N

N

Caractérisation de I’exposition pulmonaire aux
perturbateurs endocriniens adsorbés sur des particules
atmosphériques urbaines de différentes tailles
granulométriques: approches chimique et biologique in
vitro
Diane Le Bayon

» To cite this version:

Diane Le Bayon. Caractérisation de I'exposition pulmonaire aux perturbateurs endocriniens adsorbés
sur des particules atmosphériques urbaines de différentes tailles granulométriques: approches chimique
et biologique in vitro. Biochimie [g-bio.BM]. Université Paris sciences et lettres, 2022. Frangais.
NNT: 2022UPSLP023 . tel-04057711

HAL Id: tel-04057711
https://theses.hal.science/tel-04057711

Submitted on 4 Apr 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04057711
https://hal.archives-ouvertes.fr

PSL

UNIVERSITE PARIS

THESE DE DOCTORAT
DE L'UNIVERSITE PSL

Préparée a 'Ecole Pratique des Hautes Etudes

Caractéerisation de I’exposition pulmonaire
aux perturbateurs endocriniens adsorbes
sur des particules atmosphériques urbaines

de différentes tailles granulométriques :
approches chimique et biologique in vitro

Par
Diane LE BAYON
Soutenue le 24 juin 2022

Ecole doctorale n° 472
Ecole doctorale de [P’Ecole
Pratique des Hautes Etudes

Spécialité
Chimie, environnement et santé

Composition du jury :

Armelle BAEZA
Professeur,
Université Paris Cité

Sylvain BILLET
Maitre de Conférences
Université du Littoral Céte d’'Opale

Sylvie DERENNE
Directrice de Recherche,
CNRS

Philippe GARRIGUES
Directeur de Recherche,
Université de Bordeaux

Lucie OZIOL
Maitre de Conférences,
Université Paris Saclay

Gaélle UZU
Directrice de Recherche,
IRD

Elodie MOREAU-GUIGON
Maitre de Conférences,
EPHE

Rapporteur

Rapporteur

Invitée

Président du jury

Encadrante

Examinatrice

Directrice de thése






Remerciements

Je tiens a remercier les membres de ce jury de thése : Madame Armelle Baeza et Monsieur
Sylvain Billet, qui ont accepté d’étre les rapporteurs de ce travail, ainsi que, Madame Gaélle
Uzu et Monsieur Philippe Garrigues qui ont accepté d’en étre les examinateurs. Je les
remercie pour le temps consacré a évaluer ce travail de theése, pour I’intérét qu’ils y ont porté,
ainsi que pour la qualité des échanges que nous avons eu lors de la soutenance. Je remercie
également mes encadrantes de these, Sylvie Derenne, Elodie Guigon et Lucie Oziol. Merci
infiniment pour votre accompagnement qui m’a permis de mener a bien ce doctorat, merci de

vos conseils avisés et de m’avoir fait bénéficier de votre grande expérience.

Je remercie également les membres du comité de thése, Gilles Foret, Aurore Gely-Pernot et
Sara Karolak. Merci pour les échanges que nous avons eu lors des comiteés, et pour le suivi de

mon travail lors de cette thése.

Je tiens également a remercier toutes les personnes avec qui j’ai travaillé pendant ces 3 années
et demie de thése. Lors de ce travail, j’ai eu la chance de bénéficier de I’accompagnement de

deux laboratoires, ’'UMR METIS et 'UMR ESE.

Tout d’abord pour 'UMR METIS, un grand merci a 1’équipe EPHE : Fabrice Alliot, Annie
Desportes, Héléne Blanchoud, Aurélie Goutte, Thomas Thiebault et Sira Traoré. Merci
d’étre une équipe aussi dynamique et pour tous vos conseils. Je tiens a remercier plus
particulierement Fabrice, merci pour tes explications, ta patience et de m’avoir accompagné a
de multiples reprises sur le terrain. Merci également a Annie pour ton aide précieuse au
laboratoire. Un grand merci également a Jean-Marie Mouchel, Bénédicte Sabatier, Valérie

Girard, Aurelien Baro pour votre accueil au sein de ’'UMR METIS.

Pour ’'UMR ESE, je tiens a remercier le groupe Santé Publique Environnement : Maya

Bimbot, Sara Karolak et Yves Lévi. Merci pour votre accueil au sein de 1’équipe (et ¢a depuis



le M2 1), pour toutes les discussions et la bonne ambiance qui a régné dans cet étage de la tour
B. Un merci trés appuye a Maya, fidele binbme depuis plusieurs années, merci infiniment pour
ton investissement, ta pédagogie et ton aide si précieuse dans tout ce travail. Ca a été un vrai
plaisir de travailler avec toi. Merci également a Léa Lefebvre pour ta participation a ce travail

dans le cadre de ton stage. Merci a Jane Lecomte pour I’accueil au sein de 'UMR.

Merci a Monsieur Christophe Ampe et a Airparif, pour nous avoir permis d’installer ces deux
préleveurs sur les sites Airparif, merci du temps consacré a ce que 1’on puisse mener a bien nos

prélevements.

Un grand merci également a tous mes colléegues de couloir, qui faisaient si bien I’effort
d’essayer de s’intéresser a mon sujet de thése, méme s’il détonnait un peu dans ce couloir
d’hydro ! Alexandre D, Alexandre P, Audrey, Daniéle, Elijah, Etienne, Gurpreet, Ludovic,
Marc, Maxime, Mohamed, Mounir, Ningxin, Noélie, Pedro, Pierre, Salma, Sylvain,
Thibault, Thomas P, Thomas V, Vincent, Xingcheng... Merci pour tous ces moments au coin
convivialité, que cela soit pour rigoler a de bonnes blagues, pour discuter de sujets scientifigues,
pour boire un « momojito »... Merci pour les belles soirées au « science », je m’y suis construit
des souvenirs inoubliables et...on s’est franchement bien marré. Ces moments ont été de vraies

soupapes, et ¢a a été un plaisir de découvrir chacun d’entre vous ces dernic¢res années.

Merci a mes grandes amies, mes « rocs » tout au long de cette thése, Héléne et Noélie. Sans
votre soutien si précieux pendant toutes ces années, tout aurait été beaucoup plus dur ! Merci
infiniment Hélene pour tous tes conseils avisés, nos verres, nos (longues !) discussions et nos
franches rigolades. Merci Noélie d’avoir été une confidente hors pair, une oreille toujours
attentive. J’ai adoré toutes nos conversations scientifiques et je te suis €normément
reconnaissante d’avoir mis a ma disposition toutes tes compétences en statistiques, tu as été

d’une tres grande aide. Vous €tes des amies en or !



