de caractériser les propriétés physico-chimiques de 

la fraction particulaire de différents fumigènes, d’évaluer leur potentiel oxydant et 

d’explorer leur toxicité in vitro. Les particules ont été récoltées après combustion d’un 

fumigène de signalisation de couleur rouge (RSS), d’un fumigène anti-intrusion (AIS) et 

d’un fumigène de camouflage à base d’hexachloroéthane (HC-OS). Le modèle de cellules 

épithéliales bronchiolaires SAEC cultivé à l’interface air-liquide (IAL) a été choisi pour 

cette étude. 

 

1.3 Principaux	résultats		

 
 La caractérisation physico-chimique des particules révèle que la majorité des 

particules ont un diamètre inférieur à 400 nm, indiquant qu’elles peuvent pénétrer 

profondément dans l’appareil respiratoire et atteindre des régions distales. Les particules 

RSS présentent la fraction organique la plus élevée (quinones et hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP) tels que des dérivés du naphtalène et de l’anthracène) 

des trois échantillons caractérisés et sont également riches en métaux (K (7,6 mg/g), Sb 

(3.4 mg/g), S et Ba (0,1 -1 mg/g)). Les particules AIS contenaient principalement du K (3,0 

mg/g), Al, Na (0,1 -1 mg/g) et des composés organiques appartenant à la famille des 

triterpénoïdes. Les particules de HC-OS sont principalement métalliques avec des 

concentrations très élevées en Al (105,9 mg/g), Fe (12,1 mg/g), Ca (9,6 mg/g), K (1,8 

mg/g) et Zn, Sn, Mg, S (0,1 -1 mg/g). 
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 Le stress oxydant est le principal mécanisme de toxicité induit par les particules à 

l’origine du développement de pathologies respiratoires. Ainsi, de nombreuses études ont 

mesuré le potentiel oxydant (PO) de particules dans l’objectif de l’utiliser comme un outil 

prédictif d’effets sur la santé et de réponses cellulaires aux particules. Le PO est défini 

comme la capacité des particules ou des composés liés aux particules à générer des ERO, 

ou d’oxyder des substrats cibles tels que des antioxydants, mesurables dans des 

conditions acellulaires (Caumo et al., 2022; Øvrevik, 2019). Le PO des particules de 

fumigènes a été mesuré à l’aide de deux méthodes différentes en utilisant trois 

concentrations (70 ; 140 et 280 µg/ml) : la déplétion en antioxydants (acide ascorbique 

(AA) et glutathion (GSH)) dans un fluide respiratoire synthétique et le test du dithiotréitol 

(DTT). Les résultats de la déplétion en antioxydants ont montré que les particules ont 

oxydé uniquement à l’AA, avec une plus grande proportion des particules HC-OS à 

dépléter l’AA. La mesure du PO par le test du DTT a montré que les particules RSS étaient 

les plus oxydantes alors que les particules AIS et HC-OS avaient des valeurs de PO 

similaires et inférieures à celles des particules RSS. Toutes les concentrations de 

particules ont induit une déplétion du DTT. 

 

 La toxicité in vitro a été évaluée par exposition des SAEC pendant 24h à diverses 

concentrations de particules (12,5 ; 25 et 50 µg/cm2 correspondant à 70 ; 140 et 280 

µg/ml). La viabilité cellulaire, mesurée par le test du MTT, n'a pas été affectée mais toutes 

les particules ont induit une réponse antioxydante avec des modifications significatives 

de l'expression des ARNm antioxydants (SOD-1 et -2, catalase, HO-1, NQO-1). Ces 

modifications varient en fonction de la concentration et du type de particule. Les 

particules RSS semblent induire une plus grande réponse oxydante au vu des ratios 

d’expressions nettement supérieures aux autres particules. L’expression génique et la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ont été analysées (IL-6, IL-8, TNF-α). Il en 

ressort que les particules HC-OS ont induit une réponse inflammatoire plus importante 

que les autres particules, marquée par des augmentations de l’expression des trois 

marqueurs étudiés à toutes les concentrations, avec des ratios d’expressions importants 

pour l’IL-8 ainsi que de la sécrétion de l’IL-6 et l’IL-8. Ainsi, les particules HC-OS riches en 

métaux ont induit une déplétion de l’AA et une plus grande réponse inflammatoire alors 

que les particules RSS riches en composés organiques ont induit une plus grande réponse 

antioxydante probablement en lien avec leur plus forte capacité à dépléter le DTT. 
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1.4 Conclusion		

 
 En conclusion, les particules des trois types de fumigènes possèdent un potentiel 

oxydant montré par deux méthodes complémentaires.  Les particules ont induit des 

réponses antioxydantes et inflammatoires avec une réponse cellulaire spécifique aux 

types de particules et suggérant une réponse adaptative puisqu’aucune cytotoxicité n’a 

été observée. Cette étude a permis d’améliorer les connaissances sur les propriétés 

physico-chimiques des particules de fumigènes et leur toxicité cellulaire. L'approche 

scientifique développée ici pourrait être utilisée pour étudier d'autres types de particules 

d’origine pyrotechnique. 
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A B S T R A C T   

Pyrotechnic smokes are widely used in civilian and military applications. The major issue arise from the release 
of particles after smoke combustion but the health risks related to their exposure are poorly documented whereas 
toxicity of airborne particles on the respiratory target are very well known. Therefore, this study aimed to explore 
the in vitro toxicity of the particle fraction of different pyrotechnic smokes. 

Particles from a red signalling smoke (RSS), an hexachloroethane-based obscuring smoke (HC-OS) and an anti- 
intrusion smoke (AIS) were collected from the cloud. RSS particles displayed the highest organic fraction (qui-
nones and polycyclic aromatic hydrocarbons) of the three samples characterized. AIS particles contained K and 
cholesterol derivatives. HC-OS particles were mainly metallic with very high concentrations of Al, Fe and Ca. 
Intrinsic oxidative potential of smoke particles was measured with two assays. Depletions of DTT by RSS particles 
was greater than depletion obtained with AIS and HC-OS particles but depletion of acid ascorbic (AA) was only 
observed with HC-OS particles. In vitro toxicity was assessed by exposing human small airway epithelial cells 
(SAEC) to various concentrations of particles. After 24 h of exposure, cell viability was not affected but signif-
icant modifications of mRNA expression of antioxidant (SOD-1 and -2, catalase, HO-1, NQO-1) and inflammatory 
markers (IL-6, IL-8, TNF-α) were observed and were dependent on smoke type. Particles rich in metal, such as 
HC-OS, induced a greatest depletion of AA and a greatest inflammatory response, whereas particles rich in 
organic compounds, such as RSS, induced a greatest DTT depletion and a greatest antioxidant response. 

In conclusion, the three smoke particles have an intrinsic oxidative potential and triggered a cell adaptive 
response. Our study improved the knowledge of particle toxicity of pyrotechnic smokes and scientific approach 
developed here could be used to study other type of particles.   

1. Introduction 

Pyrotechnic smokes have been systematically used since World War I 
and still remain effective on the modern battlefield. They are used for 
military exercises and operations to reduce the enemy visibility or 
obscure objects, or for signalling and marking positions. Law enforce-
ment officers also use them for security and protection. In addition, civil 
population during festive, social, cultural, political or sports events can 

use pyrotechnic smokes. 
Many types of pyrotechnic smokes with various initial compositions 

exist but few data about the toxicity of the emitted products after py-
rotechnic reactions are available. At the end of the 1990s, the first re-
ports of smokes toxicity were published by the US National Research 
Council (National Research Council (US) Subcommittee on Military 
Smokes and Obscurants, 1997; 1999a; 1999b) to establish exposure 
guideline levels for both military in training and public residing or 
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working near military-training facilities. These reports showed that 
smokes from different pyrotechnic smokes (hexachloroethane, red 
phosphorus, white phosphorus, metallic and colored smokes) caused 
various pulmonary damages (irritation, respiratory distress, dyspnoea, 
coughing, oedema, inflammation) after acute exposure and can lead to 
death if exposure occurs in confined spaces. However, it was highlighted 
a lack of data and thus, the necessity to develop new knowledge to better 
understand the potential toxicity of pyrotechnic smokes. Most studies on 
the toxicity of pyrotechnic smokes were carried out on animal models. 
However, for ethical reasons considering animal welfare, their use is 
questionable (3Rs principle: Replacement, Reduction, and Refinement; 
(Tannenbaum and Bennett, 2015)). Thus, the evaluation of the health 
impact of pyrotechnic smokes is a challenge requiring new experimental 
approaches close to human physiological conditions, as the use of pri-
mary cells cultivated at the air-liquid interface (ALI) (Hawley et al., 
2014; Juarez Facio et al., 2022b; Lan et al., 2021). In order to under-
stand smokes toxicity on the respiratory airways, very few in vitro 
studies have been carried out, by exposing pulmonary cell lines to total 
aerosol after smoke combustion (Hemmilä et al., 2007a; Hemmilä et al., 
2007b; Hemmilä et al., 2010; van Hulst et al., 2017). Depending on the 
smoke’s type, a moderate to strong reduction in cell viability was 
observed. In addition, strong genotoxicity was shown with orange 
smoke compared to red, yellow or purple ones. 

Combustion of pyrotechnic smokes generate large amounts of par-
ticles giving to the smokes their characteristics, i.e. colored for a sig-
nalling smoke (Hemmilä et al., 2010), or with excellent hiding capacity 
dependent of the particle size of the aerosol for obscuring smokes 
(Hemmilä et al., 2007a; Koch, 2008). To our knowledge, no study was 
carried out to explore smoke particle toxicity whereas relationship be-
tween airborne particles exposure and health, related to 
cardio-pulmonary diseases, has been well-documented (Chiu and Yang, 
2013; Habre et al., 2014; Madrigano et al., 2013; Nachman and Parker, 
2012; Smith et al., 2020). Experimental studies have shown that smaller 
particles induce stronger effects than larger particles, due to their larger 
surface area to mass ratio (Oberdörster et al., 2005), but there is a need 
to consider their chemical compositions. 

One of the most studied toxic mechanisms of particles is related to 
their ability to generate an oxidative stress by production of reactive 
oxygen species (ROS), when the cell’s antioxidant defences are saturated 
(Janssen et al., 2014). High levels of ROS can then trigger various 
redox-sensitive signalling cascades associated with airway inflammation 
(Betts et al., 2013). Compounds adsorbed on particle surface, such as 
organic compounds or metals, are responsible for oxidative stress (Chen 
et al., 2021; Williams et al., 2017). ROS could be formed upon direct 
contact with lung lining fluid and epithelial cells (Øvrevik et al., 2015) 
but could also come from in vivo biotransformation of particle 
components. 

The development of predictive tools of toxicity reflecting the 
oxidative potential (OP) of particles to characterize air pollution expo-
sure have been arising (Künzli et al., 2006). The OP of particles is 
defined by their ability to produce ROS and/or oxidize target substrate. 
Different acellular methods are used but the dithiothreitol (DTT) and the 
antioxidant (AO) depletion assays appeared to be the most relevant as-
says and have demonstrated interesting complementary results (Ayres 
et al., 2008; Bates et al., 2019; Crobeddu et al., 2017). Thus, the tests 
developed for airborne particle toxicity would be very suitable for 
studying the toxicity of particles from pyrotechnic smokes. 

This study was carried out in order to investigate the particle toxicity 
produced by three different types of smoke by combining acellular and 
cellular in vitro tests, as well as a physicochemical characterization. For 
this purpose, two military smokes were used, a red signalling smoke 
(RSS), an obscuring hexachloroethane-based smoke (HC-OS) and an 
anti-intrusion smoke (AIS) for civil uses. Firstly, smoke particles were 
collected directly from the cloud, and were characterized physico- 
chemically. In order to apply the 3Rs ethical principle, particle 
toxicity was assessed using both primary small airway epithelial cells 

(SAEC) cultivated at Air-Liquid Interface (ALI) and acellular assays in 
order to measure the intrinsic OP of particles. The biological activity was 
evaluated by cell viability, antioxidant and pro-inflammatory responses 
24 h post exposure. 

2. Materials and methods 

2.1. Chemicals and materials 

Unless otherwise specified, chemicals were purchased from Sigma- 
Aldrich, St Louis, MO, USA. 

2.2. Smoke description and PM sampling 

Three smoke formulations were used: a Red Signaling Smoke (RSS) 
used in military field and composed of potassium chlorate, lactose and 
red organic dye; an HexaChloroethane based Obscuring Smoke (HC-OS) 
used in military field and composed of hexachloroethane, aluminum 
oxide, iron oxide and calcium carbonate; an Anti-Intrusion Smoke (AIS) 
used in by civil population and composed of Potassium chlorate, lactose 
and organic acids. 

Particles collecting from pyrotechnic smoke assays were performed 
in DGA Land Systems Technical Center. Particles from smokes were 
collected with cascade impactors placed at 1.5 m high (Staplex – Model 
Sierra 235) connected to a high volume pump (80 m3/h) close to the 
smoke source (1–2 m) and during all the smoke emitting phase (10–20 
min). Cascade impactors were equipped with five impaction stages 
(collecting respectively particles of 7.2 – 3.0 – 1.5 – 0.95 – 0.49 µm) 
completed by a quartz back-up filter allowing impaction of particles <
0.49 µm. The impactor’s sampling was placed to dry under a laminar 
flow bench for 24 h before particle collection by scrapping, stage by 
stage. Then, particles were weighed and collected in sterile vials and 
stored at 4 ◦C. Particles were pooled and suspended in sterile ultra-pure 
water for toxicological assays (1 mg/mL). Particle suspensions were 
placed on sterilized vials and sonicated by the Cup-Horn method (Betts 
et al., 2013) in order to avoid biological and chemical contaminations. 
They were stored at − 20 ◦C until use. 

2.3. Physico-chemical characterization 

Simultaneously to particle sampling by impaction, particle concen-
tration (particles/cm3) and size distribution of aerosols were determined 
in real time conditions with two analysers: an optical particle sizer (OPS 
3330, TSI Instrument) for aerosols between 0.3 µm and 10 µm (divided 
into 16 size classes) and a scanning mobility particle sizer (SMPS 3910, 
TSI instrument) for aerosols between 10 nm and 400 nm (divided into 13 
size classes). The particles collected on the impaction stages and the 
back-up filter were characterized by Elementary analysis (C, H, N, S) 
(GC-TCD Flash 2000, Thermo instruments), ionic chromatography (ICS 
5000, Thermo instruments) for anion species (Cl- and NO3- ) and cation 
species (K+ and NH4+), gas chromatography coupled to mass spectrom-
etry (GC CP 3800/MS 1200MS, Varian) for organic compounds 
including polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) derivatives. Induc-
tively coupled plasma equipped with an optical emission spectroscopic 
detector (ICP-OES 6300 DUO, Thermo Instruments) was used to analyse 
total and water soluble metals (Al, As, B, Ba, Ca Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, 
Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Sn, Sr, Ti, V and Zn). Soxhlet extraction with 
dichloromethane was performed to extract the organic components. 
Soluble ions and metals were obtained by lixiviation of particles in ul-
trapure water during 20 min in an ultrasonic bath. A microwave 
digestion (Xpress, CEM) was performed with nitric acid to obtain the 
total metal fraction. 

2.4. Oxidative potential of smoke particles 

The two assays were optimized and validated with diesel exhaust 
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particles (DEP) collected from a Fiat motor (2004) and TiO2 nano-
particles (anatase 99%, Acros Organics, Belgique), used respectively as 
positive and negative control (Fig. A.1). 

2.4.1. Antioxidant depletion assay (AO) in a synthetic respiratory tract 
lining fluid (RTLF) 

Antioxidant depletion assay was based on the analysis of a synthetic 
respiratory tract lining fluid (RTLF) (Ayres et al., 2008). RTLF described 
by Zielinski et al. (1999) is composed by ascorbic acid (AA, 200 µM) and 
glutathione (GSH, 200 µM), concentrations usually present in RTLF from 
normal and non-smoking subject. Antioxidant solutions were prepared 
in 0.9% NaCl at pH 7.4 to reflect normal human airway secretions. 
Particles were incubated for 4 h at 37 ◦C in RTLF. Concentrations used 
for these assays, 70–280 µg/mL, corresponding to concentrations used 
for exposure, 12.5 µg/cm2 to 50 µg/cm2. After incubation, samples were 
centrifuged for 5 min at 12,000g at 4 ◦C to remove particles. The su-
pernatants were then filtered using Nylon 0.45 µM syringe filters (Cloup, 
France). The final concentrations of AA, GSH and GSSG were quantified 
by an Agilent High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) system 
1260 Infinity II equipped with DAD detector (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA). The chromatography was equipped with a 
Poroshell 120 EC-C18 (3 × 150 mm, 2.7 µm) with guard EC-C18 (3 mm) 
maintained at 25 ◦C. The injection volume was 1 µL. Potassium 
hydrogen phosphate (10 mM, pH 3) was used as mobile phase (100%), 
with 0.6 mL min-1 as flow rate. The UV data were collected at 220 nm. 
The method was validated in term of specificity, response function, 
precision and linearity according to the ICH Q2(R1) guidelines. The LOD 
and the LOQ were respectively equal to 0.12 μM and 0.4 μM for AA, 0.3 
μM and 0.9 μM for GSH and 0.24 μM and 0.8 μM for GSSG. The linearity 
was assessed by least squares regression and yielded good determination 
coefficients (R2 

= 0.9999, y = 7255.7x-4.7647 for AA, R2 
= 0.9998, y =

2935.7x-0.2493 for GSH and R2 
= 0.9996, y = 8884.9x-0.3844 for 

GSSG). The intra-day precision showed relative standard deviation (RSD 
%) lesser than 2%. The inter-day precision showed RSD% better than 
3%. Percentage of depletion was calculated as described by. 

: OP AA or OP GSH 
= 100 - (AA or GSH concentration in the sample / 

AA or GSH concentration in blank) x 100. GSSG production was calcu-
lated as: OP GSSG 

= 100 + (GSSG concentration in the sample / GSSG 
concentration in blank) × 100. 

2.4.2. Dithiothreitol assay (DTT assay) 
This assay was commonly used to assess the progressive oxidation of 

DTT by particles (Cho et al., 2005). This method measures the rate of 
loss of DTT upon incubation with particles. Under the assay conditions, 
the reaction is proportional to the concentration of the redox active 
species of the particles. Particles (70–280 µg/mL) were incubated with 
200 µM DTT in 0.10 M phosphate buffer (0.08 M Na2HPO4 and 0.02 M 
NaH2PO4, pH 7.4, Chelex-treated to eliminate certain effects of metals) 
in 96-well plate for 1 h at 37 ◦C. Then, plates were centrifuged for 15 min 
at 2100g and 4 ◦C. An equal volume of 2.5 mM of 5,5’-dithiobis 
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and supernatant was mixed and absor-
bance was measured at 412 nm (Safas Xenius, Monaco). Percentage of 
depletion was calculated as described by Crobeddu et al., 2017: OPDTT 

=

100 - (DTT concentration in the sample / DTT concentration in the 
blank) × 100. 