Enfin, un immense merci (mais j’ai bien I’impression que ce mot n’est pas suffisant a exprimer
toute ma gratitude) a la personne la plus importante, celle qui m’a supporté pendant toutes ces
années, Baptiste. Tu as été un vrai supporter, d’un soutien infaillible, que cela soit dans les

hauts ou les bas. Je mesure chaque jour la chance que j’ai de t’avoir a mes cotés. Merci.






Table des matieres

TaDIE ES FIGUIES ...t bbbt v
Table d8S tADIEAUX ......ee et a e VIl
ADFEVIALIONS ... bbbttt b et bbbt b e XI
INEFOTUCTION ...t bbbttt et bbbt b e re et e e e 1
Chapitre 1 - CoNteXte GENETAL...........coveiieiieeeee et et esreenreenaeaneas 9
I.  Les particules atmMOSPNENIQUES .........ccueiiieiieiie ittt 11

1. Origine, formation et classification des particules atmosphériques ............c.cccoeuve.... 12

2. Devenir des particules atmosphériques dans 1’arbre respiratoire ...........occvevvvveriennnns 15

3. Effets sur 1a santé deS PM.......ccoiiiiiiciciece et 25

Il. Perturbateurs NAOCTINIENS ........c.civiieiieieee et sre e enes 26

1. Systéme endoCrinien NUMAIN..........cooiiiiiiiieee e 27

2. Mode d’action des perturbateurs endOCIINICNS .......ccvvvvereeriirieiieie e 35

3. Effets suspectés ou avérés des perturbateurs endoCriniens ...........ccocevvevveveeerieriennn, 36

4. Perturbateurs endocriniens dans I’air .........ccccovvieeeeiiiiiie e 37

5. Voies d’action des composés PE €tudi€s...........ccooviiiiiiiiiiiiiiee e 41
Chapitre 2 - Matériels et METhOUES ..........ccveiieiiie e 45
I, Sites urbains d EtUAE .......ccuvviiiiiiiiii e 47

1. SElection des SItES UID@INS ........cceiiiiiieieieiee e 47

2. EChantilloNNAge .......c.coviiieiece e e 48

3. Plan d’échantillonnage ............ccooiiiiiiiiiiicii 51

4. TeStS PrElIMINAITES.......coviiieiieeie ettt et sre et esre e aeeneesaeas 53

5. Validation des mesures de pollution des sites choisis (d’aprés la base de données

ATPANT) Lottt bbbt 54
6. Préparation des extraits PartiCUlAIreS ..........cooeiiiieiiieee e 58
. Analyse chimique des extraits partiCulaires ...........ccocvvevirneienies e, 64



1. Analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(GCAIMISIIMIS) ...ttt sttt sttt st b et et et eeseabe s eneans 64
2. Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/IMIS) ..ottt ettt sttt e s et st neste e ene it 66
3. Expression et traitement des résultats obtenus par 1’analyse chimique..................... 67
1. Analyse biologique des extraits partiCulaires ............cccceevevvereiieeseese e, 72
1. Mesure du potentiel oestrogenique sur cellules T47D-KBLUC ........ccccovevveieiivenenne 72
2. Mesure du potentiel anti-androgénique sur cellules AIZ-AR ........c..cccooevveieieennnn, 74
3. Mesure du potentiel dioxin-like sur cellules AZ-AhR ..., 75
4. Mesure de la viabilité CEHUIAITE.........cccviiiei e 76
5. Mesure de Iactivité transcriptionnelle .............ccooveiiiiiiiiii 77
Chapitre 3 - Determination des teneurs en COSV dans les particules............ccocoovvviiiienenen, 89
I.  Contamination globale des PartiCUules ............ccoceeiiiiniiiiieee e 92
1. Contamination en COSV des particules en saison froide..........c.cccceevvvvenivnieinernnne 94
2. Contamination en COSV des particules en saison chaude...........c.ccooceveeerverieieennnnn, 97
. Contamination des particules par familles de COMPOSES ........ccccovvrirerniineneene, 100
L. PREAIALES ..ot 100
2. HAP ettt neens 105
3. Autres familles e COMPOSES ......c.eevviiieiiiee et 109
1. Particularité SEloN 185 SITES......ccueiiiiiiieiicee e 114
Chapitre 4 - Caractérisation des effets biologiqQUES............coeiieiiiiiiic i 119
I.  Potentiel cestrogénique des extraits de PM .........ccccociiiiiiiiiiiii e 123
1. Potentiel cestrogénique des extraits de PM rapporté au pg de particules................ 123
2. Potentiel cestrogénique des extraits de PM rapporté au m® d’air...........ccoceovuneeee. 134
3. Calcul desS EEQDIO......ccuiiieieiie sttt 137
4. Voie d’action des extraits de PM.........cccooiiiiiiiiiie e 140
5. Effets hormono-compétitifs des extraits de PM .......cccccovvvieiiiieiieniee e 143
6. Cas particulier DRNM .......ooiiiiii e 145



. Potentiel anti-androgénique des extraits de PM .........ccccoeiveieiie e 149

[1l.  Potentiel dioxin-like des extraits de PM ..., 152

1. Potentiel dioxin-like des extraits de PM rapporté au pg de particules..................... 152

2. Potentiel dioxin-like des extraits de PM rapporté au m3 d’air ..........ccccocvrrvevernnens 164

K R 0% (o8| o [T =L ] o] o RSP PRR 167
Chapitre 5 - Activité biologique en lien avec la contamination chimique...........cc.ccocvevveee. 173

I.  Influence de la contamination chimique sur les effets biologiques in vitro observés. 176

1. APProche globale. ... 176
2. Familles de composés identifiées comme diminuant les effets biologiques ........... 178
3. Echantillons a haut niveaux d’activité biologique.........cevverierierierenenenesieeeee e, 191

. Approche théorique de mise en relation de la contamination chimique et des effets

(o T0] [T [ [0 U= SRR SS PSRRI 193
1. Potentiel cestrogénique EEQCNIM.........ccoociiiiiiiiiiiee e 193

2. Potentiel dioxin-like TEQCHIM .......coiiiiiie e 196
COoNCIUSION EL PEISPECTIVES ...ttt bbb 201
Réferences biblOgraphiqUES ..o 211
AANINEXES ...ttt e oot nR et e e ne e 235



Table des figures

Figure 1 : Représentation schématique des liens entre les classes de particules étudiées en fonction de
leur diamétre et des teneurs dans 1’air (non a I'échelle)........cccvoviiiiiiiiiiii 6
Figure 2 : Schéma simplifié de la structure d'une particule atmospherique. ..........ccccevveviveiieiieiiecinennnn, 13
Figure 3 : Répartition en pourcentage des différents composants des PM2s et PMso sur le site de Paris
Les Halles (AIrparif, 2008). .......ccovciiiiiiiieie ittt sre et ta b s beere e besreetesreennesreares 13

Figure 4 : Contribution des différents secteurs aux émissions totales de PMiy et PMys (European

Environment AgenCy, 2009). .....ccviiiiiiieeie ittt re et et e e aente e e nreares 14
Figure 5 : Structure des voies respiratoires et lieu de dépot selon la taille des particules..................... 15
Figure 6 : Illustration de la zone d’alvéoles pulmonaires (Ozilgen et al., 2020). .........ccccoveverrirerrrrennn, 16
Figure 7 : Mécanismes de dépdt des particules inhalées dans les poumons (Darquenne, 2020)........... 17

Figure 8 : Schéma simplifié des voies aériennes et des lieux de dépdt des particules, I'épaisseur des zones
oranges représentent la quantité de COSV associés aux particules (Liu, Zhang et Weschler, 2017)... 19
Figure 9 : Illustration de I'épithélium des voies respiratoires (Bustamante-Marin et Ostrowski, 2017).

............................................................................................................................................................... 22
Figure 10 : Modele de clairance macrophagique de particules atmosphériques et cascade réactionnelle
(I A 1 IR0 220 ) DU 23
Figure 11 : Systeme endocrine humain (Bergman, United Nations Environment Programme, et World
Health Organization, 2013). .......cciiiiiie ettt st e te e et e te e e s beebe e besreeeesteeneesreares 28
Figure 12 : Profils d’inductions des ligands (Coll, 2013)......cccceiiiiiiiiinineiinieniereeesese e 30
Figure 13 : Structure des hormones stéroidiennes SEXUEIIES. .........ccoveceiiiiiiiii e, 31

Figure 14 : Voies d’activation des récepteurs nucléaires aux cestrogenes, ERo/f (Estrogen Receptor)

(adaptée de Khan, Cowan et ANMEd, 2012)........ccciiiiiiieeieieiee ettt ae e 32
Figure 15 : Voie d'activation du récepteur aux androgenes, AR (Héquet et al., 2017)......c..cccevevennenn. 33
Figure 16 : Voie d'activation du récepteur d’aryl hydrocarbones AhR (Pineau, Martin et Calleja, 2003).
............................................................................................................................................................... 34
Figure 17 : Modulation de la signalisation des récepteurs ER et AhR (Matthews et Gustafsson, 2006).
............................................................................................................................................................... 35
Figure 18 : Localisation des trois sites (I’étoile rouge indique l’emplacement des préleveurs). .......... 48
Figure 19 : Systemes de prélevements ULHTISES .........coviiiiirieiieiie e 49
Figure 20 : Variations des teneurs en PMzs et PMig (en UG/M?3) SUF 3 JOUTS ....vvvvcvcvcicverciceeeeeenns 52

Figure 21 : Evolution des teneurs en NO2 sur les sites d'études en fonction du temps, selon les données
N [ 12 1 PSPPSRSO PR PP PTPRO 56
Figure 22 : Graphique de Bland et Altman comparant les teneurs en particules moyennes mesurées par
Airparif et les teneurs en particules moyennes calculées expérimentalement dans cette étude, sur une

R TET 0 Tc oL A oo [OOSR PSP 57

v



Figure 23 : Filtre PMyo aprés 3 jours de prélevement d'air a un débit de 500 L/min avec le Digitel DH-

77 (iCH PrelEVEMENT HIVO)......cuiiiiiieiiie bbbttt 58
Figure 24 : Découpe d’un filtre chargé en particules selon I'usage (analyse chimique ou biologique). 59
Figure 25 : Taux de recouvrement (en %) des phtalates sur les filtres QMA. ... 68
Figure 26 : Taux de recouvrement (en %) des HAP sur les filtres QMA..........cceiiiiiiiiiiiee 68
Figure 27 Exemple d'un mécanisme de transactivation cellulaire pour le récepteur aux androgenes (AR)
(S SUN EL AL, 2016). ..ttt b e bbbt b ettt e e re e 77
Figure 28 : Exemple d'un plan de plagque 96 PUILS..........ccviirieiieiiiiiisesise s 78

Figure 29 : Paramétres de régression non linéaire de Hill considérés pour la sigmoide dose-réponse d’un
composé agoniste (GraphPad PriSIM).........coiiiiiiiiee it 80
Figure 31 : Tllustration de la situation idéale pour le calcul d’EEQ selon le modéle ECx : parallélisme

entre la courbe de 1’échantillon (B) et la courbe du composé de référence (A) (Villeneuve et al., 2000).

............................................................................................................................................................... 83
Figure 31 : Boxplot de la contamination globale en COSV (en pg/ug) selon les types de particules
(PM2,5, PM10, TSP) et les saisons (B, NIVEN)........ccoiiii et 93

Figure 32 : Proportion en concentration massique (en %) des familles de contaminants quantifiés en
saison froide (tout type de particules CONFONAUES). .......cccviiiiiieiiiice e 94
Figure 33 : Analyse en composantes principales des PM; s, PM1o et TSP collectés en saison froide et des

teneurs en familles de COSV (variables actives) et conditions climatiques (variables supplémentaires).

Figure 34 : Proportion en concentration massique (en%) des familles de contaminants quantifiés en
saison chaude (tout type de particules CONfONAUES). .......ccvviiiieiiiice e 97
Figure 36 : Analyse en composantes principales des PMzs, PMyo et TSP collectés en saison chaude et
des teneurs en familles de COSV (variables actives) et conditions climatiques (variables
SUPPIEMEBNTAITES). ...ttt bbbtk b bbbt e bt bbbt e e bttt n b 98
Figure 36 : Boxplot des teneurs en phtalates (en pg/pg) selon le type de PM (PMas, PMig, TSP) et des
saisons (froide en bleu, ChaUE €N TOUGE). ....voviiiiriiiiierieie s 100
Figure 37 : Origine et transfert des phtalates entre les différentes matrices environnementales(Ghosh et
SBNU, 2022)..... bbb E bR e E Rt bbbt et b e e r b n e 101
Figure 38 : Boxplot des concentrations en phtalates (en ng/m?) selon le type de PM (PMzs, PMio, TSP)
et deS SAISONS (B8, NIVET) ...oviieciee ettt ettt ne et e seenestesneee e 103
Figure 39 : Concentrations (en ng/m®) en phtalates, individuelles et sommées entre congénéres, selon le
type de PM (PMz5, PMio, TSPy) et des saisons (NIVEF, Et8). ........coveveiririreieie e 104
Figure 40 : Sources, transport et dép6t des HAP par I'atmosphére (Hussain et al., 2018)................... 105
Figure 41 : Boxplot des teneurs (en pg/pg) en HAP légers (a gauche) et en HAP lourds (& droite) selon
le type de PM (PM2,5, PM10, TSP) et des saisons (froide, chaude). .........cccooeiiiienineninieeeneee 106