2.5. SAEC culture and particles treatment 

Human small airway epithelial cells (SAEC, Lonza, Basel, 
Switzerland), were firstly grown for 7 days in a T-75 cm2 flask with 
expansion medium supplemented with 0,1% (v/v) penicillin/strepto-
mycin (10 Units/mL; GIBCO, USA), and maintained at 37 ◦C in 95% 
humidified air with 5% CO2. Due to the unavailability of Small Airway 
Growth Medium™ and S-ALI™ Differentiation Media (Lonza) after 
2018, PneumaCult-Ex medium and PneumaCult™-ALI Differentiation 
medium (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada) were used for 

SAEC expansion phase and differentiation phase, respectively, for all the 
experiments. The medium was replaced every two days. Between 80% 
and 90% confluency, SAEC were trypsinized and seeded at 110,000 
cells/insert on transwells polyester permeable membrane cell culture 
inserts (12 mm diameter, pore size 0.4 µm, Costar, Corning®) pre-coated 
with a 30 μg/mL collagen solution (Rat Tail Collagen Type 1, Corning®) 
in PBS for 1 h at 37 ◦C. At confluence, cells were placed under air-liquid 
interface (ALI) condition by removing the apical medium and replacing 
the basal medium by PneumaCult-ALI medium. After 7 days of culture at 
ALI conditions, the exposures were performed by directly deposing 
particle suspensions of RSS, HC-OS and AIS (12.5; 25 and 50 µg/cm2) on 
apical side (200 µL) during 24 h at 37 ◦C in a humidified 5% CO2 at-
mosphere. As a reference control, cells were exposed to 200 µL PBS 
under the same conditions. 

2.6. Cell viability assay 

Cell viability was evaluated using the MTT assay measuring the 
mitochondrial dehydrogenase activity in viable cells. After exposure, 
basal medium was replaced by MTT reagent (5 mg/mL) diluted (1:10) in 
fresh PneumaCult-ALI medium. After 3 h of incubation at 37 ◦C, basal 
medium was discarded and formazan crystals were dissolved with a 
solution of SDS 10%/HCl 0.1 N overnight. MTT reduction was quanti-
fied by measuring the light absorbance at 570 nm (SAFAS Xenius, Safas, 
Monaco) using six replicates. Each test was repeated independently at 
least three times. Results are expressed as % viability = (Absorbance in 
the sample / Absorbance in the control PBS) × 100. 

2.7. mRNA expression measurements by quantitative real time RT-PCR 

After 24 h of exposure, cells were rinsed with PBS and total RNA 
were extracted with TRI-REAGENT® (Sigma-Aldrich, France) according 
to the manufacturer’s recommendations. After DNase treatment (Invi-
trogen, Life Technologies), RNA were quantified by Nanodrop 2000 
(Thermo Scientific) and integrity was analyzed with a Bioanalyseur 
2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). RNA Integrity Numbers 
of the samples were > 9. Reverse transcription (RT) of 1 µg of total RNA 
was performed using oligo (dT) primers with AffinityScript QPCR cDNA 
Synthesis Kit " (Agilent Technologies). Quantitative PCR was performed 
with Brilliant III Ultra-fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent 
Technologies) following manufacturer’s recommendations using a 
thermocycler (Stratagene Mx3005P Agilent Technologies). cDNA was 
amplified using specific primers (Table A.1) and melting curve analysis 
was performed to verify the amplification of a single product following 
these conditions: 3 min at 95 ◦C; 40 cycles of 10 s at 95 ◦C, 20 s at 60 ◦C; 
1 min at 95 ◦C; 30 s at 55 ◦C and 30 s at 95 ◦C. 

Standard curves were generated for each qPCR to calculate the ef-
ficiency of the amplification and only qPCR with an efficiency of 1.8–2.1 
were used for analysis. The cycle threshold (Ct) values were determined 
and normalized by the ddCt method with GAPDH as housekeeping gene 
(Livak and Schmittgen, 2001). Results are expressed by mean of 2-(ddCt) 

± SD of at least four independent experiments. 

2.8. Quantification of cytokines released by SAEC cells 

The basal cell culture media were collected directly after 24 h of 
exposure, centrifuged for 5 min at 13,000g and frozen at − 80 ◦C until 
use. Levels of IL-8, IL-6 and TNF-α released into the culture medium 
were measured using commercially enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) kits (Cohesion Biosciences, London, UK) according to the 
manufacturer’s instructions. The optical density of samples was 
measured at 450 nm with a microplate reader (SAFAS Xenius, Safas, 
Monaco). Cytokines concentrations were subsequently calculated from 
standard curves and expressed in pg/mL (mean ± SD of three inde-
pendent experiments). 
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2.9. Statistical analysis 

Results were obtained from at least three independent experiments. 
Statistical analyses were performed by a One-way Analysis Of Variance 
(ANOVA). Concerning data from cytotoxicity, gene expression and 
cytokine secretion, the differences between treatment and control 
groups (PBS group) were analyzed by a non-parametric Mann-Whitney 
test and data of oxidative potential of particles was analyzed with 
Dunnett’s test using GraphPadPrism v9 software. Values of p ≤ 0.05 are 
considered to be statistically significant. 

3. Results 

3.1. Physico-chemical characterization of RSS, HC-OS and AIS particles 

3.1.1. Particle size analysis 
Table 1 presents: 1) the average of the total amount of particles 

(particles/cm3) emitted during the peak of emission 2) the part of the 
main size of particles detected for each type of smoke. 

An example of particle number profile for HC-OS is given in Fig. A.2. 
If we compare the number of particles detected by both OPS and SMPS, 
it appears that most of the particles are below 400 nm. AIS is the smoke 
grenade that generates the largest amount of particles/cm3. The data of 
the particle counters are consistent with the samplings performed on the 
impactor’s stages: most of the particles are collected on the last stages of 
the impactors (0.95 = –0.49 µm) and on the back-up filters. 

3.1.2. Elemental analysis and metals 
The elemental analysis showed a high concentration of carbon 

(70.1% and 68.3%), hydrogen (5.5% and 9.4%) and nitrogen (8% and 
0.3%) respectively for RSS and AIS particles whereas sulphur was not 
detectable (< 0.5%). Particles from HC-OS are very poor in carbon 
(2.3%) compared to RSS and AIS particles, they contain 4.9% of 
hydrogen and there is no detectable concentration of nitrogen and 
sulphur. 

The metal analysis (Table 2) indicated that high levels of potassium 
were observed for all smoke particles. HC-OS particles were highly 
concentrated in metals since we measured very high levels of Al, Fe and 
Ca as well as moderate levels of Zn, Sn, Mg, S, Na and Cu. RSS particles 
contained very high levels of Sb as well as Ba and S. AIS particles were 
mainly composed of Al, Na, S and Sb. 

Concerning water-soluble metals in particle suspension (Table A.2), 
we noticed the presence of the same major metals than in the total 
fraction but not always in the same proportion. K and Na were the main 
water soluble metals (1–10 µg/mL) detected in RSS and AIS particle 
suspension in addition with Sb in RSS particles suspension and B in AIS 
particles suspension. Traces of Ca, Al, Mg, S, Ba, Fe, Pb, and Zn were also 
measured in RSS and AIS particle suspensions. For HC-OS particles, very 
high levels of Al (saturated), Ca, Fe, K and Sn (>10 µg/mL), Mg, Zn, Na, 
S (1–10 µg/mL) were measured and numerous other metals in the con-
centration range 0.1–1 µg/mL (B, Ba, Cr, Cu, Mn, P, Pb, Ti) were 

detected. 

3.1.3. Ions analysis 
The ionic chromatography analysis exhibited that RSS and AIS par-

ticles were highly concentrated in nitrates (NO3- : RSS, 19.5 mg/g; AIS, 
5.5 mg/g). Potassium was abundant in the three samples (K+: RSS, 11.4 
mg/g; AIS, 3.4 mg/g; HC-OS, 1.6 mg/g) as well as chlorides, which are 
extremely high in HC-OS sample (Cl-: RSS, 8.1 mg/g; AIS, 4.5 mg/g; HC- 
OS, 215.8 mg/g). 

3.1.4. Organic components detection 
The organic compounds detected in the smoke particles were quite 

different from one pyrotechnic smoke to another. Numerous organic 
molecules were detected in RSS and AIS. HC-OS particles that were poor 
in carbon contain fewer compounds, the main one being hexa-
chlorobenzene. Several chlorinated aromatic or polyaromatic com-
pounds (i.e. octachlorostyrene, octachloronaphtalene), methylated 
derivatives of PAH, alcanes and phthalates were also detected in HC-OS 
particles (Table 3). RSS particles contained a large set of aromatic 
molecules containing nitrogen (aromatic amines and nitriles), which is 
consistent with its elementary analysis (N, 8%) and also oxygenated 
aromatic molecules. These molecules are for example oxygenated or 
nitrogenous PAHs such as quinolines, naphtalene-naphtalenyloxy, 
naphtalenol, methyl-naphtalenol, amino-methyl-naphtalenol, methyl 
dibenzofurane, benzo(b) naphto(2,3-d) furan and/or isomers, hydrox-
ycarbazole, benz(cd) indol-2(1H) one and/or isomers, dimethyl phe-
nantroline, benz(a) or (c) acridine and isomers, benz(a) or (c) 
acridinone, methyl benz(a) flluorenone and/or isomers. RSS contains 
also diazenes, alcanes and quinones such as trimethyl-anthraquinone 
(Table 3). Compounds identified in AIS are mainly polycyclic com-
pounds such as cholesterol derivatives (mass: 218, 250, 273). Examples 
of molecular structures detected in the particles are presented in Table 3. 

In smoke particles suspension, no solubilization of organic com-
pounds in any smoke was observed suggesting that organic molecules 
remained adsorbed on the particulate fraction. 

3.2. Oxidative potential 

Antioxidant depletion assay (AO) was realized in a synthetic respi-
ratory tract lining fluid (RTLF). As shown in Fig. 1A, among all smoke 
particles, HC-OS particles were the most reactive sample by providing 
11%, 22% and 42% of ascorbic acid (AA) depletion at 70, 140 and 
280 µg/mL (or 12.5, 25 and 50 µg/cm2) respectively, depleting in a 
dose-dependent manner compared to the control. Smoke particles from 
RSS and AIS induced a low AA depletion, 3% (70 µg/mL) to 6% (280 µg/ 
mL) and 3% (140 µg/mL) to 5% (280 µg/mL), respectively. Smokes 
particles did not cause any depletion of GSH and any production of GSSG 

Table 1 
Real time number of particles emitted in the cloud.  

particles / cm3 RSS AIS HC-OS 
10–400 nm 

(SMPS 
data) 

total 
for all 
size 

250,000–860,000 450,000–1 200,000 430,000 

main 
sizes 

65,000–270,000 
(154 & 274 nm) 

131,000–269,000 
(154 nm) 
94,000–313,000 
(205 nm) 

130,000 
(205 nm) 

0,3–10 µm 
(OPS 
data) 

total 
for all 
size 

38,000 62,000 45,000 

main 
sizes 

5 000–12 000 (0.5 
& 1 µm) 

20,000 (0.3 µm) 11,500 
(0.3 µm)  

Table 2 
Total metals concentrations in RSS, AIS and HC-OS particles collected on 
impactor.  

Total metals 
concentrations (mg/ 
g) 

RSS AIS HC-OS 

> 1 K (7.6), Sb 
(3.4) 

K (3.0) Al (105.9), Fe (12.1), 
Ca (9.6), K (1.8) 

0.1–1 S (0.5), Ba 
(0.2) 

Al (0.6), Na 
(0.2), 
S (0.2) 

Zn (0.94), Sn (0.9), Mg 
(0.8), S (0.8) 
Na (0.1), Cu (0.1) 

0.01–0.1 Al (0.07), 
Zn (0.05), 
Na (0.03), 
Cr (0.02), 
P (0.02), 
Cu (0.01), 
Pb (0.01), 
Sn (0.01) 

Sb (0.08), Cu 
(0.08), Sn (0.03), 
Fe (0.02), 
P (0.02), Pb 
(0.01), 
Zn (0.01) 

Cr (0.09), Pb (0.09), Sb 
(0.04), Mn (0.03), P 
(0.03), Ba (0.02), 
Ni (0.02), Ti (0.02)  
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(Fig. A.3). 
Dithiothreitol assay (DTT) was dose dependently depleted by all 

smoke particles (Fig. 1B) but RSS seemed to be the most reactive sample. 
At 280 µg/mL, RSS particles showed a maximum depletion of 74% 
whereas AIS and HC-OS particles exhibited a lower but similar 
maximum of OP DTT around 44%. At lower doses, we noticed that 
depletion of HC-OS particles (22%, 70 µg/mL; 36%, 140 µg/mL) was 

significantly higher than depletion from AIS particles (11%, 70 µg/mL; 
25%, 140 µg/mL). 

3.3. Cell viability 

Small airway epithelial cells (SAEC) were exposed for 24 h to sus-
pended particles from RSS, AIS and HC-OS at 12.5, 25 and 50 µg/cm2. 
The results of cell viability assessed on SAEC cells using the MTT assay 
are shown in Fig. 2. None of the three types of smoke particles induced 
any decrease in cell viability whatever the concentration tested. 

Since particles had an intrinsic oxidative potential and despite the 
absence of a cytotoxic response after exposure, we chose to further 
characterize the cellular response by analyzing both antioxidant and 
inflammatory gene expression. 

3.4. Antioxidant response 

Fig. 3 presents the modulation of the mRNA expressions of super-
oxide dismutases-1 (SOD-1) and −2 (SOD-2), catalase, NADPH quinone 
oxydoreductase-1 (NQO-1) and heme oxygenase-1 (HO-1) after 24 h of 
exposure of SAEC to RSS (Fig. 3A), AIS (Fig. 3B) and HC-OS particle 
suspensions (Fig. 3C). For all concentrations, particles from RSS induced 
a significant increase of SOD-2, HO-1 and NQO-1 mRNA levels. At 50 µg/ 
cm2, expressions of HO-1 and NQO-1 were strongly increased by 14.4- 
fold and 10.0-fold respectively while SOD-2 expression was moder-
ately increased by 3.0-fold. Expressions of SOD-1 and catalase were not 
altered compared to the control. An exposure to AIS particles generated 
a significant increase of HO-1 and NQO-1 expressions at all tested con-
centrations (1.5-fold to 3.3-fold, HO-1; 2.5-fold to 7.4-fold, NQO-1) 
compared to PBS control. At the highest dose of exposure, a statistically 
significant but moderate increase expression of SOD-1 (1.3-fold) and 
SOD-2 (2.1-fold) expressions was observed while catalase expression 
was slightly reduced (0.64-fold). HC-OS particles exposure induced 
overexpression of NQO-1 at 25 µg/cm2 (2.3-fold) and 50 µg/cm2 (3.1- 
fold). For all concentrations, we noticed an increase of SOD-2 expression 
(2.5-fold to 3.4-fold) and a reduction of catalase expression (0.66–0.54- 
fold2). No effects on SOD-1 and HO-1 mRNA levels were observed. 

Table 3 
Type of organic compounds detected in RSS, AIS and HC-OS particles collected on impactor.  

RSS 

1-[ (E)− 2 (4-methoxyphenyl) diazenyl] -2- 
naphtol 

1,2,4-trimethylanthracene-9,10- 
dione 

4-anisidine Benzo [b] naphto [2,3-d] 
furan 

AIS 

Methyl 3-oxours-12-en-24-oate (3α)-Olean-12-en-3-yl acetate 
HC- 

OS 

Hexachlorobenzene Octachlorostyrene Phenanthrene, 1-methyl-7-(1-methyl 
ethyl) 

Acenaphthylene, octachloro  

Fig. 1. Percentage of AA depletion relatively to free-particles control after 4 h 
of incubation in RTLF with RSS, AIS and HC-OS particles (A). Percentage of DTT 
depletion relatively to free-particles control after 1 h of incubation with RSS, 
AIS and HC-OS particles (B). Data are expressed as mean value ± SD of at least 
three independent experiments carried out in triplicates. *p ≤ 0.05 (Dun-
nett’s test). 
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3.5. Inflammatory response 

The pro-inflammatory response was characterized by measuring 
mRNA expression changes (Fig. 4A) and secretion (Fig. 4B) of IL-6, IL-8 
and TNF-α cytokines 24 h after exposure to smoke particles from RSS, 
AIS and HC-OS. 

Concerning RSS and whatever the concentrations, IL-8 mRNA level 
was highly induced by 7.0-fold. IL-8 cytokine secretion was significantly 
increased only at the highest concentration reaching a maximum level of 
11,000 pg/mL. IL-6 mRNA level was significantly reduced by 0.6-fold at 
25 µg/cm2 and 50 µg/cm2. But, the cytokine secretion did not decrease 
significantly. We noticed a non-significant increase of TNF-α expression. 
In addition, we did not detect TNF-α secretion after any smoke particles 
exposure. AIS particles generated a significant increase of IL-8 expres-
sion (5.2-fold) at 50 µg/cm2 but a non-significant effect on the cytokine 
secretion compared with control. About IL-6 mRNA and cytokine 
secretion, no modification was observed. AIS particles caused a slight 
significant rise of TNF-α expression by 2-fold at all concentrations tested. 
Concerning HC-OS particles, they produced a strong inflammatory 
response in SAEC. Indeed, after 24 h of exposure, expressions of all cy-
tokines were significantly induced by all concentrations, especially IL-8 
(13.5 fold, 12.5 µg/cm2; 9.4 fold, 25 µg/cm2; 13.5 fold, 50 µg/cm2). The 
secretion of this cytokine was also significantly increased by 3-fold. A 
moderate but significant increase of IL-6 gene expression was noticed by 
2.0-fold but the cytokine secretion was only observed at the highest dose 
tested (2.0-fold) compared to control. Expression of TNF-α is signifi-
cantly increased by 3.4–4.0-fold but the increase in cytokine secretion 
could not be confirmed. 

4. Discussion 

While the evidence for the health adverse effects of atmospheric 
particles has been growing, there is very few data on the toxicity of 
particles generated by pyrotechnic smokes. Yet exposure to such smoke 
particles can occur in military, professional, festive, sporting and 
civilian fields. In order to fulfill this lack of knowledge, we intended to 
gain information on the physicochemical characterization, intrinsic 
oxidative properties (OP) and biological responses of human small 
airway epithelial cells (SAEC) after exposure to particles from two mil-
itary smokes (RSS and HC-OS) and one used by civilians (AIS). 

The physicochemical characterization shown that, for the three types 
of smokes, the most majority of the formed particles had a diameter 
lower than 400 nm leading to the capacity to penetrate deeply into the 
airways after inhalation and to reach small airway region (Geiser and 

Kreyling, 2010). This small diameter justified the relevant choice of 
SAEC model to study toxicity of the smoke particles. Other studies on 
particles from colored signaling smokes (red, orange, violet and yellow) 
exhibited larger sizes than us, smaller than 2.1 µm (vanHulst et al., 
2017) or 1 µm (Hemmilä et al., 2007b). To our knowledge, except 
analysis of particle size, chemical compositions of smoke particles have 
never been studied. The most noticeable findings are that each smoke 
exhibits a specific chemical signature. In RSS particles, we noticed high 
level of Sb, which could be related to the grenade propellant composi-
tion (Dalby et al., 2010) that may differ between smokes. RSS and AIS 
particles presented metal levels in accordance with other studies on 
combustion particles (Danielsen et al., 2011; Deng, Zhang et al., 2013; 
Visentin et al., 2016) whereas metals levels of HC-OS were exceptionally 
high (Al, Fe, Zn and Cu). Furthermore, RSS and AIS particles appeared to 
be more organic than HC-OS particles. Indeed, RSS particles contain a 
large set of aromatic molecules containing nitrogen and oxygenated 
aromatic molecules related to initial chemical compositions and espe-
cially to the red dye of the smoke, such as diazenes. AIS particles con-
tained mainly polycyclic compounds like cholesterol derivatives 
whereas HC-OS particles contained low amounts of chlorinated 
molecules. 

Oxidative stress triggering pro-inflammatory response is considered 
as the main mechanism of particle toxicity and oxidative potential (OP) 
of the smoke particles could be a relevant indicator to characterize this 
effect. The OP has the advantage to integrate the physicochemical 
properties of particles such as size, chemical composition and/or surface 
reactivity. Results showed that ascorbic acid (AA) was only depleted by 
HC-OS particles compared to RSS and AIS particles and no type of smoke 
particles affected glutathione depletion. Our results of OP AA were 
consistent to other studies showing that metals drived the AA response 
(Bates et al., 2019; Visentin et al., 2016; Yu et al., 2018) since HC-OS 
particles exhibited the highest OP AA value. Among metals composi-
tion of HC-OS particles, Al (Godri et al., 2011), total Fe (Godri et al., 
2010; Janssen et al., 2014) and soluble Fe (Koehler et al., 2014) as well 
as total Zn (Godri et al., 2011) have been reported to impact OP AA. OP 
DTT results demonstrated that DTT was higher depleted by RSS particles 
compared to HC-OS and AIS particles. About the DTT assay, numerous 
studies reported high sensitivity to metals, especially Cu, Mn, Co, Vi, Ni 
and Pb (Koehler et al., 2014) but also sensitivity to quinones (Calas et al., 
2018; Cho et al., 2005; Fang et al., 2016; Verma et al., 2015). However, 
usually typical ambient PM2.5 samples are richer in metals than in 
organic compounds, so it suggests that metals dominate the DTT 
response (Conte et al., 2017; Fang et al., 2016; Janssen et al., 2014). The 
singular response of RSS particles is probably related to the numerous 

Fig. 2. Cell viability results from the MTT assay. SAEC were exposed during 24 h to RSS, AIS and HC-OS particles to a range of concentrations (12.5; 25; 50 µg/cm2). 
The results are presented as percentage of cell viability compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD of at least three 
independent experiments carried out in replicates. 
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organic compounds and metals included in the particle composition. 
Indeed, some studies reported correlations between total PAH or some 
specific molecules such as anthracene, pyrene, benzo(a)anthracene, 
chrysene and indenopyrene with OP DTT (Calas et al., 2018; Crobeddu 
et al., 2017; Gao et al., 2020). According to literature and our results, it 
seems difficult to identify the specific components that drive the DDT 
assay. Thus, the difference in sensitivity of each OP to certain types of 
chemical components provide complementary information on the link 
between OP and particle composition. Our results point out the need to 
use several assays to assess the OP of particles, which is in accordance 
with several studies on OP (Conte et al., 2017; Fang et al., 2016; Janssen 

et al., 2014). 
In this study, for the first time the biological effects of smoke parti-

cles were evaluated on a human pulmonary model cultivated at ALI. The 
exposure of SAEC for 24 h to RSS, AIS and HC-OS particles did not in-
fluence cell viability. Several Finnish studies (Hemmilä et al., 2007a, 
2007b, 2010) were carried out by exposing bronchial cells (BEAS-2B) for 
5 min with a time recovery of 48 h to total aerosol of different types of 
colored smokes (red, orange, blue, green, violet, purple and yellow) and 
screening smokes (red phosphorus), an hexachloroethane (HC) based 
smoke used as a reference. These studies revealed that red signalling and 
HC smokes decreased cell viability to 16% and 37% respectively as 

Fig. 3. Antioxidant mRNA expression after 24 h of exposure to RSS (A), AIS (B) and HC-OS (C) particles (12.5, 25, 50 µg/cm2). SOD-1 and -2, superoxide dismutases- 
1 and -2; NQO-1, NADPH quinone oxydoreductase-1; HO-1, heme oxygenase-1. Data were expressed as mean value ± SD of at least three independent experiments 
carried out in replicates. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 (Mann-Whitney test) indicate significant differences to the control (PBS). 
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compared with unexposed cells. Furthermore, two types of red phos-
phorus were studied, one did not affect cell viability and the second one 
induced a decrease to 65% of viability. An another in vitro study eval-
uated the cytotoxic effects of three red smokes from different manu-
facturer on alveolar cells (A549 cells) cultivated at ALI (van Hulst et al., 
2017), only one generated a cytotoxic effect (>10%). Because we 
worked only on the particulate fraction of smokes, it was difficult to 
compare our results with these previous studies, which performed 
exposure to total aerosols, including gas phase. However, numerous 
studies on particles toxicity reported various cytotoxicity responses. 
Regarding SAEC model, an exposure of 1 h (Svensson et al., 2016) or 
24 h to metallic nanoparticle (Wu et al., 2020) or 24 h to surgical smoke 
(Sisler et al., 2018) reduced cell viability in SAEC while 48 h of exposure 
to diesel exhaust particles (DEP) did not induce any cytotoxicity (Zhang 
et al., 2019). Time of exposure and physicochemical characteristics of 
particles could explain the different biological responses. In addition, 
concentrations of particles used have to be considered. In works cited 
above, concentrations used are lowest than ours. However, concentra-
tions of PM2.5 used in the work of Lan et al., 2021 on SAEC cells are 
closed to those tested in our study and results on viability are very 

similar. Exposure of 24 h could be considered as a long time of exposure 
but it could represent a residual particles deposition in the lower res-
piratory tract (Geiser and Kreyling, 2010; Lan et al., 2021). Our results 
showed that smoke particles tested exhibit an intrinsic oxidative po-
tential at the lowest concentration tested without inducing any cyto-
toxicity after 24 h of exposure. However, it seems important to explore 
key events such as antioxidant and inflammation responses because 
these mechanisms could be the earliest steps in the hierarchical bio-
logical effect (Xiao et al., 2003) after exposure to smokes particles. 

Our results highlighted an induction of an antioxidant response by 
over expression of HO-1 mRNA after exposure to RSS and AIS particles as 
well as over expression of NQO-1 expression after exposures to the all 
types of smoke particles. These results are consistent with other studies 
that showed over expression of HO-1 and NQO-1 in pulmonary cells 
exposed to DEP, PM2.5 or ultrafine particles (Crobeddu et al., 2017; 
Deng, Rui et al., 2013; Frias et al., 2020; Juarez-Facio et al., 2022b). 
Organic components are able to cross the membrane barrier and activate 
Nrf2 pathway that regulates expression of HO-1 and NQO-1 (Hawley 
et al., 2014). The antioxidant response generated by RSS and AIS par-
ticles may be explained by their rich composition in PAH. Indeed, the 

Fig. 4. mRNA expressions (A) and cytokines secretion (B) of cytokines in PBS control and after 24 h of exposure to RSS, AIS and HC-OS particles (12.5, 25, 50 µg/ 
cm2). Data were expressed as mean value ± SD of at least three independent experiments carried out in replicates. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001 (Mann- 
Whitney test) indicate significant differences to the control (PBS). 
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phenantrene, naphtalene and quinones, that also composed RSS parti-
cles have been reported to induce expression of Nrf2 (Chowdhury et al., 
2018; Klein et al., 2017) and subsequently HO-1 expression (Li et al., 
2004). Compelling evidence showed that PM2.5 or DEP compromised 
antioxidant protective capacity by reducing expression of SOD-1 and 
SOD-2 (Cui et al., 2020; Seriani et al., 2016; Wang et al., 2019). These 
data are not in line with our findings since SOD-2 expression is over 
expressed by all smoke particles. However, it is well known that anti-
oxidant response is time-dependent (Deng, Zhang et al., 2013; Hawley 
et al., 2014), therefore studying the expression of genes in a 
time-dependent manner seems necessary. In addition, enzymatic activ-
ities of these antioxidant proteins might be realized to confirm efficient 
antioxidant response. Nevertheless, RSS particles seem to induce a 
stronger antioxidant response than AIS and HC-OS particles. That sug-
gests a potential link with its high capacity to deplete DTT. Indeed, 
significant correlations between the DTT assay and genes expression of 
antioxidants (HO-1 and SOD-2) were reported (Crobeddu et al., 2017; 
Karavalakis et al., 2017; Li et al., 2003). Overexpression of these anti-
oxidant genes could be interpreted as an adaptive response to oxidative 
stress induced by smokes particles (Ballweg et al., 2014; Cantin, 2010; 
Marchini et al., 2013). 

Smoke particles exposure has been shown to activate an antioxidant 
response in SAEC, which could be a consequence of ROS production. 
This key event could then trigger inflammation by increasing the syn-
thesis of pro-inflammatory cytokines. IL-8 expression was significantly 
induced by all smoke particles type whereas IL-6 expression was only 
induced by particles from HC-OS. Several studies using different cell 
models have demonstrated that different types of particles induced 
various cytokines expression and secretion, which is in line with our 
findings. Increased mRNA levels of IL-6, IL-8 or TNF-α is observed after 
DEP, PM2.5 or ultrafine particles exposures (Bengalli et al., 2019; 
Juarez-Facio et al., 2022b; Luo et al., 2021; Totlandsdal et al., 2010; 
Vattanasit et al., 2014). Expression of IL-6 and IL-8 could also be down 
regulated as it was previously reported with ultrafine particles exposure 
of BEAS-2B cells (Juarez Facio et al., 2022a). Comparing our results with 
in vitro studies using SAEC grown at ALI, the occurrence of PM2.5 
surrogates to over-secrete IL-6 but not IL-8 was recently reported (Lan 
et al., 2021). Moreover, it was shown that several metallic nanoparticles 
were able to induce different cytokines secretion (Svensson et al., 2016) 
and that printer-emitted-particles were able to produce IL-6 and IL-8 
(Sisler et al., 2018). Our results showed moderate secretion of cyto-
kines that seems to be in accordance with the activation of antioxidant 
responses suggesting an adaptive cell response (Cao et al., 2015; Fatt-
man et al., 2003; Marchini et al., 2013) Overall, HC-OS particles 
appeared to induce a stronger inflammatory response and they were the 
only particles able to oxidize AA. The high content of metals in HC-OS 
particles probably drive the inflammatory response. Indeed, Fe, Al and 
Mn levels have shown to be crucial for the pro-inflammatory effects on 
the respiratory system (Shao et al., 2018) as well as Cu, Ni and Zn, which 
are able to induce cytokines release in BEAS-2B cells (Van Den Heuvel 
et al., 2016). Our results indicated a link between OP and the inflam-
matory response. However, various studies reported that in vitro in-
flammatory reactions is not associated with any OP assay 
(Gerlofs-Nijland et al., 2013; He et al., 2018; Øvrevik, 2019). To what 
extent particle composition is responsible for OP and biological re-
sponses as well as the link between OP and biological markers needs to 
be further characterized. 

5. Conclusion 

In conclusion, to our knowledge this is the first study characterizing 
the physico-chemical properties of smoke particles, assessing their 
oxidative potential and studying the biological effects on a small airway 
cell model grown at ALI. This study highlighted the importance to 
consider differences in chemical composition of smoke particles, when 
evaluating OP and in vitro biological effects. The combination of two 

assays for OP assessment could provide complementary information on 
particle composition and relative contribution of chemical components 
on oxidative properties of smoke particles. Our results showed that 
particles triggered an adaptive antioxidant response leading to a mod-
erate pro-inflammatory response. Additionally, we observed that OP DTT 

and OP AA could be good indicators for in vitro antioxidant and in-
flammatory responses, respectively. Finally, our study pointed out the 
need to further investigations on smoke particle toxicity in order to 
establish exposure guidelines in the scope of professional recurrent ex-
posures. Scientific approach developed here could be used to study 
particles from other pyrotechnic activities such as domestic and com-
mercial fireworks or gun fires at shooting ranges. 
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2. Article 2  

Toxicity of acute and repeated exposures to particles from 

pyrotechnic smokes in normal human bronchial epithelial 

(NHBE) cells 3D culture  

 

Violaine Martin de Lagarde et al- in preparation 

 
2.1 Résumé graphique  

 

 

 

 

2.2 Contexte 

 Les fumigènes sont principalement utilisés dans un cadre militaire, pour le 

camouflage et la signalisation, lors d’opérations ou pendant les entraînements des soldats. 
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Les fumigènes de camouflage à base d’hexachloroéthane (HC) et les fumigènes colorés 

(rouge, orange, jaune, vert, bleu, violet) provoquent de nombreux effets pulmonaires, à 

des degrés de sévérité différents. Les fumigènes sont un mélange complexe de produits 

chimiques dont la combustion génère un aérosol, composé de gaz et de particules en 

suspension. Ces particules sont des particules fines voire ultrafines qui sont donc capables 

de se déposer profondément dans l’appareil respiratoire. Les mécanismes cellulaires liés 

à l’inhalation de ces particules sur la toxicité respiratoire de ces fumigènes ont été très 

peu étudiés. Dans notre précédente étude, nous avons montré que des particules de 

différents types de fumigènes possédaient un potentiel oxydant et étaient capables 

d'induire des réponses antioxydantes et inflammatoires sur un modèle de cellules 

épithéliales bronchiolaires (SAEC) cultivé à l’IAL.  

 
2.3 Objectifs  

Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur deux types de fumigène, un fumigène 

de signalisation de couleur rouge (RSS) et un fumigène de camouflage à base 

d’hexachloroéthane (HC-OS) permettant de générer deux types de particules 

caractérisées lors de la première étude. L’objectif ici a été d’explorer davantage les 

mécanismes cellulaires impliqués, après expositions aiguës (24h) ou répétées (4 

traitements de 16h/jour) et en particulier le stress oxydant et les changements 

morphologiques associés. Pour cela, nous avons choisi un modèle cellulaire trachéo-

bronchique (NHBE), présentant un phénotype proche de l’épithélium physiologique. Ce 

modèle permet en effet d’obtenir un épithélium pseudo-stratifié mucociliaire, adapté à 

l’étude des mécanismes d’action toxique et aux expositions répétées.  

 

2.4 Principaux résultats  

 Après exposition de 24h aux particules de fumigènes, aucun effet significatif sur la 

viabilité cellulaire (MTT, cycle cellulaire, production d’ATP). Une production rapide 

d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) est détectée après expositions d’1h et 4h aux 

particules RSS, production prolongée après 24h d’exposition. En réponse à cette 

production d’ERO, nous observons une forte réponse antioxydante caractérisée par une 

augmentation du glutathion total, de l’expression génique de SOD-1, SOD-2, HO-1 et NQO-

1 ainsi qu’une augmentation de l’expression protéique de NQO-1. De plus, 24h après la fin 

de l’exposition, les expressions de SOD-1, SOD-2 et NQO-1 sont toujours augmentées ainsi 
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que l’expression protéique de NQO-1. Une exposition de 24h aux particules HC-OS n’a 

n’induit qu’une faible réponse antioxydante, sans production d’ERO, se traduisant par une 

augmentation de l’ARNm de NQO-1 et d’une augmentation de la concentration en 

glutathion total.  

 Une augmentation du marqueur pro-inflammatoire IL-8 au niveau de son 

expression génique est observée pour les deux types de particules, plus prononcée pour 

les particules RSS qui augmentent l’expression de l’IL-8 à toutes les concentrations 

testées. Enfin, l’expression de l’IL-8 est toujours induite 24h après la fin de l’exposition 

aux particules RSS, ce qui indique des effets durables après l’exposition.  

 Une étude réalisée par microscopie électronique a par ailleurs permis de mettre 

en évidence une internalisation des particules et des changements morphologiques de 

l’épithélium tels qu’une perte de cils, 24h après la fin de l’exposition aiguë aux particules 

RSS.   

 Après des expositions répétées, les particules RSS ont montré une faible réactivité, 

marquée seulement par une augmentation de l’expression de NQO-1. Cependant, nous 

avons relevé une augmentation faible mais significative de la viabilité cellulaire, à la dose 

la plus forte, qui semble être en lien avec une augmentation de l’imperméabilité de 

l’épithélium ainsi qu’avec les changements morphologiques cubiques des cellules.  

 

2.5 Conclusion  

 En conclusion, les particules RSS ont induit après exposition aiguë un stress 

oxydant, caractérisé par une production d’ERO, une augmentation des défenses 

antioxydantes et de marqueurs inflammatoires. Cette réponse est maintenue 24h après la 

fin de l’exposition, probablement en lien avec l’internalisation des particules et les 

changements morphologiques de l’épithélium observés. Les particules HC-OS ont généré 

une réponse plutôt adaptative des cellules NHBE après exposition aiguë, marquée par une 

faible réponse antioxydante. Aucun stress oxydant n’a été mis en évidence après les 

expositions répétées aux particules RSS mais les changements morphologiques ont été 

persistants. Ce travail a permis de montrer que les cellules NHBE cultivées à l’IAL 

constituent un modèle pertinent pour évaluer la toxicité des particules. L’ensemble de ces 

résultats a permis de mieux appréhender les mécanismes de toxicité des particules de 

fumigène et les modifications morphologiques de l’épithélium respiratoire.  
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Abstract 

 Hexachloroethane (HC) based smokes and colored pyrotechnic smokes are widely used 

in the military field, as screening and signalling smokes, that are reported to cause pulmonary 

toxic effects in humans and in animal studies. Toxicity of pyrotechnic smokes might be caused 

by the inhalation of particles that composed the smoke and gives the desired pyrotechnic effect. 

In a previous study, we showed that smoke particles from a red signalling smoke (RSS) and 

from an HC obscuring smoke (HC-OS) have an intrinsic oxidative potential and induce an 

adaptive response in human small airway epithelial cells after an acute exposure. Thus, the aim 

of this study was to further explore the underlying mechanisms of toxicity, in particular 

oxidative stress response of RSS and HC-OS particles, by using a 3D model of normal human 

bronchial epithelial cells (NHBE) cultured at the air-liquid interface (ALI). Acute exposure 

(24h) to RSS particles induced an oxidative stress response characterized by ROS production, 

increases of glutathione level and SOD-1, SOD-2, Catalase, HO-1, NQO-1 and IL-8 mRNA, as 

well as NQO-1 protein expression. Acute exposure to HC-OS particles induced a weak 

antioxidant response, characterized by increases of glutathione level and NQO-1 mRNA. We 

noticed that 24h post exposure to RSS particles, antioxidant response was still induced. 

Additionally, 24h post exposure to RSS particles revealed internalization of particles and 

morphological changes in NHBE cells like loss of cilia and a more cubic epithelium. Because 

of the strong responses induced by acute exposure to RSS particles, we performed repeated 

exposures on cells. Surprisingly, repeated exposures did not induce oxidative stress while cubic 

changing aspects of NHBE cells were more obvious to observe. Thus, although further studies 

are needed to understand the mechanisms underlying these cubic changes, these results revealed 

differences in toxicity responses between the two types of particles, characterized by an RSS 

particles-induced oxidative stress as well as morphologic changes. Overall, this study provides 

a better overview of the toxic effects of pyrotechnic smoke particles whose toxic risks were 

very little studied. 