Figure 42 : Boxplot des concentrations (ng/m?®) en HAP légers et HAP lourd selon le type de PM (PM3;s,

PMzo, TSP) €t 12 SaiSON (B, NIVEN). ....cuiiiiiiiiiiiec e 108
Figure 43 : Concentration moyennes (en ng/m?®) en HAP individuelles et sommées entre congéneres,
selon le type de PM (PMz5, PM1o, TSP) et la saison (hiver, &t8). ..o 109
Figure 44 : Boxplot de la contamination particulaire globale en COSV (en pg/ug) selon les sites P13,
P15, CRAMPIGNY. .ttt bt e et b bbb e st e e st b e bt n e nnennen e 114
Figure 45 : Potentiels cestrogénique des extraits de TSP (en ug de particules) prélevées en hiver (Hiv)
et en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny........cccovireirnineinieeseese s 125

Figure 46 : Potentiel cestrogénique des extraits de PMio (en pg de particules) prélevées en hiver (Hiv) et
en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny........cccceieirnineineisieeseese s 128
Figure 47 : Potentiel cestrogénique induits par les extraits de PM2s (en pg de particules) prélevées en
hiver (Hiv) et en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny........cccccvvveviiiiieieciene e 130
Figure 48 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a E2 (en g de particules) selon les types de particules
(PMz5, PM1g, TSP) en saisons froide et ChaUde. .........c.coeiiiiicii i 132
Figure 49 : Histogramme des TOP induits (en % d’E2) selon les types de particules (PM2s, PM1o, TSP)
€N SaiSONS Troide B CRAUTE. .......oveieiei bbbt 133

Figure 50 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a E2 (en m® d’air extrait) selon les types de particules

(PMz5, PM1g, TSP) en saisons froide et ChaUde. .........ccceiiiic i 136
Figure 51 : Boxplot des valeurs EEQbio relatives a E2 (en pg d’E2 par m® d’air extrait) selon les types
de particules (PM.s, PM1o, TSP) en saisons froide et chaude. ...........ccccoveviviienive e 139

Figure 52 : Mécanisme d’action du Fulvestrant (F) sur le récepteur ERa (ER) ; ERE : estrogen response
element (Osborne, Wakeling et NichoISon, 2004)...........ccuiiiiiireieinisese e 140
Figure 53 : Potentiel cestrogénique (en % d'E2) des extraits de PM (PMas, PM1o, TSP) prélevées en
saisons froide et chaude sur les sites de P13, P15 et Champigny. ......ccccovvrerereneiiininisesesesie s 142
Figure 54 : Potentiel cestrogénique (en % d'E2) des extraits de PM (PMzs, PM1o, TSP) prélevées en
saisons froide (en haut) et chaude (en bas) sur les sites de P13, P15 et Champigny........c.cccceeverveneenn. 144
Figure 55 : Potentiel cestrogénique (en %E2) des échantillons Hiv5, Hiv6 et Hiv7 (en pg de particules
extraites) de PM prélevées sur le site de P15 présentant un profil DRNM. ..........ccccoceviinniinncnnnnne 147
Figure 56 : Courbes dose-réponse complétes obtenues pour l'effet anti-androgénique selon les
BCNANTIHIONS. ...ttt et st e st et et e e e reerenbeste b e nne e 151
Figure 57 : Histogramme des TOP induits (en % de la TCDD) selon les types de particules (PMzs, PM,
TSP) en fonction des SAISONS FrOIdE. .......coviiiiiii e 154
Figure 58 : Potentiels dioxin-like des extraits de TSP (en ug de particules) prélevees en hiver (Hiv) et
en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny......c.ccoocviererierierieinieesesie e seeseenesesese e seeseeens 155
Figure 59 : Potentiels dioxin-like des extraits de PMio (en g de particules) prélevées en hiver (Hiv) et
en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny........ccuoviererierierieinieesesie e seeseeesesesie e seeseeens 158

Vi



Figure 60 : Potentiel dioxin-like des extraits de PM2s (en g de particules) prélevées en hiver (Hiv) et
en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny........ccceerrirnienieinieirie e 161
Figure 61 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a la TCDD (en pg de particules) selon les types de
particules (PMzs, PM1o, TSP) en saisons froide et chaude...........ccoccovoveieiiiiieniiiee e 162
Figure 62 : Boxplot des TOP induits (en % de la TCDD) selon les types de particules (PMzs, PM1o, TSP)
en 5aiS0NS froide Bt CRAUE. ..........ouiie ettt neeenes 163
Figure 63 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a la TCDD (en m® d’air extrait) selon les types de
particules (PMzs, PM1o, TSP) en saisons froide et chaude...........cccccovoveieiiiiieii i 166
Figure 64 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) et TOP (% E2) calculés
pour l'effet cestrogénique et la somme des phtalates quantifiées dans les particules............cc.cocouenee.. 178
Figure 65 : Régressions linéaires entre les EC50 (ug de particules extraites) et TOP (% TCDD) calculés
pour l'effet dioxin-like et la somme des phtalates quantifiées dans les particules..........ccccccoovevvernnnneee 179
Figure 66 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) calculés pour l'effet dioxin-
like et la somme des teneurs en phtalates quantifiées dans les particules. ..........cccoocevvvveveiecieiennae 181
Figure 67 : Régressions linéaires entre les EC50 (ug de particules extraites) et TOP (% TCDD) calculés
pour l'effet dioxin-like et la somme des teneurs en PCB quantifiées dans les particules.................... 182
Figure 68 : Régressions linéaires entre les EC50 (ug de particules extraites) et TOP (% E2) calculés
pour l'effet oestrogénique et la somme des teneurs en HAP quantifiées dans les particules............... 184
Figure 69 : Régressions linéaires entre les EC50 (ug de particules extraites) et TOP (% TCDD) calculés
pour l'effet dioxin-like et la somme des teneurs en HAP quantifiées dans les particules ................... 186
Figure 70 : Analyse en composantes principales entre les teneurs en HAP et les EEQbio et TEQbio