Keywords 

Pyrotechnic smoke particles, normal human bronchial epithelial cells, primary 3D culture, acute 

and repeated exposures, oxidative stress, internalization 

  

Abbreviations 

RSS: red signalling smoke; HC-OS: hexachloroethane-based obscuring smoke  
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1. Introduction 

 

 Pyrotechnics are defined by the area of technology that deals with the application of 

self-contained and self-sustained exothermic chemical reactions of solids to produce heat, light, 

sound, smoke, motion, combinations of these, and/or useful reaction products (Kosanke et al., 

2013). Pyrotechnics are very well kwnown in form of fireworks displays, a major source of 

entertainment on holidays and special events all over the world. A major application of 

pyrotechnics is the military field for the production of light, ignite devices used in the artillery 

and production of smokes for signaling and obscuring or screening, in operations or for the 

training of soldiers. Pyrotechnics smokes are a complex mixture of several compounds 

including an oxidizer, a reducing agent which is the fuel, and various other additives, generating 

an aerosol, composed of gas and particles in suspension, allowing the desired pyrotechnic effect 

(Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007). 

 The most commonly screening smoke used is one based with hexachloroethane (HC) 

and a metallic fuel, usually zinc (Zn) (Conkling & Morcella, 2018), generating a greyish-white 

smoke (ZnCl2) with excellent hiding capacity. Exposure to HC/Zn based smoke on soldiers is 

reported to cause mucosal irritation, coughing, sore throat, nausea, and vomiting, within the 

several hours to one day, followed by a second wave of respiratory inflammation (dyspnoea, 

cough, fever, and malaise) taking up to several weeks to abate (El Idrissi et al., 2017). Delayed 

inflammatory response may trigger by inhaled ZnCl2 particles (El Idrissi et al., 2017). In some 

cases, in confined spaces, exposure to ZnCl2 smoke can lead to death (Holmes, 1999; Macaulay 

& Mant, 1964; Pettilä et al., 2000). In vivo studies are in line with those symptoms observed in 

humans (National Research Council (U.S.), 1997b). For signaling purposes a diversity of 

colored smokes are used, composed of an organic dye generally from the anthraquinone family. 

Toxicity of exposure to colored smokes have never been reported in humans except for 

individual dyes that showed to cause skin irritation (National Research Council (U.S.), 1999). 

In vivo studies on aerosol generated by various colored smokes showed pulmonary irritations 

(salivation, dyspnea up to seven days after exposure) and damages like pulmonary necrosis, 

mucosa desquamation, alveolar oedema, chronic pneumoniae or pulmonary inflammation 

(National Research Council (U.S.), 1999). More recently, a report realized in rats of a red smoke 

composed of 1-isopropylamino-anthraquinone showed that repeated exposures caused 

hyperplasia of the nasal epithelium, sometimes accompanied by degeneration of the nasal 

mucosa (Crouse et al., 2017). After 4 weeks of rest, these nasal lesions had disappeared.  
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 The cellular mechanisms underlying the respiratory toxicity of colored and HC based 

smokes have been little studied (Hemmilä et al., 2010, 2013; Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 

2007a; Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007; van Hulst et al., 2013). HC-based smokes like 

HC/Zn or HC/Zn/2,4,6-trinitrotoluene (TNT) have been reported to strongly reduce cell 

viability and have genotoxic effects on BEAS-2B cells (Hemmilä et al., 2010; Hemmilä, 

Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a). Colored smoke is often composed of mixtures of dyes whose 

proportions may vary from one manufacturer to another. Depending on their chemical 

composition, colored smokes can have cytotoxic and genotoxic effects on BEAS-2B and A549 

cells (Hemmilä et al., 2013; Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007; van Hulst et al., 2013). 

However, the pathophysiological mechanisms of combustion products from pyrotechnic 

smokes inducing pulmonary toxicity remains unclear.  

 Beside the risks of explosion and the direct inhalation of gas, toxicity of pyrotechnic 

smokes can come from the inhalation of particles. Thus, occupationnal exposure toxcity of 

pyrotechnic smokes of military personnel have been rising concerns about the health risks 

associated with their use. Short term exposure is often indicated to cause irritation of the upper 

respiratory tract and also affects deeper airways, but there are still many uncertainties about the 

severity of these health effects, particularly after repeated exposures. It is well known that 

toxicity of air pollution particles have been linked to their small size allowing to reach distal 

lung region (Kwon et al., 2020; Terzano et al., 2010) and by their complex chemical 

composition of ions, metals, organic compounds and biological contaminants (Kelly & Fussell, 

2015; Steenhof et al., 2011). According to the smoke type, the particles emitted have various 

sizes, with an aerodynamic diameter < 5 µm (Karlsson et al., 1991), or < 2 µm (Hemmilä et al., 

2013; van Hulst et al., 2017), or < 1µm (Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007), or < 400 nm 

(Martin de Lagarde et al., 2022). Our previous study showed that smoke particles from a red 

signalling smoke (RSS) or an hexachloroethane-based obscuring smoke (HC-OS) are highly 

concentrated in ions (NO3
- K+, Cl-), in metal elements (Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, S, Sb, 

Sn, Zn,) and in organic components (quinones, chlorinated organic components and polycyclic 

aromatic hydrocarbures (PAH) like naphtalene derivatives) (Martin de Lagarde et al., 2022). 

The results from this study demonstrated that the both types of smoke particles have an intrinsic 

oxidative potential and were able to induce an antioxidant and inflammatory responses in 

primary Small Airway Epithelial Cells (SAEC) that was dependant of particle composition. 

Particles mediated antioxidant response associated with inflammation are well known 

mechanisms of oxidative stress that could lead to airway epithelium damages (Falcon-

Rodriguez et al., 2016; Sethi et al., 2019). 3D pulmonary cell models such as normal human 
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bronchial epithelial cells (NHBE) grown at air-liquid interface (ALI) appeared to be very 

relevant to study particle toxicity as well as internalization of particles and structural changes 

of the airwayepithelium (Aufderheide et al., 2015; Boublil et al., 2013; Ghio et al., 2013; Platel 

et al., 2020; Sotty et al., 2019).  

 Thus, the aim of this study was to explore the oxidative stress mediated by RSS and 

HC-OS particles, on a 3D model of NHBE cells that when grown at ALI exhibits a 

pseudostratified epithelium with a mucociliary function (Bérubé et al., 2010; Boublil et al., 

2013; Juarez-Facio et al., 2022; Rayner et al., 2019). Cytotoxicity, ROS production, antioxidant 

and inlammation markers were analysed. Moreover, we investigated the morphological changes 

of the airway epithelium and the fate of smoke particles.  

 

2. Material and methods 

 

2.1. Particle sampling 

 

 Particles from RSS and HC-OS were collected on cascade impactors and prepared for 

particles suspensions as previously described in (Martin de Lagarde et al., 2022).  

 

2.2. NHBE cell culture and particle treatments 

 

 Primary NHBE cells (ATCC, USA) were obtained from biopsy isolated from a healthy 

donor. Firstly, the cells were grown for 5 days in T-75cm2 flasks with 

Airway Epithelial Cell Basal Medium (ATCC, USA), supplemented with the Bronchial 

Epithelial Cell Growth Kit (ATCC, USA) and 0.1% (v/v) penicillin/streptomycin (10 Units/mL; 

GIBCO, USA). Between 70 and 80% confluency, NHBE celles were trypsinized and seeded at 

90 000 cells/insert on transwells polyester permeable membrane cell culture inserts (12 mm 

diameter, pore size 0.4 µm, Costar, Corning®) pre-coated with a 30 μg/mL collagen solution 

(Rat Tail Collagen Type 1,  Corning®) in PBS for 1 hour at 37°C. At confluence, cells were 

placed under Air-Liquid Interface (ALI) conditions by removing the apical medium and 

replacing the basal medium by PneumaCult-ALI Basal Medium (STEMCELL Technologies, 

Canada) supplemented with PneumaCult-ALI 10X Supplement, PneumaCult-ALI 

Maintenance supplement 100X (ATCC, USA) and hydrocortisone (2 µmol/L) (STEMCELL 

Technologies, Canada). ALI culture was maintained for 14 days, allowing progressive 
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differentiation of cells into ciliated, goblet and basal cell types within a pseudo-stratified 

epithelium (Juarez-Facio et al., 2022). The cells were maintained at 37 °C in 95% humidified 

air with 5% CO2 and the medium was changed every two days. Three days before expsoure, 

mucus production was removed by gentle rinsing with medium. 

 After 14 days of culture at ALI conditions, the exposures were performed by directly 

deposing particle suspensions of RSS and HC-OS (0.2 mL) on the apical side of cells at 37 °C 

in a humidified 5% CO2 atmosphere (Fig. 1). NHBE cells were exposed to smoke particles for 

1h, 4h or 24h (6.25, 12.5, 25 and 50 µg/cm2). At the end of exposure, before collection of the 

cells, a rinse with PBS of the epithelium surface was performed. To study reversibility of 

responses, an additional condition corresponding to an incubation of 24 hours post-exposure 

was carried out. A repeated exposure protocol was also performed with four successive particle 

treatments of 16h per day (3.125 and 12.5 µg/cm2). As reference control, cells were exposed to 

0.2 mL of PBS under the same conditions. Cells maintened in ALI conditions are also used as 

reference air control.   

 

2.3. Cell viability assay 

 

Cell viability was determined using the MTT assay 24h of exposure to particles and repeated 

exposures to RSS particles. Briefly, after exposure, 50 µl of MTT reagent (5 mg/mL) was added 

to basal medium and incubated for 3h at 37°C. After incubation, dimethyl sulfoxide (DMSO) 

was added on each transwell and mixed thoroughly. The optical density at 570 nm was 

measured with a microplate reader (SAFAS Xenius, Safas, Monaco). Each test was repeated 

independently at least three times. Results are expressed as % viability = (Absorbance in the 

sample / Absorbance in the control PBS) x 100. Data were expressed as mean value ± SD of at 

least three independent experiments. 

 

2.4. Cell cycle analysis by flow cytometry 

 

Cell cultures atfter 24h of exposure to particles and repeated exposures to RSS particles were 

dissociated with trypsin–EDTA, resuspended, fixed and permeabilized with ethanol (70%) for 

30 min at 4°C. Resulting samples were spun down and resuspended in 0.5 mL of FxCycle™ 

PI/RNase Staining Solution (Thermofisher, France) stain to each flow cytometry sample for 20 

min. Cells were then analysed by flow cytometry (Attune’s Next, Thermofisher, France) with 
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ten thousand events analysed per sample. Results are expressed as % of cells in each phases of 

cell cycle. 

 

2.5. ATP level 

 

 Extraction and measurement of ATP level, after 24h of exposure to particles and 

repeated exposures to RSS particles, by high performance liquid chromatography coupled with 

a diode array detector (HPLC-DAD, 1260 Infinity II, Agilent Technologies) were realized as 

préviously described in (Juarez-Facio et al., 2021). Results are expressed as ratio relative to the 

control. 

 

2.6. Detection of ROS production  

 

 Intracellular ROS generation was assessed using the fluorescent MitoSox Red 

Mitochondrial Superoxyde Indicator (Invitrogen, France) probe dissolved in dimethyl sulfoxide 

(DMSO) at 5 mM diluted to 10 µM in PBS. After 1h, 4h or 24h of exposure to particles, cells 

were washed and were incubated with the probe (0.2 mL per insert) for 10 min at 37°C. Cells 

were then washed twice with PBS and fluorescence was measured at 580 nm on a microplate 

reader Spark® (TECAN Trading AG, Switzerland). Results are expressed as ratio relative to the 

control. 

 

2.7. Total glutathione quantification  

 

 Total glutathione quantification was performed from supernatants obtained from ATP 

quantification, after 24h of exposure to particles and repeated exposures to RSS particles. 

Briefly, 20 μl of the sample, 20 µl of buffer (160 mM Na2H2PO4; 8 mM EDTA, pH 7.4), 200 

μl of buffer reagent and 40 μl of glutathione reductase (8.5 U/mL) were deposed in a 96 well 

plate. Absorbance was measured at 405 nm for 2 min and 40 s. The reagent buffer consisted of 

NADPH (0.4 mM), DTNB (1 mM) and methanol (10%) (VWR, France) in buffer. Glutathione 

concentrations were determined from a standard curve and normalized to protein content 

(Lowry assay). Results are expressed as ratio relative to the control. 
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2.8. mRNA expression measurements by quantitative real time RT-PCR 

 

 Total RNA was isolated from cells using TRI-REAGENT® (Sigma-Aldrich, France) 

according to the manufacturer’s instructions. The “AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit 

with OligodT” (Agilent Technologies) was used to reverse transcribe mRNA in each sample 

into cDNA, and quantitative real-time PCR (qPCR) was performed to determine the transcript 

levels of the target genes’ transcript with the “Brilliant III Ultra-fast SYBR Green QPCR Master 

Mix” (Agilent Technologies) using a thermocycler (Stratagene Mx3005P, Agilent 

Technologies). β2M was used as the internal reference gene and the relative expression of 

superoxyde dismutase -1 (SOD-1) and -2 (SOD-2), Catalase, heme oxygenase-1 (HO-1), 

NAD(P)H quinone dehydrogenase-1 (NQO-1) and interleukine-8 (IL-8) were calculated using 

the 2-ΔΔCt method (Livak and Schmittgen, 2001). mRNA markers were measured after 24h of 

exposure to particles, 24h post exposure to RSS particles and after repeated exposures to RSS 

particles. 

 

2.9. Western blot  

 

 Proteins were extracted after 24h of exposure to RSS particles and 24h post exposure. 

Extraction was performed with RIPA Lysis Buffer (Merck) diluted 1:10 in ultra pure sterile 

water supplemented with Phosphatase and Protease Inhibitor Cocktail 100X (Thermofisher 

Scientific, France) at 4°C. Protein quantification was made with the Bradford protein assay. 12 

µg of proteins per sample were separated in 10% TGX Stain-Free polyacrylamide gel (Bio-Rad 

Laboratories, France) using Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories) and 

transferred to nitrocellulose membranes (Amersham Protran 0.45 NC) using Trans-Blot® 

Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories). Primary antibodies against various proteins, 

Catalase (Novus Biologicals, California, USA), MnSOD (Aviva System Biology, 

Clinisciences, France), CuZnSOD (Cusabio, Clinisciences, France), NQO-1 (St John’s 

Laboratory, London, UK), HO-1 (BioVision, Clinisciences, France), β-actin (Sigma-Aldrich, 

Missouri, USA), were used after having been diluted, and their binding was detected using 

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) or Peroxidase AffiniPure Goat Anti-

Rabbit IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Europe, UK) followed by enhanced 

chemiluminescence reagents (Bio-Rad Laboratories). Antibodies against GAPDH (Cell 

Signalling Technology, Massachusetts, USA), as internal control, was also used. The results 



105 
 

were analyzed with a ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad Laboratories). Results are 

expressed as ratio relative to the control. 

 

2.10. Epithelium permeability 

 

 After 24h of exposure to particles and repeated exposure to RSS particles, fluorescein-

5-isothiocyanate (FITC)-dextran 70 kDa (Sigma-Aldrich) was applied to the apical side of cells 

and incubated for 2 hours at 37°C. After washing the cells, fluorescence was measured at 535 

nm on a microplate reader Spark® (TECAN Trading AG, Switzerland). Results are expressed 

as ratio relative to the control. 

 

2.11. EM sample preparation 

 

 Preparation to Electron Microscopy is based on an original EM combined approach 

involving SEM and TEM observations on a single prepared procedure and is described 

elsewhere in (Chevalier et al., 2022). Briefly, NHBE cells exposed to 24h to RSS particles (50 

µg/cm2) and 24h post exposure as well as repeated exposures to RSS particles (12.5 µg/cm2) 

were directly fixed on the Transwell®, 0.4 μm Pore Polyester Membrane Inserts in 2.5% 

Glutaraldehyde (EMS, USA) in 0.2 mol/L Hepes buffer pH 7.4 (VWR, USA). After several 

rinses in buffer, membrane inserts were removed from their support and cut in small pieces. 

Samples were post-fixed in 1% Osmium tetroxide (EMS, USA) for 1 hr at + 4 °C and rapidly 

rinsed again. Cells were then dehydrated using a graded series of ethanol and acetone before 

being impregnated with Epoxy Low Viscosity Resin (EMS, USA) under vacuum. The resin 

was polymerized at 60°C between 48 and 72 hr. For optical microscopy, 800 nm-thin sections 

were prepared by ultramicrotomy (Ultracut-UCT, Leica-microsystems, Germany) and stained 

with toluidine Blue (EMS, USA), a metachromatic dye. Observations were performed on an 

upright light microscope (DM6B, Leica-microsystems, Germany) and images acquired with a 

sCMOS camera (DFC9000, Leica-microsystems, Germany). 

 Ultrathin sections (70nm – 80nm) were cut using a UC7 ultramicrotome (Leica-

microsystems- Vienna) and placed at once on silicon wafer previously hydrophilized by plasma 

AR/O2 (RF50W, Ar 35.0 sccm, O2 11.5 sccm) for 4 min (Plasma Cleaner-GATAN- Ametek-

USA) for SEM-observations and 400-mesh carbon coated gold-grids for TEM-analysis. 
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2.11.1. SEM-observations 

 

Serial ultrathin sections collected on wafer were stained for 1 min with a uranyl- less solution 

(Delta microscopy-France) containing high heavy lanthanum and gadolinium salts, and then 

were platinum-coated (1 nm) with a precision etching and coating system (PECS-Gatan-

Ametek-USA). Electron micrographs were acquired on SEM JEOL 7900 F using the gentle 

super high-resolution stage bias mode. This function improves high resolution at any 

accelerating voltage and is particularly well adapted to an insulator biological sample. This 

mode decelerates the illuminated electron beam and accelerates the electron signal using a 

biased voltage for the sample (HT 7 kV, probe 2.4 nA, WD 3 mm). Images were obtained with 

the high ultrasensitive backscattered detector improving Z-contrast at low accelerating voltage. 

 

2.11.2. (S)TEM-analysis 

 

 Analytical and high-resolution TEM imaging were performed at 80 kV on a JEOL JEM 

ARM200F (JEOL,Tokyo, Japan) setting with a field emission gun (FEG) and a probe Cs 

aberration corrector. This TEM is equipped with an energy electron loss spectrometer (GIF- 

Quantum ER—Gatan-Ametek, USA) upgraded with the Dual EELS option allowing the 

simultaneous acquisition of two-electron spectra at desired energy. STEM-EDS was also used 

to investigate the distribution of smoke particles into the NHBE cells. Elemental maps were 

acquired at 80 kV in STEM mode with an 8C probe size, a camera length of 8 cm, and a 50 μm 

condenser aperture with an SDD detector XMax TLE (Resolution: 127 ev Mnk 0.7 sr; Oxford-

Instruments, Abington, England), with a beam current around 518 pA/cm2. When the limit of 

detection was achieved especially for nanometric particle, elemental mapping was performed 

by energy loss spectrometry as alternative solution. In this case spectra were collected with a 

8C probe size, 3 cm length camera, 50 µm condenser lens aperture diameter and 5.0 mm GIF 

entrance diameter. 

 

2.12. Statistical analysis  

 

 Results were obtained from at least three independent experiments. Data were analyzed 

by a non-parametric Mann-Whitney test using GraphPadPrism v9 software. Values of p ≤ 0.05 

are considered to be statistically significant. 
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3. Results 

 

3.1. Cell viability after 24h exposure to particles 

 

Cell viability of NHBE cells after 24h of exposure to RSS particles or HC-OS particles 

was evaluated by MTT, mesurement of ATP levels (Table 1) and by exploration of cells 

distribution in cell cycle phases (Supp data, Table S1). No changes in viability for all the 

concentrations tested is observed  for both types of particles and for any of the methods used. 

 

Table 1: Cell viability after 24h exposure to RSS or HC-OS particles (6.25 12.5 ; 25 ; 50 µg/cm2). MTT 

assay : results are presented as percentage of cell viability compared to the control (cells cultured with 

PBS). ATP: results are expressed as ratio relative to the control (cells cultured with PBS). Data were 

expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). *p ≤ 0.05 

 

 RSS particles HC-OS particles 

Concentration 

(µg/cm2) 

% cell 

viability 

MTT 

assay 

ATP  

(fold 

change) 

% cell 

viability 

MTT 

assay 

ATP (fold 

change) 

0 100 ± 4 1 ± 0.2 100 ± 5 1 ± 0.2 

6.25 93 ± 8 0.95 ± 0,1  92 ± 5 1.0 ± 0.04 

12.5 101 ± 3 0.97 ± 0.1 91 ± 5 1.1 ± 0.16 

25 96 ± 6 0.82 ± 0.2 89 ± 1 1.1 ± 0.18 

50 105 ± 6 0.91 ± 0.1 98 ± 5 1.0 ± 0.19 

 

 

3.2. Oxidative stress markers after 24h of exposure to particles 

 

3.2.1. ROS production  

 

ROS production was measured using Mitosox probe. First, 1h and 4h of exposure to 

RSS particles showed rapid production of ROS at all concentrations tested (1.2 fold to 1.6-fold) 

(Figure 2A) while HC-OS particles were not able to induce a ROS overproduction (Figure 

2B). Additionnally, ROS production was measured after 24h of exposure to RSS particles and 

it was observed an induction of ROS production with the three highest concentrations tested by 

1.2 fold to 1.6-fold (Figure 2C).  
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  A 

 

   

B 

 

 

  C 

 

 

Figure 2. ROS production measured by MitoSox probe. NHBE were exposed 1h and 4h to RSS (A) and 

HC-OS particles (B) and 24h to RSS particles (C). Results are presented as ratio of fluorescence signal 

compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). *p ≤ 

0.05, ** p ≤ 0.01. 
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3.2.2. Glutathione levels 

 

In order to explore the antioxidant response, the total glutathione concentration was 

measured (Figure 2). After 24h of exposure to RSS particles, results showed a trend for the 

glutathione ratio to increase in a dose-dependent manner but the increase is only significant at 

the concentration of 50 µg/cm2 (1.5-fold). HC-OS particles increased glutathione level after 24h 

of exposure at 25 µg/cm2 and 50 µg/cm2 by 1.4-fold (Figure 2). 

 
 

 

Figure 3. Total glutathione level after 24h of exposure to RSS or HC-OS particles (6.25, 12.5, 25, 50 

µg/cm2). Results are presented as ratio of concentration of total glutathione compared to control (cells 

cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). *p ≤ 0.05 

 

3.2.3. mRNA and protein expressions 

 

 As shown in Figure 4, significant upregulations of antioxidant markers after exposure 

to RSS and HC-OS particles were observed. RSS particles exposures caused a moderate 

induction of SOD-1 (25 and 50 µg/cm2) and SOD-2 (50 µg/cm2) mRNA expression by 1.4 fold 

(Figure 4A). We showed a greater over expression dependant of particle concentrations for 

HO-1 (12.5 µg/cm2, 1.8-fold; 25 µg/cm2, 3.0-fold, 50 µg/cm2, 8.3-fold) and NQO-1 mRNA 

expressions (6.25 µg/cm2, 2.2-fold; 12.5 µg/cm2, 2.7-fold; 25 µg/cm2, 4.1-fold, 50 µg/cm2, 6.4-

fold) (Figure 4A).  



110 
 

 Since antioxidants responses were strongly induced, we investigated the response after 

24h post-exposure to RSS particles. Results revealed that mRNA expressions stayed 

significantly increased (NQO-1: 1.8 to 3.7-fold), were back to normal (SOD-1, SOD-2, HO-1), 

or still unchanged (Catalase) (Figure 4B).  

 At protein level, NQO-1 was the only antioxidant protein overproduced after 24h of 

exposure to RSS particles at 25 and 50 µg/cm2 (about 2-fold). After 24h post-exposure NQO-1 

protein expression is induced at all concentrations tested (1.8 to 3.7-fold). (Figure 4C).  

24h of exposure to HC-OS particles caused only an increased of NQO-1 mRNA expression 

by 1.5-fold and 1.7-fold at 25 and 50 µg/cm2, respectively (Figure 4D). Given this result, we 

did not study the mRNA expression after 24h post-exposure or the expression of proteins. 

 

A 
 

 

 

B 
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D 

 

Figure 4. Antioxidant mRNA expression after 24h of exposure (A) to RSS particles and 24h post-

exposure (B) (6.25, 12.5, 25, 50 µg/cm2). Antioxidant protein levels after 24h of exposure to RSS 

particles and 24h post-exposure (6.25, 12.5, 25, 50 µg/cm2) (C), representative western blot (Right) and 

relative quantification of NQO-1 protein (Left). Antioxidant mRNA expression after 24h of exposure to 

HC-OS particles (6.25, 12.5, 25, 50 µg/cm2) (D). SOD-1 and -2, superoxide dismutases-1 and -2 ; NQO-

1, NADPH quinone oxydoreductase-1 ; HO-1, heme oxygenase-1. Results are presented as ratio of 

signal compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD of (n ≥ 

3). *p ≤ 0.05. 

 

3.3. IL-8 expression  

  

 IL-8 mRNA expression was upregulated at all tested concentrations after 24h of 

exposure to RSS particles (Figure 5A). After 24h post-exposure to RSS particles, we still 

observed an increased in IL-8 mRNA expression but only at 25 and 50 µg/cm2 (about 2 to 3-

fold) (Figure 5A). 24h of exposure to HC-OS particles caused an increase of IL-8 mRNA 

expression from 25 µg/cm2  by 2-fold (Figure 5B). 

PBS   6.25   12.5    25      50      PBS    6.25  12.5    25      50       µg/cm2

SOD2

HO-1

SOD1

catalase

NQO-1

GAPDH

24h exposure 24h post-exposure

0 0 
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A 

 

 

B 

   

Figure 5. IL-8 mRNA expression after 24h of exposure to RSS particles and 24h post-exposure (6.25, 

12.5, 25, 50 µg/cm2) (A); IL-8 mRNA expression after 24h of exposure to HC-OS particles (6.25, 12.5, 

25, 50 µg/cm2) (B),.Results are presented as ratio of signal compared to control (cells cultured with 

PBS). Data were expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 

 

3.4. Epithelium permeability after exposure to particles 

 

 24h of exposure to RSS and HC-OS particles did not altered permeability of NHBE 

cells grown in 3D cultures (Figure S1). 

 

3.5.  Airway epithelium integraty morphology after exposure to RSS particles 

 

Since RSS exhibted responses linked to oxidative stress and stronger effects at 50 µg/cm2 

than other concentrations, we decided to further analyze the effects of particle exposure on the 

morpholgy of the NHBE model. Control cultures exposed to PBS (control) showed a typical 

mucociliary pseudostratified epithelium with caliciform and ciliated cells at the apical pole 

(Figure. 6a). Basal cells showed slight cell-to-cell detachment. After 24h of exposure to 50 

µg/cm2 of RSS particles no apparent sign of damages denoted by intracellular vacuoles, or 
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disruption of junction, was revealed compared to the control (Figure. 6b). Cell-to-cell contact 

seem preserved and no drastic cell detachment were noticed. However, 24h post exposure 

revealed damages with a loss of cilia density associated with some modifications in morphology 

of apical cells which appear cuboid with low and regular pale staining with toluidine blue 

(Figure 6d). Additionally, in control conditions, we observed differentiate goblet cells by a 

bright granular purple stain with toluidine blue and by protruding from the epithelium surface 

(Figure 6c) while this is not observed in the treated cells (Figure 6D). 

 

 

Figure 6. Phenotype of NHBE cells after RSS exposure. A: Control with PBS buffer; B: 24h of exposure 

to RSS particles (50 µg/cm2), C: 24h post-exposure (50 µg/cm2). Scale bar: 50µm 

 

3.6. Fate of PM after exposure to RSS particles 

 

(S)TEM imaging coupled to EDS or EELS was performed to evaluate the fate of RSS 

particles at 50 µg/cm2 after 24h of exposure on differentiated NHBE cells and to confirm their 

chemical nature as sourcing from RSS. Figure 7 showed a polar distribution of particles sized 

dependant: i) submicron fraction was mainly trapped outside the cells at the apical pole and 

exhibited a complex chemical composition associating major and minor compounds of RSS 

particles (Fe, Al, Si, S, Mg, Ca) (Figure 7A). ii) Nanoranged particles’ location was found into 

apical cells in the form of small cluster or isolated with an Fe rich composition (Figure 7B). 

a 

b 

c 

d 24h exposure (50 µg/cm2) 24h post exposure (50 µg/cm2) 

Control 24h(PBS) Control 24h post exposure (PBS) 

50 µm 

50 µm 50 µm 

50 µm 
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Their presence was also detected in the intercellular space at basal cells’ level, meaning the 

capacity of particles to penetrate into the cells and to reach the basal pole (Figure 7C).  

 

 

Figure 7. Fate of particles after 24h of exposure to RSS particles at 50 µg/cm2. Black &white 

micrograph are acquired in STEM-HAADF mode allowing, in electron microscopy, the detection of 

particles with high atomic mass as brighter contrast than the biological matrix. Colored images represent 

the chemical maps of elemental compound presents in the cells obtained by STEM-EDS  A: Apex of 

epithelium showing ciliated cells with intercellular space and microvilli. Sub-micron particles are 

trapped outside the epithelium in the mucus (yellow arrows) while smaller aggregates are found inside 

(Red arrows). B: Apex of epithelium with microvilli in the luminal space. Nanoranged particles are 

internalized in apical cells as small cluster or single particles enriched in Fe . C: Basal cells of the 

epithelium. We notice the presence of nanoranged particles containing Fe, Si trapped in the intercellular 

space between two basal cells. 

 

The most striking results were obtained for the 24h post exposure to RSS particles. Wide 

field scanning observations using backscattered electrons gave an overview of the particles’ 

behavior and confirmed the events described previously. Figure 8A revealed the accumulation 

of heavy elements in large number of intracytoplasmic compartments. Large aggregates (~350 
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nm) of iron rich particles (Figure 8D blue arrows) were detected inside vacuolar compartment 

of apical cells, as well as isolated nanometric particles (~10 nm) (Figure 8G orange arrows.). 

In addition, inside compartments, particles seemed frequently associated with an homogeneous 

gentle-dense electron material, that the feature in EM are typical of mucin (Figure 8C). 

Chemical analysis identifies the presence of calcium, that we ignore the origin coming from 

mucins or particles (Figure 8B and 10B). 

 

 

Figure 8. 24h post-exposure of NHBE cells to RSS particles: Combined electron microscopy approach 

using SEM and (S)TEM-analysis A: SEM images obtained with backscattered electrons detector giving 

an overview of the presence of heavy elements in NHBE cells (Bright dot). C-F: Transmission electron 

microscopy in mode bright field (C), STEM-HAADF (D-F). B-E-G: STEM-EDS elemental qualitative 

mapping showing the distribution of particles into cells. Particles which contain Fe, Al, Ca, Si, O 

(chemical compounds of RSS) are internalized in large intracytoplasmic compartments, and seems to 

be associated with mucin. 
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3.7. Cell viability after repeated exposures to RSS particles 

 

Since 24h of exposure to RSS particles induced stronger cell responses than HC-OS 

particles, we performed repeated exposures to RSS particles to further explore their toxicity. 

NHBE cells were exposed to a dose that caused effects after acute exposure (12.5 µg/cm2) and 

a lower dose (3.125 µg/cm2). Repeated RSS particles treatments (16h exposure / days during 4 

days) showed a weak but significant increase at 12.5 µg/cm2 in cell viability compared to PBS 

control (106 ± 1 vs 100 ± 4 , P = 0.0079). However, cell cycle analysis (Table S2), ATP and 

ADP contents (Table S3) were not modified.  

 

Table 2: Cell viability after repeated exposures to RSS particles (3.125 ; 12.5 µg/cm2). MTT assay : 

results are presented as percentage of cell viability compared to control (cells cultured with PBS).  Data 

were expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). **p ≤ 0.01 

 

RSS particles 

Concentration (µg/cm2) % cell viability  ATP (fold change) 

0 100 ± 4 1.0 ± 0.5 

3.125 93 ± 8 0.95 ± 0.06  

12.5 106 ± 1** 0.91 ± 0.3 

 

 

3.8. Oxidative stress and inflammation responses after repeated exposure to RSS particles 

 

Repeated exposures to RSS particles did not modify concentration of total glutathione 

(Figure 9A) and only induced NQO-1 mRNA expression by 2.0 fold at 3.125 µg/cm2 and 3.0-

fold at 12.5 µg/cm2 (Figure 9B). In addition, repeated exposures to RSS particles had no effect 

on IL-8 mRNA expression (Figure 9C).  
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    A     

 

 

    B 

  

     

    C 

 

Figure 9. Total glutathione (A), antioxidant mRNA expression (B) and IL-8 mRNA expression (C) after 

four treatments of 16h to RSS (3.125 ; 12.5 µg/cm2). Results are presented as ratio of signal compared 

to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). *p ≤ 0.05. 
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3.9. Epithelium permeability after repeated exposure to RSS particles 

 

  After repeated exposure to RSS particles, surprisingly we observed a slight but 

significant decrease of dextran fluorescence. This decrease is observed with the both 

concentrations and is weakly and significantly observed at the higher concentration tested (p = 

0.0286) (Figure 10), reflecting increased membrane impermeability. 

 

 

Figure 10. Epithelium barrier integrity analysis using Dextran-FITC assay. NHBE cells were submitted 

to four treatments of 16h to RSS particles (3.125 ; 12.5 µg/cm2). Results are presented as ratio of 

fluorescence signal compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value 

± SD (n ≥ 3). *p ≤ 0.05 

 

3.10. Effect on epithelium morphology after repeated exposure to RSS particles 

Since increase of impermeability of the epithelium is observed after repeated exposures 

to 12.5 µg/cm2 of RSS particles, we further analysed morpholigical changes of NHBE cells to 

this concentration. The impact of the repeated exposure on the morphology is mainly 

characterized by the changes in cuboid aspect of the epithelium (Figure 11.b) compare to 

control (Figure 11.a) 

   

Figure 11. Phenotype of NHBE cells after RSS exposure. a: Control with PBS buffer; B:  

Repeated exposure (12.5µg/cm2) scale bar: 50µm 

b a 

10 µm 

Repeated exposure (PBS) Repeated exposure (12.5 µg/cm2) 

10 µm 
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3.11. Fate of PM after repeated exposure to RSS particles 

 

 Electron microscopy analysis of repeated exposure sample, exhibits similar results as 

observed for post-exposure. Large aggregates  constituted of nanosized spherules ( around 10 

nm) are observed inside apical cells (Figure 12A), located in vacuolar compartments and are 

frequently associated to single or individualized particles (Figure 12B). The chemical analysis 

of such nanoparticles stay difficult mainly because of the very low signal emitted by particles. 

To override those limitations, the acquisition time is highly increased with the adverse effect to 

damage the sample. However, we revealed by electron loss spectrometry,  the Fe-rich 

composition of particles internalized as observed previously for the post exposure. In addition 

we detect Ca-associated to particles. The presence of calcium may have two origin: i) RSS-

particles or mucins. Calcium is involved in the maturation /stabilization of mucins, and one of 

the hypotheses that we formulate is based on the interaction of the RSS particles with the mucus 

as internalisation mecanism. 

 

 

Figure 12. Distribution analysis of RSS particles in the NHBE model after repeated exposure showing 

the persistence of particle into the cells. A: Accumulation of nanometric particles in intracytoplasmic 

compartments, forming large aggregates (~350nm), whose chemical nature Fe-O is confirmed by EDS 

and energy loss (EELS) mappings. B: presence of isolated nanoparticles (10 nm) having diffused into 

the cytoplasm (blue arrows) or interacting with the membrane of vacuolar compartments (yellow 

arrows). The chemical nature of the particles is difficult to identify and tends to reveal the presence of 

Fe, O, Ca. 
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4. Discussion 

 

 In our previous study, we showed that RSS and HC-OS particles have an intrinsic 

oxidative potential and an ability to induce antioxidant and inflammatory responses SAEC 

model (Martin de Lagarde et al., 2022). With the aim of getting closer to the human in vivo 

conditions, here we used NHBE cells grown at ALI during 14 days that formed a pseudo 

stratified mucociliary epithelium (Juarez-Facio et al., 2022) to further explore the underlying 

mechanisms of toxicity, in particular oxidative stress response of pyrotechnic smoke particles. 

Acute and repeated exposures to smoke particles were performed.  

 24h of exposure to RSS and HC-OS particles did not affect cell viability, which is in 

line with our previous study in SAEC (Martin de Lagarde et al., 2022). Other studies on total 

aerosol generated by red smokes and HC based smokes reported to cause decrease in cell 

viability of BEAS-2B and A549 cell lines, 24h and 48h after exposure (Hemmilä et al., 2010, 

2013; Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a; Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007; van 

Hulst et al., 2017). Our tested concentrations appeared to be non-cytotoxics. It is very difficult 

to compare our concentrations regarding cytotoxicity with the studies mentioned above since 

the concentrations were either defined in quantity of burnt smoke (g), in density (g/m3), or only 

in number of burnt grenades. However, or concentrations are consistent with other studies on 

particle toxicity using pulmonary cell models cultured at ALI where concentrations were used 

between 7 and 45 µg/cm2 (Abbas et al., 2019; Lan et al., 2021).  

 Our results showed that RSS particles induced ROS formation after 1h, 4h and 24h of 

exposure in a dose dependent manner. PM-induced ROS formation have been reported in other 

pyrotechnic activities like fireworks (Hickey et al., 2020) or firearms (Bergström et al., 2015). 