Figure 71: Régression linéaire entre les EC50 (ug de particules extraites) calculés pour I'effet

oestrogénique et la somme des teneurs en HAP quantifiées dans les particules...........cccoceovrverinnne 190
Figure 72 : EEQchim oestrogénique en pg/ug et en pg/m? pour les PMzs, PMig et TSP ................... 195
Figure 73 : Comparaison des EEQchim et EEQbio en fonction des fractions granulométriques ....... 196
Figure 74 : EEQchim en pg/ug et en pg/m? pour les effets dioXin-liKe..........c.ccceeeeeeeiieiiiiiiinninnn, 197
Figure 75 : Comparaison des EEQchim et EEQbio en pg/m? pour les effets dioxin-like.................... 198

VIl



Table des tableaux

Tableau 1 : Détails des composés étudiés, sources et proprietés Chimiques ........cccovveveivereiecieiesnes 39

Tableau 2 : Voies d'actions biologique des familles de composeés étudiés, adapté de INSERM, (2013) et

o LRI 1o 1T 220 ) TSROSO 42
Tableau 3 : Données de prélévements par type de particules en moyenne pour 3 jours de prélévements
............................................................................................................................................................... 49

Tableau 4 : Comparaison des teneurs moyennes en PMyo dans air (en pg/m®) obtenues en 2019 entre
les protocoles de préléevements en continu et en discontinu, sur 3 périodes de prélévement de 3 jours sur
le site de Bobigny (donNEes AIFPArif) .....ccoiieiiiiie e 52
Tableau 5 : Teneurs en particules (PMio et PM2s) dans 'air (LG/M3) ......oovurivierninniesseeeceeee, 53
Tableau 6 : Matrice de corrélation de Pearson et p-value associées entre les polluants de type NO2, PMys

Tableau 7 : Composition de la solution d’étalons internes utilisée pour l'imprégnation des piéces de
filtres dédiées a I’analyse ChHIMIQUE........ccoiveiiiiiie e 60
Tableau 8: Caractéristiques des extraits particulaires dédiés aux analyses biologiques: nom
d’échantillon, concentration d’extrait (en mg/uL de DMSO), teneurs des PM dans I’air (en pg/m?®), en

rouge concentration < 25 mg d’extraits particulaires/pL de DMSO ........cccooiiiiiniiieniie e 63
Tableau 9 : Composeés recherchés dans les extraits particulaires par GC-MS/MS..........c.cccocvvvveriennen. 65
Tableau 10 : Composés recherchés dans les extraits particulaires par LC-MS/MS.........c..cccooveevene 66

Tableau 11 : Moyenne des masses de particules en pg et de m® par piéce, selon les types de particules

............................................................................................................................................................... 67
Tableau 12 : Taux de recouvrement par la méthode multi-contaminants (en%) des composés quantifiés
SUF 1a MAtrice NIST PM1g €6 TSP ...uiiiiiiiiie ettt st e 71
Tableau 13 : Caractéristiques climatiques et concentrations en particules dans I’air moyennes des deux
périodes étudiées (saison chaude et frOIAE) .......c.ciiiiiiiie e e 91
Tableau 14 : Contamination globale quantifiée, tout type de particules confondues (en pg/ug) .......... 92

Tableau 15 : Teneurs moyennes en famille de COSV (en pg/ug) sur les PM2s, PMig et TSP collectés en
e U0 g 0] o LSS 94
Tableau 16 : Matrice de corrélation de Pearson entre les teneurs en familles de COSV (en pg/ug) des
particules et les parametres climatiques en SaisSon froIde ...........cocvveiiiiiiiiicsc e 96
Tableau 17 : Teneurs moyennes en COSV en saison chaude (N PO/HG) ....covrererereieninieneneneseeee 98
Tableau 18 : Matrice de corrélation de Pearson entre les teneurs en familles de COSV (pg/ug) et des
variables climatiques en SaISON CRAUTE. ..........ccooiiiiiiiiee e 99
Tableau 19 : Teneurs moyennes (pg/g) en chaque phtalates selon le type de PM (PM.s, PM1o, TSP) et

AES SAISONS (NIVET, BE).....eeuiiiiieieeie ettt sttt ettt ettt nn e 102

VIl



Tableau 20 : Teneurs moyennes (pg/ug) en chaque HAP selon le type de PM (PM_s, PM1o, TSP) et des
SAISONS (NIVET, BEE) ... vttt b bbb bt bbbt b e e bbbt 107
Tableau 21 : Concentration des PCB, PBDE, pesticides, parabénes et alkylphénols sur les PM selon les

SAISONS (PG/ L) +vveverereenreeeseese ettt b ettt b b bbb s bR R R R bR et R bR n s 109
Tableau 22 : Concentrations moyennes (en ng/m?) des parabénes, selon la saison (chaude et froide) et le
type particulaire (PMzss, PM10 €1 TSP) ..o s 110
Tableau 23 : Concentrations moyennes (en ng/m®) en alkylphénols et alkylphénols éthoxylés, selon la
saison (froide et chaude) et le type particulaire (PMz5, PM1g € TSP) ...ocoiiiiiiiiiccieieece 111
Tableau 24 : Concentrations moyennes (en ng/m®) en PBDE, selon la saison (froide et chaude) et le type
particulaire (PMz,s, PM10 L TSP) ...cuiiiiiiiccese e 111
Tableau 25 : Concentrations moyennes (en ng/m®) des PCB, selon la saison (froide et chaude) et le type
particulaire (PMazs, PMi10 B TSP) ...cuiiii ettt st sreene e renne s 112
Tableau 26 : Concentrations moyennes (en ng/m?) des pesticides, selon la saison (froide et chaude) et le
type particulaire (PMzs, PM1g L TSP) ..ottt et s 112
Tableau 27 : Contamination moyenne des particules selon les familles de composés, selon les sites (en
01070 Lo ) IR OSSPSR 115
Tableau 28 : Valeurs EC50 (en ug de particules) des extraits TSP........cccccovvvvveveivciese e, 124
Tableau 29 : Valeurs EC50 (en ug de particules) de tous les extraits PMig.......ccccoveveveciieieiecniennnn, 127
Tableau 30 : Valeurs EC50 (en ug de particules) de tous les extraits PMas P...ccceeceiecicneiecinennenn, 129
Tableau 31 : EEQbio calculés pour les échantillons (en pg d'E2/m? d'air extrait) ..........ccccccvreirnen. 138
Tableau 32 : Valeurs IC50 (en pg de particules) et BOTTOM (en % de DHT) des extraits de TSP
(Hiv12) et de PMig (B2, EtE10) ... ourveeeeeeeeeceessessesseseeesseeesesssssssnessssssesnssssssesssanssessssssssenssaneens 150
Tableau 33 : Valeurs EC50 (en g de particules) de tous les extraits TSP ........cccocevvviveiienesverienennn, 153
Tableau 34 : Valeurs EC50 (en g de particules) de tous les extraits PMig .......cocevevveienesnenienennn, 156
Tableau 35 : Valeurs EC50 (en g de particules) de tous les extraits PMas ......cccevvvveieneivenienennn, 160
Tableau 36 : Récapitulatif des valeurs EC50 pour les effets dioxin-like (moyenne + écart-type) p ... 167
Tableau 37 : Valeurs TEQbio (en pg de TCDD/M3 d'air eXIraits) .......cccevvervirvereseerieseeieseseeniesennns 169
Tableau 38 : Matrice de corrélation de Pearson entre la somme des teneurs des composés par famille (en
ng/g) et les valeurs d’EC SO TOP ..o 176

Tableau 39 : Matrice de corrélation de Pearson entre les activités cestrogéniques EEQbio et les PCB

Tableau 40 : Matrice de corrélation de Pearson considérant la température, les teneurs en HAP et les
Y1 TS o] o] [0 | o1 LSS 188
Tableau 41 : Matrice de corrélation avec attribution d'une valeur de diameétre par fraction particulaire
LTS -SSR 189



Tableau 42 : Comparaison des sommes moyennes de la contamination des échantillons a haut niveaux

d'activité biologique par rapport aux autres échantillons saison froide de la fraction correspondante

Tableau 43 : Valeurs moyennes des EEQbio et EEQchim pour les effets oestrogéniques. ................ 194
Tableau 44 : Valeurs moyennes des TEQbio et TEQchim pour les effets dioxin-like en fonction des
fractions GranUIOMELIIQUES .......c.coueiiiiieieie bbb 197



Abréviations

AhR : Aryl Hydrocarbon Receptor

AP : Alkylphénol(s)

APEO : Alkylphénols éthoxylates

AR : Androgen Receptor

ASE : Accelerated Solvent Extraction

BA : Bleu Alamar

BaP : Benzo(a)Pyréne

COSV : Composeés Organiques Semi-Volatils
COV : Composes Organiques Volatils
DHT : Dihydrotestostérone

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DRNM : Dose Réponse Non Monotonique
E2 : 17B—cestradiol

EC50 : Effective Concentration 50 %

EPA : Environmental Protection Agency

ER : Estrogen Receptor

GC-MS/MS : Gas Chromatography/Tandem
Mass Spectrometry
HAP Hydrocarbure(s)  Aromatique(s)

Polycyclique(s)

IC50 : Inhibition Concentration 50 %
LC-MS/MS : Liquid Chromatography/Tandem
Mass Spectrometry

LD : Limite de Détection

LQ : Limite de Quantification

NP : Nonylphénol(s)

NPEO : Nonylphénol(s) éthoxylé(s)

OCDE : Organisation de Coopération et de
Développement Economique

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PBDE : Polybromodiphénylether(s)

PCB : Polychlorobiphényle(s)

PCB-DL : Polychlorobiphényle(s) Dioxin-Like
PE : Perturbateur(s) Endocrinien(s)

PM : Particulate Matter

Xl

RLU : Relative Luminescence Unit
TCDD : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine
TSP : Total Suspended Particles



X1



INTRODUCTION






Introduction

L’émission dans I’air, sous forme gazeuse ou particulaire, de molécules d’origine naturelle mais
aussi, d’origine anthropique modifie la qualité de I’atmosphére et de l'environnement en
général. Le lien entre 1’exposition a des polluants atmosphériques et de nombreuses pathologies
(bronchite, asthme, cancer du poumon, athérosclérose...) est maintenant avéré (Farmer et al.,
2014). Selon I’OMS, les principales causes de mortalité liées a la pollution de 1’air ambiant
(intérieur/exteérieur) seraient les accidents vasculaires cérébraux, les cardiopathies ischémiques,
les maladies pulmonaires avec la broncho-pneumopathie chronique obstructive, le cancer du
poumon et, egalement les maladies respiratoires de 1’enfant, lequel représente une population
particulierement sensible a la pollution de I’air. Ces pathologies résulteraient principalement

d’une exposition pulmonaire de I’Homme aux particules atmosphériques (Cohen et al., 2017).

La pollution particulaire est une problématique mondiale. Et, elle est notamment aggravée dans
les grandes villes, telle que Paris, sous certaines conditions météorologiques comme lors de
périodes de vent faible et d’inversion thermique, avec pour conséquence une faible hauteur de
mélange de la couche limite atmosphérique. Les particules atmosphériques présentent diverses
origines d’émissions et de formations. En lle-de-France, les particules sont principalement
émises par le secteur industriel, le trafic routier et le secteur résidentiel et tertiaire en lien avec

le chauffage, et en particulier le chauffage au bois (Airparif, 2008).

Ces particules, appelées PM (Particulate Matter), sont classées et réglementées selon leur taille
granulométrique. Les PM2s représentent la fraction des particules dont le diamétre
aerodynamique est équivalent ou inférieur a 2,5 um ; les PM1o correspondent a la fraction des
particules dont le diamétre aérodynamique est équivalent ou inférieur a 10 um. Lorsque les
particules sont considérées dans leur globalité, sans distinction de taille, ce sont les TSP (Total
Suspended Particle). Les potentiels effets sanitaires induits par les PM sont liés notamment a

leur taille, mais aussi a leur composition.

La taille des particules influencerait la zone de dépét dans les poumons de celles-ci ; les PM1g
peuvent atteindre la partie thoracique du systéme respiratoire (Lippmann, Yeates et Albert,
1980) et les PMys peuvent aller jusqu’aux alvéoles pulmonaires (Xing et al., 2016). Les
alvéoles pulmonaires sont une zone d’échange. En effet, chaque sac alvéolaire est recouvert
d’un réseau capillaire important lui permettant un échange avec la circulation sanguine. Le
contact des particules avec cette zone, peut ainsi amener des molécules transportées a passer
dans la circulation systémique (Zhang et al., 2018) et a atteindre des organes cibles (Duan et

al., 2017) autres que les poumons, comme le cerveau, le foie, les reins, les organes
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reproducteurs... Lataille des particules conditionne leur lieu de dépdt, et de ce fait, leur capacité

a induire de potentiels effets biologiques dans I’organisme.