Unexpectedly, HC-OS particles were not able to product ROS while they are extremely rich in 

metals like Fe (12.1 mg/g) (Martin de Lagarde et al., 2022) which is known to induce ROS 

formation (L. Jin et al., 2019; F. Xu et al., 2020). RSS particles displayed the highest organic 

fraction (quinones and HAP) while HC-OS particles contained chlorinated aromatic or 

polyaromatic compounds (Martin de Lagarde et al., 2022). The implication of organic 

compounds like PAHs in a greater ROS production is showed in several studies (Ekstrand-

Hammarström et al., 2013; L. Jin et al., 2019; J. Li et al., 2021; Longhin et al., 2013). GSH 

status imbalance, antioxidant gene and protein expression were analyzed after 24h of exposure 

to smoke particles in NHBE cells. In line with the production of ROS, RSS particles showed 

an induction of antioxidant defenses by increasing level of total glutathione, expressions of 

mRNA SOD-1, SOD-2, HO-1, NQO-1 and expression of NQO-1 protein. HC-OS particles 
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showed a weak antioxidant response by increasing level of GSH and the expression of mRNA 

NQO-1. In other studies, a 24h of exposure to PM like PM2.5 (Niu et al., 2020; C. Zhao et al., 

2020) or PM10 (Chirino et al., 2010) induced a decrease in total glutathione concentration in 

pulmonary cells. In our study, we could presume that total glutathione firstly reacts with ROS 

produced at 1 and 4 h of exposure to RSS particles and then overproduced to be restored and 

acts against prolonged exposure to RSS particles. For example, 3h post-exposure to ultrafine 

particles reduced total glutathione level but is followed by an increase after 24h post exposure 

in BEAS-2B cells (Juarez Facio et al., 2022). However, the increases of total glutathione 

concentration after 24h of exposure to HC-OS particles at 25 and 50 µg/cm2 remain very unclear 

while no ROS production was observed at 1h and 4h of exposure. Because of the pleiotropic 

roles of glutathione in the cell (Hatem et al., 2017; Merk et al., 2020), it remains difficult to 

attribute this result to oxidative stress alone, which should be assessed by measurements of the 

GSH/GSSG ratio. SOD and CAT are the first line of intracellular antioxidant enzymes, SODs 

convert O2
— to H2O2, and CAT reduces H2O2 to H2O (Ighodaro & Akinloye, 2018). The 

increases of mRNA SOD-1 and SOD-2 by 24h of exposure to RSS particles are in line with the 

O2
— production.  HO-1 is an important cytoprotective enzyme that is highly upregulated by a 

number of stimuli like heme, nitric oxide, heavy metals, growth factor, cytokines, modified 

lipids and others (Loboda et al., 2016). Its expression is often overproduced after exposure to 

PM (Crobeddu et al., 2017; Deng, Rui, et al., 2013; Fernando et al., 2019; Frias et al., 2020; 

Juarez-Facio et al., 2022; Niu et al., 2020; Skuland et al., 2017) which is similarly observed 

with a 24h of exposure to RSS particles. NQO-1 antioxidant marker was highly induced at 

mRNA and protein levels by RSS particles even after 24h post exposure. Since NQO-1 is very 

well known to be induced by quinones and catalyze their reduction (Burchiel et al., 2007; 

Dinkova-Kostova & Talalay, 2010), the strong upregulation of NQO-1 is very probably related 

to the anthraquinones that composed the red dye of RSS particles (Martin de Lagarde et al., 

2022). Indeed, anthraquinones can count approximately for 40% of the total composition of red 

coloring smokes (National Research Council (U.S.), 1999). Additionally, this upregulation of 

NQO-1 could drive an excessive production of O2
— by the redox cycling of quinones 

(Valavanidis et al., 2013; Zheng et al., 2020). A very recent study developed a model of 

quantitative structure activity relationship to predict the health risks of an acute exposure to 

anthraquinones dyes used in the military field (Dilger et al., 2022). High to very high toxicities 

were predicted for acute inhalation, genotoxicity, mutagenicity, endocrine disruption and 

development. 
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 According to the hierarchical stress response model, increase of oxidative stress can 

lead to inflammation and finally to cytotoxicity and initiation of programmed cell death (Araujo 

& Nel, 2009; Peixoto et al., 2017; Xiao et al., 2003). Upregulation of the pro-inflammatory 

marker IL-8 by RSS particles after 24h of exposure and 24h post exposure was observed. To 

confirm the induction of inflammation by RSS particles, other pro-inflammatory markers need 

to be analyzed. Overall, results of acute toxicity showed that RSS particles were able to induce 

an oxidative stress which were similarly observed in our previous work, while HC-OS particles 

had less effects in differentiated NHBE cells compared to SAEC (Martin de Lagarde et al., 

2022).  

 Since differentiated NHBE cells at ALI highly developed a mucociliary clearance 

(Juarez-Facio et al., 2022; Rayner et al., 2019; Sotty et al., 2019), we analyzed the 

morphological changes of the airway epithelium and the fate of RSS particles. At the resolution 

of light microscopy, no apparent displayed sign of damage denoted by intracellular vacuoles, 

or disruption of junction, was revealed on cultures exposed to 50 µg/cm2 of RSS particles. The 

extension of 24h post-exposed culture cells favors the morphology changes into a cuboid 

epithelium and a loss of ciliature. Severe ciliatoxicity with a decrease of number and length of 

cilia is observed after repeated exposure to cigarette smoke on differentiated NHBE cells 

(Aufderheide et al., 2015; Brekman et al., 2014). Changes in airway epithelium structure may 

be related to oxidative stress mediated by RSS particles (Falcon-Rodriguez et al., 2016). 

Electron Microscopy investigations highlighted the capacity of particles to be internalized into 

cells and to be stored in compartment. After 24h of exposure to RSS particles at 50 µg/cm2, 

cluster of particles were mainly trapped outside the cells, in the mucus, while some 

nanoparticles were found into the apical cells. Mucus is the first protective layer of bronchial 

epithelium to external aggression and NHBE differentiated model is well known to secrete 

mucus (Rayner et al., 2019) acting as a filtering barrier according to the size or the surface-

charge of particles. After 24h post exposure, we showed more internalization of numerous 

nanoparticles into vacuoles in the apical cells. These observations are coherent with the study 

of Boublil et al 2013 who have demonstrated the capability of the NHBE model to internalize 

and accumulate PM2.5 after repeated exposures in the basal and apical cytoplasm of the cells 

(Boublil et al., 2013). Internalization of PM2.5 into vacuoles was also observed in BEAS-2B 

cells (Dornhof et al., 2017). It is well agreed that the diffusion rate through mucus layer 

decreases with increasing particle size (García-Díaz et al., 2018), allowing internalization of 

only nanometer particles which are consistent with our results. In addition, we observed the 

presence of calcium associated to the particles that might be attributed to mucin content. Paz et 
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al., (2003) reported that calcium is necessary to keep mucins condensed and packed in 

intracellular granules under physiological conditions. The microscopy results obtained in this 

study highlight a putative interaction of RSS particles with secreted mucins, conditioning their 

fate in bronchial epithelium. To complete EM observations, investigations based on mucins 

detection via MUC5AC immunolabelling need to be performed. However, considering the 

limited number of experiments (n=1), the results need to be confirmed. 

 In order to be closer of a military occupational exposure, we analyzed RSS particles 

toxicity after repeated exposures (4x16h/day) to lower doses than acute exposure. Exposure of 

16h could be considered as a long time of exposure but it could represent a residual particles 

deposition in the lower respiratory tract (Geiser & Kreyling, 2010; Lan et al., 2021). Since 

antioxidant and inflammatory markers were still induced 24h post exposure to RSS particles, 

internalization of particles were more pronounced and important changes in the airway 

epithelium were observed after this recovery time, we expected to have more harmful effects 

after repeated exposures. However, we showed only induction of NQO-1 mRNA at the two 

tested concentrations. The main result is the change in the organization of the epithelium to a 

pseudostratified into a cuboid epithelium, which seems more pronounced than 24h after acute 

exposure. These morphological changes could be related to the increases of impermeability of 

the cell barrier that was confirmed by measuring the dextran fluorescence and by the increase 

of MTT reduction suggesting a cell proliferation. However, most studies showed that particles 

caused other types of morphological alterations like a change in spindle shape and the formation 

of paracellular holes (Dornhof et al., 2017), or structural and functional damage to mitochondria 

(X. Jin et al., 2018; N. Li, Sioutas, et al., 2003), or disturbances in membrane integrity 

(Caraballo et al., 2011; Dong et al., 2020; C.-H. Lin et al., 2021). Thus, the mechanisms 

underlying these cubic changes are very unclear since no oxidative stress is observed and 

further investigations need to be performed.  

 

5. Conclusion 

 

 In conclusion, the aim of this study was to better evaluate the underlying mechanisms 

of particle toxicity from pyrotechnic smokes particles by using a 3D model of mucociliary 

epithelium. Our results demonstrated an induction of oxidative stress by RSS particles after 

acute exposure, characterized by a ROS production and increases of antioxidant and pro-

inflammatory markers, while HC-OS particles were less harmful. Additionally, RSS particles 

were internalized into cells and generated cell morphological changes, highlighted that NHBE 
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cells cultured at ALI is a very relevant model to study the fate of particles and the changes of 

the airway epithelium that might be occurs after particle exposure. The toxics effects of acute 

exposure to RSS particles underlined the possible risks of other colored smokes containing 

anthraquinones dyes. Finally, repeated exposures to RSS particles did not induce oxidative 

stress while cubic changing aspects of NHBE cells were showed. Thus, further investigation 

need to be performed to understand these results. Overall, this study provides a better overview 

of the toxic effects from pyrotechnic smokes particles whose toxic risks were very little studied.  
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Supp Data 

 

1. Cell viability after 24h exposure to particles 

 

Table S1 : Cell cycle analysis. NHBE cells were exposed during 24 h to RSS or HC-OS particles (6.25 

12.5 ; 25 ; 50 µg/cm2). Results are presented as percentage of cells in each cell cycle phases and 

compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD of at least three 

independent experiments. 

 

 

2. Epithelium barrier integraty after 24h exposure to particles 

 

 

Figure S1. Epithelium barrier integrity analysis using Dextran-FITC assay. NHBE cells were 

exposed during 24 h to RSS or HC-OS particles (6.25 ; 12.5 ; 25 ; 50 µg/cm2). Results are presented 

as ratio of fluorescence signal compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed 

as mean value ± SD (n ≥ 3). 

 

 

  RSS particles HC-OS particles 

 Concentration 

(µg/cm2) 

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M 

 

 

 

 

24h of 

exposure 

0 88.0 ± 

1.6 

1.3 ± 

0.4 

10.5 ± 2 90 ± 1.8 0.8 ± 0.2 9.3 ± 

1.9 

6.25 µg/cm2 88.1 ± 

0.6 

0.9 ± 

0.2 

11.0 ± 0.6 89.6 ± 1.3 0.7 ± 0.2 9.8 ± 

1.4 

12.5 µg/cm2 90.1 ± 

1.8 

1.3 ± 

0.4 

8.3 ± 2.2 90.2 ± 2.5 0.7 ± 0.2 9.2 ± 

2.3 

25 µg/cm2 88.2 ± 

2.8 

1.1 ± 

0.2 

10.7 ± 3.0 90.5 ± 2.5 0.7 ± 0.2 8.8 ± 

2.6 

50 µg/cm2 88.0 ± 

1.8 

1.5 ± 

0.8 

10.3 ± 2.6 91.0 ± 1.8 1.0 ± 0.5 8.2 ± 

1.7 
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3. Cell viability after repeated exposure to RSS particles  

 

Table S2 : Cell cycle analysis. NHBE cells were submitted to four treatments of 16h to RSS particles 

(3.125 ; 12.5 µg/cm2). Results are presented as percentage of cells in each cell cycle phases and 

compared to control (cells cultured with PBS). Data were expressed as mean value ± SD (n ≥ 3). 

 

Concentration (µg/cm2) G0/G1 S G2/M 

0 92.9 ± 2.6 1.2 ± 0.3 6.5 ± 2.6 

3.125 µg/cm2 92.1 ± 3.0 1.3 ± 0.5 7.1 ± 3.2 

12.5 µg/cm2 91.9 ± 2.7 1.6 ± 0.4  7.1 ± 2.7 

 

Table S3 : ATP content. NHBE cells were submitted to four treatments of 16h to RSS particles (3.125; 

12.5 µg/cm2). Results are expressed as nmol / mg proteins. Data were expressed as mean value ± SD (n 

≥ 3). 

 

Concentration (µg/cm2) ATP (nmol/mg proteins) 

0 1.2 ± 0.4 

3.125 0.95 ± 0.06 

12.5 0.91 ± 0.3 

 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Discussion  
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 L’objectif de ce travail de thèse a été d’évaluer la toxicité de particules issues de la 

combustion de fumigènes afin de compléter les données de la littérature souvent 

obtenues à partir d’aérosols complets. Les particules étudiées proviennent de la 

combustion d’un fumigène de signalisation de couleur rouge (RSS), d’un fumigène anti-

intrusion (AIS) et d’un fumigène de camouflage à base d’hexachloroéthane (HC-OS). Pour 

réaliser cet objectif, nous avons associé des approches acellulaires et cellulaires, grâce à 

l’utilisation de mesures de potentiel oxydant des particules après récupération sur site à 

l’aide d’impacteurs en cascade et de deux modèles primaires de cellules épithéliales 

pulmonaires humaines, représentatifs de l’épithélium respiratoire. La caractérisation 

physico-chimique des particules a fait l’objet d’une étude dans le cadre d’un projet de 

recherche plus large dans lequel s’est incrit cette thèse (Projet FUMITOX, ANR, Astrid). 

 

1. Caractéristiques physico-chimiques des particules 

  Les conditions de prélévements pour la collecte des particules ont été réalisées en 

collaboration avec le centre commun de mesures de Dunkerque au sein d’un centre 

d’expérimentation de la DGA, de telle sorte à avoir une quantité importante de particules 

pour la réalisation du projet. Diverses configurations de tirs de grenade de fumigènes ont 

été testées : tirs en enceintes ouverte et semi-ouverte, tirs en fûts pour canaliser les 

émissions, tirs en enceinte fermée à l’aide d’un tunnel de tir. La collecte a été réalisée à 

l’aide d’impacteurs en cascades, de façon active à l’aide de pompes et ont permis d’obtenir 

des quantités de l’ordre du mg/m3 en quelques dizaines de minutes. Cette approche a 

permis d’obtenir des quantités de particules importantes (plusieurs dizaines de 

milligrammes en fonction du type de fumigène utilisé et de la configuration expérimentale 

de prélévement). Bien que ces conditions expérimentales ne soient pas représentatives 

des concentrations inhalées par les militaires, les fumigènes, comme d’autres activités 

pyrotechniques, génèrent de façon importante des particules. Par exemple, les feux 

d’artifices sont à l’origine de concentrations de plusieurs centaines de µg/m3 (C.-C. Lin, 

2016) alors que les quantités de particules générées par des armes de tirs légères sont de 

l’ordre du mg/m3 (Bergström et al., 2015; Mariussen et al., 2021; Wingfors et al., 2014). 

Concernant leur taille, les particules des trois types de fumigènes sont majoritairement 

répartis dans la fraction de taille inférieure à 400 nm, ce qui permet de les classer dans la 

catégorie des particules fines à très fines, suggérant que ces particules ont la capacité de 
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se déposer profondément dans l’appareil respiratoire (Kwon et al., 2020; Terzano et al., 

2010). Les tailles des particules étudiées dans ce travail sont inférieures à celles 

retrouvées dans la littérature portant sur les fumigènes < 5 µm (Karlsson et al., 1991), < 

2 µm (Hemmilä et al., 2013; van Hulst et al., 2017) ou < 1µm (Hemmilä, Hihkiö, & 

Linnainmaa, 2007). Cette différence peut être expliquée par la méthode de collecte 

réalisée directement in situ dans ce projet ainsi que de la méthode de mesure 

granulométrique en temps réel. Ces résultats sont comparables à ceux retrouvés avec 

d’autres activités pyrotechniques tels que les feux d’artifices pour lesquels des tailles 

comprises entre 100 et 500 nm ont été relevées (Do et al., 2012; M. Kumar et al., 2016; C.-

C. Lin et al., 2014; Nirmalkar et al., 2013; Pathak et al., 2015; Retama et al., 2019; Tian et 

al., 2014).  

 Une caractérisation chimique des particules a été réalisée par l’analyse de la 

composition élémentaire, des ions hydrosolubles, des métaux et des composés 

organiques. L’analyse élémentaire indique que les particules de RSS et AIS sont 

majoritairement organiques (environ 70% de carbone) contrairement aux particules HC-

OS qui n’en contiennent que 2%, suggérant que ces particules seraient composées 

majoritairement d’élément inorganiques. Parmi les ions d’intérêt, le K+ et le Cl- sont les 

ions communs majoritaires aux trois types de particules. L’ion K+ étant considéré comme 

un élément traceur des particules de feux d’artifices (Chatterjee et al., 2013; Cheng et al., 

2014; C.-C. Lin et al., 2014; Yao et al., 2019a), il pourrait servir également de traceur des 

fumigènes. Concernant les métaux, les particules de RSS sont caractérisées par des 

quantités importantes d’antimoine (total et soluble), métal aussi retrouvé mais en moins 

grande quantité dans les particules AIS et HC-OS. Ce métal est également présent dans des 

particules émises par des armes de tirs (Aurell et al., 2019) et ferait partie de la 

composition de la charge propulsive (Dalby et al., 2010). De plus, les autres élements 

communs les plus prépondérants aux trois types de particules sont le K et l’Al qui sont 

des éléments métalliques majoritairement retrouvés dans l’air après des épisodes de feux 

d’artifices (Crespo et al., 2012; Godri et al., 2010; C.-C. Lin, 2016). Les particules HC-OS 

sont caractérisées par des quantités extrêmement élevées (totale et soluble) en Al, Fe et 

Ca, et contiennent de nombreux autres métaux tels que Zn, Sn, Mg, S, Na, laissant 

présumer une forte toxicité de la part de ces particules. L’analyse des composés 

organiques indique que la composition des particules des trois fumigènes est très 

différente. En effet, les particules de RSS contiennent de nombreux composés tels que des 
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dérivés de HAP notamment du naphtalène et de l’anthracène, des alcanes ou encore des 

quinones comme la 1,3 trimétyl-anthraquinone. Les fumigènes colorés sont composés de 

colorants appartenant à la famille des anthraquinones qui peuvent représenter au moins 

40% de la composition du fumigène (National Research Council (U.S.), 1999). Des dérivés 

du naphtalène sont également retrouvés dans des particules d’armes de tirs ainsi que 

d’autres HAP tels que le fluoranthène, fluorène, pyrène, benzo[b+j]fluoranthène, 

benzo[ghi]pérylène, benzo[a]pyrène, acénaphtylène, phenantrène, ou encore le 

benzo[a]fluoranthène (Aurell et al., 2019; Moxnes et al., 2013; Wingfors et al., 2014). Les 

particules AIS contiennent des molécules polycycliques avec fonctions oxygénées 

périphériques appartenant à la famille des triterpénoïdes. Les particules de HC-OS sont 

constituées de composés organiques chlorés dérivant de l’hexachlorobenzène, notons 

également la présence de phénantrène. L’approche pour analyser les composés 

organiques avait pour objectif d’identifier l’ensemble des composés présents dans les 

particules de fumigènes. Il s’agit donc d’une approche qualitative ne permettant pas de 

connaître les concentrations en composés organiques.  

 La caractérisation physico-chimique des particules a donc mis en évidence des 

compositions différentes entre les fumigènes pouvant alors induire des réponses 

acellulaires et cellulaires différentes. 

 

2. Potentiel oxydant  

 Le potentiel oxydant (PO) des particules a été évalué par la mesure de la déplétion 

en antioxydants, l’acide ascorbique (AA) et le glutathion réduit (GSH) ainsi que par la 

méthode du dithiothréitol (DTT). Les résultats de la déplétion en AA ont montré des 

valeurs de PO plus fortes pour les particules HC-OS par rapport aux autres particules et 

des valeurs similaires entre les particules RSS et AIS. Les particules HC-OS étant très 

riches en métaux, nos résultats sont en accord avec d’autres études qui montrent que les 

métaux sont fortement responsables de la déplétion de l’AA (Bates et al., 2019; Visentin 

et al., 2016). Les très fortes quantités en Al et Fe des particules HC-OS pourraient 

expliquer ces résultats puisque ces métaux sont capables d’induire l’oxydation de l’AA 

(Godri et al., 2010, 2011; Janssen et al., 2014; Koehler et al., 2014). Les faibles déplétions 

de l’AA (<10%) observées par les particules RSS et AIS résultent très probablement de 

leurs quantités en métaux qui sont 10 à 100 fois inférieures à celles retrouvées dans des 
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PM2.5 qui ont été capables d’induire une forte déplétion de l’AA (Crobeddu et al., 2017; 

Visentin et al., 2016). Aucune des particules de fumigènes n’a induit de déplétion du GSH. 