Concernant la composition, les particules de 1’air sont constituées en proportions variables
d’une fraction minérale (métaux, sels) et d’une fraction carbonée (carbone élémentaire et
organique), pouvant adsorber du matériel d’origine biologique (endotoxines, pollen) ou non.
La fraction organique peut adsorber une large gamme de composés organiques semi-volatils
(COSV). Parmi les COSV quantifiés dans les phases gazeuse et particulaire de 1’air ambiant,
nombreux appartiennent a des familles de composés a effet perturbateur endocrinien (PE)
suspecté ou avéré (Rudel et Perovich, 2009 ; Laborie et al., 2016 ; Teil et al., 2016). Parmi ces
composés COSV, I’hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) benzo(a)pyréne est surveillé
dans I’air en regard de la réglementation pour ses effets cancérigénes. En absence de mesures
réglementaires et/ou de seuils limites définis, 1’exposition humaine aux composés PE reste peu
documentée, pour une population générale qui s’avére étre davantage exposée en milieu urbain
(Pascal et al., 2013).

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont des xénobiotiques capables d’interférer avec le
fonctionnement du systéme hormonal chez ’Homme et 1’animal (Kabir, Rahman et Rahman,
2015). Méme si I’alimentation reste a ce jour considérée comme un vecteur majeur d’exposition
aux PE, cette contamination de 1’air ambiant par des PE serait a 1’origine de perturbations
hormonales observées chez I’Homme (Annamalai et Namasivayam, 2015). Ainsi, les composés
PE adsorbés sur la phase particulaire en proportions variables peuvent, individuellement ou en
mélange, contribuer au potentiel PE intrinséque de 1’air (Novék et al., 2014 ; Oziol et al., 2017 ;
Novéakova et al., 2020).

L’air serait une source d’exposition aux composés PE non négligeable, en raison des
perturbations hormonales pouvant étre induites par ces composés transportés par la phase
gazeuse et particulaire (Darbre, 2018). Dans les études caractérisant ce risque d’exposition, la
difficulté réside dans I’identification des PE inhalés comme étant la source formelle de
perturbation endocrinienne, tant 1I’exposition dans I’environnement a ces composés se fait via
plusieurs matrices environnementales (pulmonaire, orale, cutané...). Cependant, des études ont
montré que les composés contenues dans la fumée de cigarette induisait des effets sur le systéeme

hormonal humain (Kapoor et Jones, 2005 ; Tweed et al., 2012).

Des études portant sur les HAP ou les phtalates transportés par les particules, tendent a montrer

que la fraction fine (PM25) supporterait la majorité de la contamination en micropolluants
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particulaires (Ma et al., 2014 ; Hassanvand et al., 2015). Ainsi la fraction pouvant atteindre les
alvéoles pulmonaires serait la plus contaminée en composés PE. Ces connaissances sur la
contamination chimique des particules selon leur taille, restent a approfondir et & compléter sur
une plus large gamme de familles de composés organiques a effet PE avéré ou suspecte, les

études multi-contaminants sur le sujet étant rares (Degrendele et al., 2014).

Ainsi, il est nécessaire d’acquérir des connaissances sur les risques sanitaires liés a 1’exposition
aux particules de I’air urbain, en tenant compte de leur taille et de leur composition en PE. Ainsi
ce doctorat s’est attaché a caractériser 1’exposition pulmonaire a la multi-contamination en PE
des principales classes granulométriques de particules par une double approche chimie-

biologie.

La premicre étape a été I’échantillonnage de trois classes particulaires sélectionnées (PM2s,
PMio et TSP), prélevées en environnement urbain. Une représentation graphique en Figure 1
illustre le positionnement des fractions étudiées les unes par rapport aux autres en fonction de
leur diametre et des teneurs dans 1’air. Cela a été réalisé sur trois sites en région parisienne étant
connus pour leur pollution de type « fond ». Les prélevements se sont passés sur deux saisons
contrastées, afin de tenir compte de I'impact de la saisonnalité dans 1’interprétation des
résultats. Par la suite, a I’aide de méthodes précédemment validées (Alliot et al., 2014 ; Laborie
et al., 2016), 59 molécules de type COSV, connues pour leur présence dans I’air et leurs
propriétés PE suspectées ou avérées, ont été recherchées dans les extraits organiques des
fractions de particules. Cela a permis de caractériser chimiquement cette fraction organique
selon la taille des particules et la saisonnalité. Cette étape est détaillée dans le chapitre 3.
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La seconde étape de ce travail a été de caractériser les effets biologiques des extraits
particulaires, sur trois voies d’action potentielles. Les effets cestrogénique, anti-androgénique
et dioxin-like ont été étudiés par le biais de tests cellulaires in vitro. Le choix de ces tests s’est
appuyeé sur des travaux antérieurs (Oziol et al., 2017), ayant mis en évidence une contamination
en PE des particules et notamment un potentiel cestrogénique et anti-androgénique, de la phase
particulaire (TSP) de I’air extérieur en centre urbain a Paris. L’effet dioxin-like a également été
mis en évidence dans plusieurs études s’intéressant aux effets de la fraction organique des
particules (Novak et al., 2014 ; Novékova et al., 2020). L’ensemble des effets biologiques, ainsi
que les paramétres des relations dose-réponses obtenus pour les extraits particulaires ont éte
compares aux effets des composés de références (témoins positifs) pour chacun des tests
cellulaires réalisés, afin d’estimer le potentiel d’effet induit pour chaque extrait particulaire

testé. Ce travail est décrit dans le chapitre 4.

La derniére étape de ce travail a été de mettre en regard la contamination chimique des

particules étudiées, selon leur taille et la saison, et les effets biologiques induits. Cette mise en

6
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relation a été réalisée par des calculs théoriques du potentiel biologique des effets considérés,
en lien avec leur contamination chimique déterminée précédemment. En effet, 1’US
Environmental Protection Agency (US EPA) a répertori¢ les niveaux d’effets biologiques
induits par des composés purs étudiés ici, testés sur cellules in vitro (cestrogénique, anti-
androgénique et dioxin-like). La concentration en composes chimiques obtenue précédemment,
a donc pu étre mise en relation avec cette base de données et ainsi, un potentiel effet biologique
a pu étre estimé pour chaque échantillon. Ce potentiel biologique calculé selon la contamination
chimique a été compareé a celui estimé a I’aide des tests cellulaires in vitro. Pour compléter cette
mise en relation de la concentration en COSV des extraits particulaires et les effets biologiques,
des tests statistiques ont été réalises afin d’observer les corrélations éventuelles entre la
présence de certaines familles de contaminants recherchés et les effets biologiques induits
observés pour ces mémes échantillons (ici, cestrogénique et dioxin-like). Ces résultats sont

présentés dans le chapitre 5.