Dans la littérature, le Cu (Fang et al., 2016; Janssen et al., 2014; Visentin et al., 2016) est 

principalement responsable de la déplétion du GSH, mais nous n'avons pas détecté de Cu 

ou alors sa quantité était minoritaire dans les particules de fumigènes, ce qui peut 

expliquer nos résultats.  

 Bien que le PO soit de plus en plus utilisé pour évaluer la toxicité des particules de 

différentes sources, il semble qu’une seule étude se soit intéressée au PO de particules 

issues d’activités pyrotechniques, en comparaison à celui obtenu avec des particules du 

trafic routier (Godri et al., 2010). Le PO a été mesuré par le test de déplétion en 

antioxydants (AA et GSH) dans les mêmes conditions que celles de notre étude. Les 

résultats montrent que les particules de feux d’artifices induisent uniquement une 

déplétion du GSH qui est plus forte que celle médiée par celles du trafic routier. Les 

métaux des particules du trafic routier (Ba, Mo, Fe, Cu) et des feux d’artifices (Pb, Sr) ont 

été corrélés à la déplétion du GSH. De plus, les métaux des particules du trafic routier, 

excepté le Cu sont également corrélés à la déplétion de l’AA. Cette étude met en évidence 

que les particules issues de feux d’artifices ont un PO supérieur aux particules issues du 

trafic routier, soulignant les potentiels effets toxiques de ce type de particules.  

 La mesure du PO par la déplétion DTT a montré que les particules RSS ont une 

réactivité plus importante que les particules AIS et HC-OS avec cette méthode. Le test du 

DTT est décrit comme très sensible aux métaux et aux quinones (Calas et al., 2018; A. K. 

Cho et al., 2005; Crobeddu et al., 2017; Fang et al., 2016; Guo et al., 2020; Verma et al., 

2015). En raison de fortes quantités de métaux retrouvées dans les particules de l’air 

ambiant, il est considéré que les métaux sont les éléments contribuants le plus à la 

déplétion du DTT, entre 40% et 80% (Charrier & Anastasio, 2012; Lyu et al., 2018; 

Nishita-Hara et al., 2019; Verma et al., 2015) et donc domineraient la réponse du DTT. 

Cependant, les particules HC-OS qui sont très riches en métaux sont moins réactives que 

les particules RSS. Comme mentionné précédemment, les quinones participent également 

à la déplétion du DTT et il apparaît qu’elles ont un pouvoir oxydant du DTT bien plus élevé 

que les métaux (Charrier & Anastasio, 2012; Lyu et al., 2018). Les particules de RSS sont 

composées de triméthyl-anthraquinone, probablement en forte quantité, ce qui pourrait 

expliquer la forte déplétion du DTT. De plus, les particules de RSS contiennent des HAP 

notamment des dérivés du naphatlène qui pourraient également induire la déplétion du 
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DTT. Certaines études rapportent des corrélations entre la concentration totale en HAP 

de particules et le PO mesuré par le DTT (Calas et al., 2018; Crobeddu et al., 2017; Gao et 

al., 2020).  

 En conclusion, les deux méthodes de mesures du PO ont des sensibilités différentes 

aux particules de fumigènes mais les analyses démontrent que les particules possèdent 

un PO. Ainsi, ces résultats mettent en évidence la nécessité d’utiliser plusieurs méthodes 

pour évaluer le PO de particules, chacune des méthodes apportant des informations 

complémentaires, ce qui est conforme à plusieurs études sur le PO (Caumo et al., 2022; 

Conte et al., 2017; Fang et al., 2016; Janssen et al., 2014; Moufarrej et al., 2020).  

 

3. Comparaison de la toxicité aiguë des particules de 

fumigène sur les modèles SAEC et NHBE 

 En raison de la taille des particules de fumigènes et de leur capacité à se déposer 

profondément dans l’appareil respiratoire, nous avons étudié la toxicité in vitro des 

particules de fumigènes sur deux modèles de cellules humaines épithéliales pulmonaires 

représentatifs de différents niveaux de l’appareil respiratoire. En effet, le modèle NHBE 

est représentatif de l’épithélium trachéo-bronchique alors que le modèle SAEC représente 

la partie distale des bronches, l’épithélium bronchiolaire. Ces deux modèles sont issus de 

donneurs sains et ont été cultivés à l’IAL dans le but de permettre la différenciation des 

cellules et de reconstuire des épithélia synthétiques proches des conditions 

physiologiques. Le modèle SAEC a été cultivé pendant 7 jours à l’IAL avant exposition, ce 

qui a permis l’augmentation de l’expression de marqueurs de différenciation tels que la 

MUC5AC et la tubuline 4A, comparés au jour de mise en IAL. Cependant, bien que ce temps 

de culture à l’IAL soit retrouvé dans quelques études (C. R. Svensson et al., 2016; 

Thaikoottathil et al., 2009), une autre étude a utilisé les SAEC à l’IAL pendant 28 jours et 

a mis en évidence une différenciation en épithélium pseudo-stratifié mucociliaire (Lan et 

al., 2021). Le modèle NHBE a été cultivé pendant 14 jours à l’IAL, ce qui est un temps 

suffisant pour obtenir une différenciation en un épithélium pseudo-stratifié mucociliaire 

caractérisé en microscopie et par l’expression de marqueurs de différenciation et de 

jonctions cellulaires (MUC5AC, FOXJ1, ZO-1, OCLN) (Juarez-Facio et al., 2022). Ce modèle 

cellulaire peut être encore maintenu pendant plusieurs semaines à l’IAL permettant des 
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expositions chroniques (Leclercq et al., 2016; Rayner et al., 2019; Ross et al., 2007; Sotty 

et al., 2019).  

 Les informations disponibles sur les concentrations de particules émises par les 

fumigènes étant très limitées, le choix de nos concentrations a reposé sur la littérature 

des particules atmosphériques en exposition sur des modèles cellulaires cultivés à l’IAL. 

Pour l’exposition aiguë, nous avons choisi des concentrations entre 12,5 et 50 µg/cm2. 

Bien que ces concentrations soient élevées, (Lan et al., 2021) justifient que des doses de 

11 à 45 μg/cm2 sont équivalentes à une exposition cumulative sur 24h de concentrations 

de PM2.5 comprises entre 7 et 30 µg/cm2, correspondant à un indice de qualité de l’air aux 

États-Unis (2019) entre « bon » et « modéré ». De même, sur un modèle de co-culture 

utilisant des NHBE, les doses d’exposition aux particules ont été définies entre 7 et 45 

µg/cm2 (Abbas et al., 2016). Ainsi, les doses d’expositions utilisées dans ce travail restent 

cohérentes avec la littérature et permettent de garder des cellules viables comme 

l’indiquent les marqueurs de viabilité investitigués dans ce travail (test au MTT, mesures 

d’ATP et de cycle cellulaire), et discutés ci-après.  

 Etant donné que les particules de fumigènes possèdent un PO, il nous a semblé 

intéressant de savoir si elles étaient capables d’induire un stress oxydant in vitro associé 

ou non à une réponse inflammatoire. Les résultats comparatifs des marqueurs 

biologiques étudiés après 24h d’exposition aux particules RSS et HC-OS communs aux 

modèles SAEC et NHBE sont présentés dans le Tableau 7. La cytotoxicté évaluée par le 

test MTT, l’expression d’enzymes antioxydantes et de marqueurs inflammatoires IL-8, IL-

6 et TNF-α ont été analysés.  
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Tableau 7. Synthèse et comparaison des marqueurs biologiques induits après 24h d’exposition aux particules RSS et HC-OS (12,5 ; 25 et 50 µg/cm2). Les résultats 
sont exprimés en ratio d’expression par rapport au contrôle PBS. NS : non significatif, nd : non déterminé 

Marqueurs 

biologiques 

SAEC NHBE 
RSS HC-OS RSS HC-OS 

Cytotoxicité (test 

MTT) 

 
NS 

 
NS 

 
NS 

 
NS 

ARNm SOD-1  
NS 

 
NS 

12,5 µg/cm2 NS 
25 ; 50 µg/cm2 (1,3 à 1,5 ; *p<0,05) 

 
NS 

  

ARNm SOD-2 

12,5 µg/cm2 (2,4 **p<0,01) 
25 µg/cm2 (2,0 *p<0,05) 

50 µg/cm2 (3,0 **p<0,01) 

12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2  
(2,5 à 4,4 ; **p<0,01) 

12,5 ; 25 µg/cm2 NS 
50 µg/cm2 (1,3 ; *p<0,05) 

 
NS 

ARNm Catalase  
NS 

12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2 
(0,66 à 0,54 ; *p<0,05) 

 
NS 

 
NS 

 

ARNm HO-1 

12,5 µg/cm2 (3,3 ; **p<0,01) 
25 µg/cm2 (4,8 ; *p<0,05) 

50 µg/cm2 (14,4 ; **p<0,01) 

 
NS 

 
12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2  

(1,8 à 8,3 *p<0,05) 

 
NS 

 

ARNm NQO-1 

 
12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2  

(5,5 à 10,1 ; **p<0,01) 

12,5 µg/cm2 : NS 
25 ; 50 µg/cm2  

(2,3 à 3,1 ; **p<0,01) 

 
12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2  

(2,7 à 6,4 *p<0,05) 

12,5 ; NS  
25 ; 50 µg/cm2  

(1,5 et 1,7 ; *p<0,05) 

 

ARNm IL-8 

12,5 µg/cm2 (7,1 ; **p<0,01) 

25 µg/cm2 (7,3 ; *p<0,05) 
50 µg/cm2 (7,2 ; **p<0,01) 

12,5 µg/cm2 (13,5 ; **p<0,01)  

25 ; 50 µg/cm2 
(9,4 à 13,5 ; ***p<0,001) 

 

12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2   
(1,6 à 2,0 ; **p<0,01) 

12,5 µg/cm2 NS  

25 ; 50 µg/cm2  
(2,0 *p<0,05) 

ARNm IL-6 12,5 µg/cm2 NS 
25 ; 50 µg/cm2 (0,6 **p<0,01) 

12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2  
(2,0 **p<0,01) 

 
nd 

 
nd 

ARNm TNF-α  

NS 

12,5 ; 25 ; 50 µg/cm2  

(3,4 à 4,0 **p<0,01) 

 

nd 

 

nd 
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 Aucune des doses testées pour les deux types de particules n’a montré de 

modification de la viabilité cellulaire après 24h d’exposition sur les deux modèles 

cellulaires (Tableau 7). Pourtant, toutes les études sur la toxicité in vitro de fumigènes de 

différentes familles telles que des formulations différentes à base d’hexachloroéthane, de 

rouge de phosphore ou des fumigènes de différentes couleurs (rouge, bleu, vert, jaune, 

orange, violet) rapportent une cytotoxicité de 10 à 100 % (Hemmilä et al., 2010, 2013; 

Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a; Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007; van Hulst 

et al., 2017). Plusieurs différences sont à souligner entre ces études et notre travail. Dans 

ces études, l’exposition des cellules est réalisée par exposition à l’aérosol total des 

fumigènes, incluant une toxicité de la part des gaz émis. Par exemple, les effets toxiques 

des fumigènes à base d’HC sont principalemet attribués à l’inhalation de ZnCl2 (El Idrissi 

et al., 2017; Hsu et al., 2005). De même, le monoxyde de carbone émis lors de la 

combustion de fumigènes colorés contribuerait aux effets cytotoxiques mesurés 

(Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a). De plus, les concentrations d’exposition ne sont 

pas standardisées entre les études et il est difficile de les comparer avec celles utilisées 

dans ce travail. Enfin, ces études utilisent des lignées cellulaires (BEAS-2B et A549) non 

différenciées qui sont plus sensibles aux particules que des modèles primaires cultivés à 

l’IAL (Ghio et al., 2013). 

 Malgré cette absence de cytotoxicité, une exposition de 24h aux particules de RSS 

a augmenté significativement l’expression des gènes antioxydants dont SOD-2, HO-1, et 

NQO-1 pour les deux modèles cellulaires ainsi que de SOD-1 pour les cellules NHBE. Aucun 

effet sur la CAT n’est observé (Tableau 7). Généralement, une exposition aux particules a 

tendance à diminuer l’expression des SOD dans les cellules pulmonaires (Cui et al., 2020; 

Hur et al., 2022; Seriani et al., 2016; H. Wang et al., 2019) mais quelques études montrent 

également des inductions d’expression (Abbas et al., 2019; Fernando et al., 2019; Juarez 

Facio et al., 2022). L’étude de la réponse antioxydante est complexe et nécessite de 

réaliser des cinétiques d’exposition pour mieux comprendre les mécanismes sous-

jacents. Les marqueurs antioxydants HO-1 et NQO-1 sont des enzymes qui sont très 

largemement induites lors d’un stress oxydant médié par des particules (Crobeddu et al., 

2017; Deng, Rui, et al., 2013; Fernando et al., 2019; Frias et al., 2020; Juarez-Facio et al., 

2022; Niu et al., 2020; Skuland et al., 2017), ce qui est cohérent avec les inductions 

d’expression observées pour les deux modèles cellulaires. Ainsi, les particules RSS ont la 

capacité d’induire une forte réponse antioxydante dans les deux modèles cellulaires qui 
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pourrait être en lien avec la forte réponse des particules au test du DTT pour la mesure 

de leur PO. En effet, des corrélations entre le PO DTT et les expressions de gènes HO-1 et 

SOD-2 induits par des particules ont été rapportés (Crobeddu et al., 2017, 2020; 

Karavalakis et al., 2017; N. Li, Sioutas, et al., 2003). Des différences entre les deux modèles 

sont observées après 24h d’exposition aux particules HC-OS. Les cellules SAEC semblent 

plus sensibles à ces particules, avec une augmentation des expressions de SOD-2 et NQO-

1 ainsi qu’une diminution de la CAT alors que seule l’expression de NQO-1 est augmentée 

dans les cellules NHBE (Tableau 7).  

 Concernant la réponse inflammatoire, une exposition de 24h aux particules de RSS 

a induit une augmentation significative de l’expression du gène IL-8 dans les deux 

modèles cellulaires, plus importante pour le modèle SAEC que NHBE, et une diminution 

de l’expression de l’IL-6 (Tableau 7). L’exposition aux particules HC-OS a induit une forte 

réponse inflammatoire dans le modèle SAEC, marquée par des augmentations 

d’expressions de l’IL-8, l’IL-6 et du TNF- α à toutes les concentrations. Dans le modèle 

NHBE, les particules HC-OS augmentent faiblement l’expression de l’IL-8 comparé aux 

SAEC. Ces résultats sont cohérents avec ceux retrouvés dans la littérature pour d’autres 

types de particules, tels que des DEP, des PM2.5 ou encore des particules ultrafines 

montrant des inductions ou des diminutions d’une ou plusieurs cytokines selon le type de 

particules étudiées (Bengalli et al., 2019; Juarez Facio et al., 2022; Lan et al., 2021; Luo et 

al., 2021; Totlandsdal et al., 2010; Vattanasit et al., 2014). Ainsi, les résultats obtenus 

semblent suggérer une forte réponse inflammatoire dans le modèle SAEC pour les deux 

types de particules. 

 Les différences de réponses observées entre les deux modèles pour les particules 

HC-OS et en particulier en ce qui concerne la réponse inflammatoire résultent 

probablement de la différence majeure entre les modèles à former un épithélium 

pseudostratifié mucociliaire. En effet, le modèle NHBE cultivé à l’IAL est capable de 

développer un épithélium pseudo stratifié mucociliaire (Juarez-Facio et al., 2022) 

contrairement aux SAEC dont la culture à l’IAL à 7 jours est plus limitée pour obtenir ce 

type d’épithélium. Ainsi, le mucus produit par les cellules NHBE forme très probablement 

une barrière protectrice par piégeage des particules (Webster & Tarran, 2018) et 

également par les nombreuses protéines antimicrobiennes et anti-inflammatoires qui le 

constituent (Sanchez-Guzman et al., 2021).  
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 En conclusion, ces résultats montrent que les cellules épithéliales traché-

bronchiques (NHBE) et bronchiolaires (SAEC) mettent en place des défenses 

antioxydantes et déclenchent une réponse inflammatoire qui est spécifique à chaque 

fumigène, sans pour autant induire de mortalité, ce qui pourrait correspondre à une 

réponse adaptative.  De plus, le modèle SAEC paraît plus sensible comparé au modèle 

NHBE, probablement en raison de la capacité de ce dernier à former un épithélium 

pseudostratifié pourvu d’une fonction mucociliaire. Afin d’approfondir l’induction d’un 

stress oxydant par les particules de fumigènes, d’autres marqueurs ont été étudiés avec 

le modèle NHBE.  

 

4. Étude de la toxicité aiguë des particules HC-OS et RSS sur 

le modèle NHBE  

 Des expositions d’1h, 4h et de 24h aux particules RSS ont provoqué une production 

d’ERO dépendante de la concentration. D’autres particules d’origine pyrotechnique 

émises par des feux d’artifices de différentes couleurs (Hickey et al., 2020) ou par 

différentes armes de tirs (Bergström et al., 2015) ont induit une production d’ERO dans 

les cellules BEAS-2B ainsi que dans des cellules NHBE et A549, après 3,5h et 24h 

d’exposition, respectivement. Ces deux études ont montré que les composés à l’origine de 

production d’ERO dans les cellules sont des particules riches en Pb, Cu et Zn. Cette 

observation n’est cependant pas transposable aux particules RSS qui ne présentent pas la 

même composition en métaux. Cependant, de nombreux types de particules (PM10, PM2.5), 

d’origines variés (urbaine, combustion, industrielle), avec des compositions chimiques 

différentes sont capables d’induire une production d’ERO dans des cellules pulmonaires 

(Baulig et al., 2009; Chirino et al., 2010; Cui et al., 2020; Hong et al., 2016; Pardo et al., 

2015; Seriani et al., 2016). Généralement, une surproduction d’ERO est associée à une 

diminution des SOD (Chirino et al., 2010; Chu et al., 2016; Deng, Zhang, et al., 2013; Hong 

et al., 2016; Niu et al., 2020; Seriani et al., 2016; C. Zhao et al., 2020) mais dans notre étude 

nous observons une augmentation de l’expression de ces marqueurs antioxydants après 

24h d’exposition ainsi que 24h post exposition. L’expression de ces enzymes 

antioxydantes est souvent variable au cours du temps d’expositon aussi, une cinétique est 

nécessaire pour mieux caractériser ces altérations. De même, nous avons observé une 
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augmentation de la concentration de glutathion total alors que des études rapportent que 

des expositions de 24h à des PM2,5 (Niu et al., 2020 ; Zhao et al., 2020) ou PM10 (Chirino et 

al., 2010) ont causé une diminution de sa concentration dans des cellules pulmonaires. 

Nous pouvons supposer que la concentration de glutathion est d’abord diminué afin de 

neutraliser les ERO produits précocément à 1h et 4h, puis augmentée en réaction à la 

production prolongée d’ERO à 24h. En effet, par exemple, 3h d’exposition à des particules 

ultrafines a réduit le niveau de glutathion mais a été suivi d'une augmentation après 24h 

d’exposition dans les cellules BEAS-2B (Juarez Facio et al., 2022). La forte induction de 

l’expression de NQO-1 est retrouvée au niveau protétique après 24h d’exposition et 24h 

post exposition. NQO-1 est bien connu pour être induit par les quinones et catalyser leur 

réduction (Burchiel et al., 2007; Dinkova-Kostova & Talalay, 2010). Ainsi, la forte 

induction de NQO-1 est sûrement liée aux anthraquinones présentes dans les particules 

RSS. En effet, les colorants des fumigènes colorés sont composés d’anthraquinones qui 

peuvent compter pour au moins 40 % de la composition totale des fumigènes rouges 

(National Research Council (U.S.), 1999). De plus, par le cycle rédox des quinones, cette 

forte expression de NQO-1 peut entraîner une production excessive d'O2
— (Valavanidis 

et al., 2013; Zheng et al., 2020) pouvant expliquer la production prolongée d’ERO à 24h. 

L’ensemble de ces enzymes antioxydantes sont régulées par les voies AhR et Nrf-2 

activables par les particules (Deng, Zhang, et al., 2013; Frias et al., 2020; Loboda et al., 

2016; Merk et al., 2020; Pardo et al., 2020; H. Zhang et al., 2012). Ainsi, mesurer 

l’implication de ces facteurs de transcription permettrait de détecter plus précocément la 

réponse antioxydante et d’en mieux comprendre les mécanismes.  

 Enfin, l’expression du marqueur pro-inflammatoire IL-8 est restée 

significativement élevée 24h après la fin de l’exposition aux particules RSS. Cette réponse 

inflammatoire pourrait être approfondie par la mesure de l’expression et de la sécrétion 

de plusieurs cytokines ou chémokines, tels que IL-1β, GM-CSF ou MCP-1, à différents 

temps d’exposition. 

 Concernant les particules HC-OS, une faible réponse antioxydante associée à une 

faible réponse inflammatoire a été précédemment décrite, ce qui semble cohérent avec 

l’absence de surproduction d’ERO après 1h et 4h d’exposition. Toutefois, ce résultat est 

surprenant au vu de leur riche composition en métaux, notamment en Fe connu pour 

contribuer à la production d’ERO (Deng, Zhang, et al., 2013). De façon contradictoire, 

malgré l’absence d’ERO, les particules HC-OS ont induit une augmentation de la 
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concentration de glutathion total. Etant donné les rôles pléiotropes du glutathion dans la 

cellule, il reste cependant difficile d’attribuer ce résultat au seul stress oxydant qui devrait 

être évalué par des mesures du ratio du glutathion réduit sur le glutation oxydé, non 

réalisées dans ce travail (Rahman et al., 1999).  

 L’ensemble de ces résultats démontre que les particules RSS induisent une réponse 

biologique plus forte ques les particules HC-OS en provoquant un stress oxydant mis en 

évidence par la production d’ERO, une augmentation des défenses antioxydantes et par 

l’activation d’une réponse pro-inflammatoire. Des niveaux excessifs d’ERO, 

principalement sous forme radicalaire, peuvent causer de graves dommages à l'ADN, à 

l'ARN et aux protéines pouvant conduire au développement de cancers (Falcon-

Rodriguez et al., 2016). D’ailleurs, les études de toxicité sur les fumigènes citées ont mis 

en évidence des effets génotoxiques ou mutagènes pour les fumigènes HC/Zn ; 

Hc/Zn/TNT et colorés (rouge, orange, violet, bleu, jaune, vert) (Hemmilä et al., 2010, 

2013; Hemmilä, Hihkiö, Kasanen, et al., 2007a; Hemmilä, Hihkiö, & Linnainmaa, 2007; 

Mekki, 2017; van Hulst et al., 2017) montrant l’intérêt d’étudier ces potentiels effets avec 

les fumigènes utilisés dans ce travail. Enfin, le stress oxydant associé à une réponse 

inflammatoire peut être à l’origine ou contribuer au développement ou à l’aggravation de 

pathologies pulmonaires telles que l’asthme, la fibrose ou la BPCO (Falcon-Rodriguez et 

al., 2016). De plus, les résultats de microscopie ont montré des changements 

morphologiques de l’épithélium ainsi qu’une diminution de la densité des cils, 

particulièrement marqués 24h après la fin de l’exposition aux particules RSS. Une 

diminution du battement ciliaire in vivo peut favoriser la rétention des particules au 

niveau du poumon profond et induire une toxicité plus sévère pouvant conduire à un 

remaniement de l’épithélium (Churg et al., 2003; Coyne et al., 2002; Nordberg et al., 2020). 

 

5. Toxicité répétée des particules RSS sur le modèle NHBE 

 Les particules de RSS s’étant révélées les plus toxiques, nous avons décidé 

d’exposer le modèle NHBE de façon répétée, 4 traitements de 16h par jour, à des 

concentrations de particules de RSS plus faibles (3,125 et 12,5 µg/cm2) qu’en exposition 

aiguë. Ces concentrations sont cohérentes avec d’autres études qui ont utilisé des doses 

comprises entre 1 et 10 µg/cm2 de particules urbaines pour des expositions répétées sur 

le modèle NHBE différencié à l’IAL 
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 Alors que nous avons observé des réponses antioxydantes et inflammatoires 

prolongées après l’arrêt de l’exposition ainsi qu’une internalisation des particules et des 

changements morphologiques de l’épithélium plus prononcés 24h après l’exposition 

aiguë aux particules de RSS, notre hypothèse était que des expositions répétées 

causeraient des dommages oxydatifs plus importants qu’après exposition aiguë. Or, les 

seules réponses induites sont une augmentation de l’expression de NQO-1 aux deux 

concentrations testées et une augmentation faible mais significative de la viabilité 

cellulaire à la plus forte concentration (12,5 µg/cm2). Ce dernier résultat pourrait être en 

lien avec l’augmentation de l’imperméabilité de la barrière épithéliale ainsi qu’avec les 

changements morphologiques de l’épithélium observés à cette concentration. Pour 

confirmer ces résultats, il serait pertinent de mesurer la résistance électrique 

transépithéliale (TEER) de l’épithélium au cours de l’exposition répétée ainsi que 

l’expression et la localisation des protéines impliquées dans les jonctions serrées. En effet, 

l’augmentation de l’imperméabilité obtenue avec le test au Dextran-FITC pourrait 

simplement être le résultat d’une hypersécrétion du mucus piégeant le 

Dextran.  L’absence de stress oxydant pourrait également s’expliquer par une 

augmentation de la clairance muco-ciliaire du modèle lors des expositions répétées. En 

effet, lors d’observations des cellules au microscope optique, il semblerait qu’il y ait une 

hypersécrétion de mucus et un battement ciliaire plus rapide après la dernière exposition. 

Il est bien connu que les polluants atmosphériques, comme les DEP, les PM2.5 de diverses 

origines ou la fumée de cigarette favorisent l'expression des gènes de la mucine, telles que 

MUC5AC et une hypersécrétion de mucus dans des modèles pulmonaires cellulaires 

humains et chez l’animal (Deering-Rice et al., 2019; S. Feng et al., 2019; Kanai et al., 2015; 

Memon et al., 2020). Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions mesurer l’expression 

de la MUC5AC et d’autres mucines ainsi que la fréquence du battement ciliaire. De même, 

les expositions répétées semblent altérer les cils, il serait nécessaire de mesurer leur 

densité et leur longueur. Enfin, les changements morphologiques de l’épithélium sont à 

confirmer par de nouvelles analyses de microscopie avant d’en explorer les mécanismes.  
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 Ce travail de thèse avait pour objectif d’évaluer la toxicité pulmonaire in vitro de la 

fraction particulaire de fumigènes. En effet, la combustion de fumigènes génère des 

particules dont les effets sur la santé humaine sont très peu connus contrairement aux 

particules de l’air ambiant. Ainsi, nous avons étudié la fraction particulaire d’un fumigène 

de signalisation de couleur rouge (RSS), d’un fumigène anti-intrusion (AIS) et d’un 

fumigène de camouflage à base d’hexachloroéthane (HC-OS), principalement utilisés dans 

un cadre militaire. Bien qu’il existe de nombreux modèles cellulaires pulmonaires, peu 

sont représentatifs de l’épithélium pulmonaire humain, c’est pourquoi nous avons choisi 

de travailler avec des modèles de cellules primaires épithéliales trachéo-bronchiques 

(NHBE) et bronchiolaires (SAEC) cultivés à l’interface air liquide (IAL).  

 La toxicité des particules dépend fortement de leur taille qui va conditionner leur 

dépôt dans l’appareil respiratoire mais aussi de leur composition chimique complexe. 

Ainsi, les résultats de la caractérisation physicochimique ont mis en évidence que les 

particules produites par les trois types de fumigènes font parties de la classe des 

particules fines voire ultrafines, capables donc de se déposer profondément dans 

l’appareil respiratoire. Les trois types de particules présentent des compositions 

chimiques variables, notamment des différences au niveau des métaux et des composés 

organiques.  

 De nombreuses études portant sur la toxicité des particules ambiantes telles que 

les particules liées au trafic routier, aux activités industrielles ou encore aux processus de 

combustion ont mis en évidence un mécanisme de toxicité ubiquiste, le stress oxydant. 

C’est pourquoi, dans un premier temps, l’évaluation de la toxicité des particules a été 

réalisée par la mesure de leur potentiel oxydant (PO), à l’aide de deux méthodes 

acellulaires différentes : la déplétion en antioxydants et le test du DTT. Les résultats ont 

montré que les particules répondaient aux deux tests utilisés, avec des spécificités de 

réponses dépendantes du type de particules, probablement en raison de leurs 

compositions chimiques différentes. Ces résultats indiquent donc qu’elles possèdent un 

PO et soulignent l’importance d’utiliser plusieurs méthodes pour évaluer le PO de 

particules. 

 

 Dans un deuxième temps, nous avons évalué la toxicité aiguë (24h) des particules 

par une approche in vitro impliquant l’utilisation de deux modèles cellulaires primaires 

(NHBE et SAEC) cultivés à l’IAL. La culture à l’IAL du modèle NHBE a permis de travailler 
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sur des cellules différenciées formant un épithélium pseudo-stratifié doué d’une fonction 

mucocilliaire.   

 L’étude de la toxicité aiguë sur le modèle SAEC a d’abord mis en évidence la 

capacité des trois types de particules de fumigènes à induire des réponses antioxydantes 

et inflammatoires, mécanismes impliqués dans l’induction d’un stress oxydant, sans effets 

cytotoxiques. Ces réponses cellulaires semblent être en lien avec le PO des particules et 

suggèrent la mise en place d’une réponse adaptative.  

 Afin d’explorer davantage les mécanismes du stress oxydant, d’autres marqueurs 

ont été étudiés sur le modèle NHBE pour les particules RSS et HC-OS. Tout d’abord, en 

accord avec les résultats sur le modèle SAEC, nos doses utilisées étaient non cytotoxiques. 

Les résultats de cette étude ont mis en évidence la capacité des particules RSS à induire 

un stress oxydant, caractérisé par une production d’ERO, une augmentation des défenses 

antioxydantes marquée par l’augmentation de glutathion total et de marqueurs 

antioxydants et inflammatoires dont certains marqueurs étaient toujours induits 24h 

post exposition aux particules RSS. Pour les mêmes marqueurs étudiés, les résultats de 

cette étude sont très similaires à ceux obtenus sur le modèle SAEC. L’ensemble de ces 

réponses cellulaires indique donc un stress oxydant causé par les particules RSS qui 

pourrait potentiellement induire des dommages aux constituants cellulaires et conduire 

à un remodelage de l’épithélium. En effet, parallèlement au stress oxydant et à une 

internalisation des particules visible de façon marquée 24h post exposition, des 

modifications morphologiques de l’épithélium ont pu être mises en évidence. Alors 

qu’une exposition aiguë aux particules HC-OS a induit des réponses antioxydantes et 

inflammatoires sur le modèle SAEC, très peu d’effets ont été observés sur le modèle NHBE. 

Ce manque d’effets est probablement causé par la capacité de ce modèle à former un 

épithélium mucociliaire sécrétant du mucus, capable de mieux se défendre face à ces 

particules.  

 

 Dans un troisième temps, nous avons évalué la toxicité après des expositions 

répétées (4 x 16h) aux particules de RSS sur le modèle NHBE. Les expositions répétées 

n’ont pas induit de stress oxydant alors qu’un remodelage de l’épithélium a été mis en 

place, similaire à celui observé 24h post exposition aiguë.  
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 Ce travail de thèse a permis d’améliorer les connaissances sur les effets toxiques 

de la fraction particulaire des fumigènes dont les effets ont été très peu étudiés. 

L’ensemble de ces résultats a mis en évidence la nécessité de poursuivre les recherches 

sur la toxicité des particules de fumigènes afin d’améliorer la réglementation et de 

permettre d’établir des limites d’expositions notamment dans le cadre professionnel 

militaire. Enfin, l'approche scientifique développée ici pourrait être utilisée pour étudier 

la toxicité de particules suite à l’exposition à d'autres activités pyrotechniques. 

 

 Enfin, suite à ces résultats, il serait intéressant d’approfondir l’étude des 

mécanismes du stress oxydant induit par une exposition aiguë aux RSS, en mesurant les 

dommages oxydatifs aux différents constituants cellulaires et en particulier l’oxydation 

des acides nucléiques qui pourrait expliquer des effets génotoxiques relevés dans la 

littérature et dont le lien avec le stress oxydant généré par les particules colorées n’a 

encore jamais été réalisé. De plus, au vu des altérations morphologiques observées sur le 

modèle NHBE, une étude plus complète sur l’altération possible de la fonction 

mucociliaire serait intéressante à mener, en évaluant par exemple la densité des cils, leur 

longueur, la fréquence du battement ciliaire ou encore en réalisant des 

immunomarquages de marqueurs des cellules ciliées. Cette étude de la fonction 

mucociliaire serait également intéressante à réaliser après exposition aux particules HC-

OS pour lesquelles le modèle NHBE s’est révélé plus résistant que le modèle SAEC après 

exposition aiguë, probablement grâce à un effet protecteur, au moins à court terme, de la 

fonction mucociliaire. Une étude des interactions entre les particules, de compositions 

différentes, et les composants du mucus permettrait également de mieux comprendre les 

différences de réponses observées entre les deux types de particules.  

 De même, une cinétique d‘effets au cours du temps permettrait de mieux 

comprendre l’évolution de la fonction mucociliaire ainsi que le rôle du stress oxydant 

dans le remodelage de l’épithélium observé après les expositions répétées aux particules 

RSS.
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ABSTRACT 

 

 Pyrotechnic smokes are widely used in the military field. Their combustion generates 

particles with complex physicochemical properties that might cause toxic effects. Although 

respiratory damages have been described after inhalation of smoke aerosols in humans and 

animals, very few studies have focused on the toxicity of the particulate fraction and even less on 

the cellular mechanisms potentially involved. 

 

This work aimed to explore the in vitro toxicity of particles from a red signaling smoke (RSS), an 

anti-intrusion smoke (AIS) and an hexachloroethane-based obscuring smoke (HC-OS). In order, 

to be closer of a physiological airway epithelium, we used models of primary normal human 

bronchial epithelial cell (NHBE) and small airway epithelial cells (SAEC) cultured at the air-liquid 

interface (ALI). ALI culture of NHBE cells allowed working with a mucociliary pseudo-stratified. 

 The results from the physicochemical characterization showed that particles can be 

classified as fine to ultrafine particles and exhibited variable chemical compositions in terms of 

metals and organic compounds. All the particles have an oxidative potential, highlighted by the 

depletions of ascorbic acid and dithiothreitol, with specificities of response depending on the 

particle type. No cytotoxic effect was measured after acute (24h) or repeated (4 x 16h) exposures 

to the different particles and for the two cell models. Changes in antioxidant and inflammatory 

markers were observed after acute particles exposure in SAEC model. The study of acute toxicity 

on the NHBE model was characterized by the induction of oxidative stress, internalization of 

particles and cuboic changes of the airway epithelium by RSS particles while few effects were 

observed with HC-OS particles. Surprisingly, repeated exposures to RSS particles on the NHBE 

model did not induce oxidative stress, although epithelial airway remodeling was observed. 

  

 In conclusion, this work highlights the need to further investigate on smoke particle 

toxicity in order to establish exposure guidelines in the scope of military professional exposures. 

 

 

Keywords: Pyrotechnic smokes, particles, oxidative potential, in vitro toxicity, primary cells 

cultured at air-liquide interface, oxidative stress 

  



 
 

RÉSUMÉ 

 

 Les fumigènes s’inscrivent dans le cadre des activités pyrotechniques et sont très utilisés 

dans le domaine militaire. Or, la combustion de fumigènes génère des particules aux propriétés 

physicochimiques complexes susceptibles de causer des effets toxiques. Si des atteintes 

respiratoires ont été décrites après inhalation d’aérosols de fumigènes chez l’homme et l’animal, 

très peu d’études se sont intéressées à la toxicité par inhalation de la fraction particulaire 

uniquement et moins encore aux mécanismes cellulaires potentiellement impliqués. 

 Ainsi, l’objectif général de ce travail a été d’évaluer la toxicité respiratoire de particules 

issues de la combustion de fumigènes par des approches in vitro impliquant l’utilisation de 

modèles de cellules primaires épithéliales trachéo-bronchiques (NHBE) et bronchiolaires (SAEC) 

cultivés à l’interface air liquide (IAL), représentatifs de l’épithélium respiratoire. La culture à l’IAL 

du modèle NHBE a permis de travailler sur un épithélium pseudo-stratifié mucociliaire. Nous 

avons étudié la fraction particulaire d’un fumigène de signalisation de couleur rouge (RSS), d’un 

fumigène anti-intrusion (AIS) et d’un fumigène de camouflage à base d’hexachloroéthane (HC-OS), 

principalement utilisés dans un cadre militaire.  

 Les résultats de la caractérisation physicochimiques des particules montrent qu’elles 

peuvent être classées comme particules fines à ultrafines et qu’elles présentent des compostions 

chimiques variables, en termes de métaux et de composés organiques. Toutes les particules 

possèdent un potentiel oxydant, mis en évidence par les déplétions de l’acide ascorbique et du 

dithiothréitol, avec des spécificités de réponses dépendantes du type de particules. Aucun effet 

cytotoxique n’a été mesuré après expositions aiguës (24h) ou répétées (4 x 16h), aux différentes 

particules et pour les deux modèles cellulaires. Des modifications de marqueurs antioxydants et 

inflammatoires ont été observés après exposition aiguë aux particules sur le modèle SAEC. La 

toxicité aiguë sur le modèle NHBE est caractérisée par l’induction d’un stress oxydant, d’une 

internalisation des particules et de changements morphologiques cubiques de l’épithélium après 

expositions aux particules RSS alors que peu d’effets sont observés avec les particules HC-OS. 

Étonnement, les expositions répétées aux particules RSS sur le modèle NHBE n’a pas induit de 

stress oxydant alors qu’un remodelage de l’épithélium a été visible.  

 En conclusion, l’ensemble de ces résultats met en évidence la nécessité de poursuivre les 

recherches sur les effets toxiques de la fraction particulaire des fumigènes, afin d’améliorer la 

réglementation et de permettre d’établir des limites d’expositions notamment dans le cadre 

professionnel militaire. 

 

Mots clés : fumigènes, particules, potentiel oxydant, toxicité in vitro, cultures primaires cultivées 

à l’interface air-liquide, stress oxydant 
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