Pour mettre en perspective la contamination chimique des particules et 1’induction d’effets
biologiques, une étude du transfert des COSV transportés par les particules vers les cellules
pulmonaires avait initialement été prévue. Cette étude permettait d’appréhender la
bioaccessibilit¢ de ces composés au niveau pulmonaire et d’amener ainsi des informations
supplémentaires sur l’exposition potentielle aux COSV présents sur les particules. La
réalisation de cette étude ayant été prévue en avril 2020, elle n’a pu étre menée a bien, en raison
des restrictions de déplacement liée la période de pandémie de Covid-19. Il aurait été cependant
intéressant d’étudier cet aspect. En effet, le transfert de ces polluants associés aux particules est
décrit dans la littérature, néanmoins, aucune étude ne s’intéresse spécifiquement aux COSV
transportés. Cette information sur 1’exposition potentielle relie la contamination chimique aux
effets biologiques induits, de ce fait ces informations sur les transferts de polluants sont décrites

dans le contexte général.






CHAPITRE 1 -
CONTEXTE GENERAL
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Chapitre 1 — Contexte général

Les émissions de molécules retrouvées dans les phases gazeuse ou particulaire atmosphériques,
modifient la qualité de I'environnement. Ces molécules peuvent étre d’origine naturelle mais
aussi, anthropique. Depuis le développement industriel, ces émissions se sont diversifiées,
entrainant une exposition croissante de I’Homme a une pollution complexe (Farmer et al.,
2014). La pollution atmosphérique est définie comme la présence de toute substance dans 1’air
pouvant nuire aux humains, aux animaux, a la végetation ou aux matériaux (Kampa et Castanas,
2008). Or, le lien entre pollution atmosphérique et de nombreuses pathologies est maintenant
avéré. Ainsi, selon le rapport de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) « Ambient Air
Pollution » (OMS, 2016), la pollution atmosphérique serait le risque environnemental le plus
important pour la santé humaine. L’OMS estime qu’environ 7 millions de personnes dans le
monde en meurt chaque année. Les émissions de particules dans 1’air sont particuliérement
préoccupantes, de nombreuses études (Cohen et al., 2013 ; Cohen et al., 2017 ; Cooke et al.,
2007) suggérent qu’elles sont la principale cause des problémes de santé liés a la pollution

atmospherique.

|. Les particules atmosphériques

Les particules atmosphériques, aussi appelées PM (Particulate Matter), sont des particules
en suspension dans 1’atmosphere. Elles peuvent étre d’origine naturelle, comme lors de
tempétes de sable, d’éruptions volcaniques, de 1’érosion naturelle ; elles sont alors constituées
de la matiére deplacée, plutdt minérale dans ces cas-ci. Elles peuvent également étre d’origine
anthropique : leur présence dans 1’atmospheére est alors liée aux activités humaines. Dans ce
cas, elles peuvent étre émises lors de la cuisson d’aliments, par le chauffage, par le tabagisme,
par les véhicules a moteurs thermiques, par le secteur agricole et industriel. A 1’échelle
mondiale, I’émission de PM d’origine anthropique est en augmentation depuis deux siecles,
I’entrée dans D’ére industrielle marquant le début de I’augmentation de cette pollution

atmosphérique a I’origine d’une grande quantité des particules émises via diverses sources.
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Chapitre 1 — Contexte général

1. Origine, formation et classification des particules atmosphériques
Les particules atmosphériques présentes dans 1’air sont d’origine et de variétés extrémement
différentes. Les especes chimiques retrouvées dans les particules peuvent étre de la matiere
inorganique (comme des sulfates, des silicates, des métaux, des minéraux, des sels...) et de la
matiére carbonée. Au sein de la matiére carbonée composant les particules, on distingue le
carbone élémentaire, partie composée uniquement de carbone, et le carbone organique :
I’élément carbone est alors associé a d’autres ¢léments comme 1’oxygene, I’hydrogene. De
nombreuses espéces chimiques complexes y sont retrouvées. De plus, du matériel d’origine

biologique peut y étre retrouvé (de Rooij et al., 2019).

De ce fait, les particules sont des polluants particulierement complexes qui peuvent étre
directement émis dans 1’atmosphére, elles sont alors considérées comme des particules
primaires. Ou alors, elles peuvent venir de la transformation, des interactions avec des polluants
gazeux présents dans I’atmosphére : elles sont alors appelées particules secondaires. Apres leur
émission, elles peuvent interagir avec des composés organiques volatils (COV) ou des COSV
présents dans la phase gazeuse. Les COV sont des substances volatiles organiques qui se
transforment de 1’état liquide a I’état gazeux, a température ambiante. Les COSV sont des
substances moins volatiles que les COV, qui dans certaines conditions, peuvent se répartir entre
la phase gazeuse et la phase particulaire. A température ambiante (20°C), leur pression de

vapeur saturante se situe entre 10”2 et 108 kPa.

Ainsi, les particules dites primaires sont majoritairement composées d’éléments de la matrice
terrestre dont elles proviennent. Par exemple, les particules retrouvées dans les zones
désertiques sont composées de minéraux, d’argile, issues de 1’action mécanique de I’érosion du
sol et du vent qui souléve ces particules, la fraction la plus fine restant en suspension. Un autre
type de particules primaires sont les suies. Ces particules primaires sont directement issues des
processus de combustion, qui vont former des hydrocarbures, de type hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP). Une partie de ces HAP va perdre de I’hydrogéne pour former
du carbone élémentaire, qui va constituer un agglomérat en chapelet, recouvert de carbone

organique et de sulfates se condensant sur sa surface (Figure 2).
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Figure 2 : Schéma simplifié de la structure d'une particule atmosphérique.

Les particules dites secondaires résultent, elles, de réactions chimiques, transformant les
especes gazeuses présentes dans ’atmosphere en particules. Elles sont issues de la chimie
atmosphérique. Leur composition va varier en fonction des especes chimiques présentes dans

I’air avec lesquelles elles vont interagir. Elles sont chimiquement trés héterogenes.

De plus, plusieurs études ont montré que la composition des PM, notamment la fraction
organique qu’elles transportent, difféere en fonction de leur taille granulométrique (Borgie,
[s d] ; Liu, Zhang et Weschler, 2014 ; Okonski et al., 2014 ; Zhang et al., 2015). Ainsi, il existe
des différences de composition selon les fractions granulométriques (Figure 3). Il est également
admis que la zone géographique et la saison sont des facteurs qui peuvent impacter cette

composition organique des particules atmosphériques.

PM:5 PMio

Al
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Figure 3 : Répartition en pourcentage des différents composants des PM; s et PM1g sur le site de Paris Les Halles
(Airparif, 2008).
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Les particules atmospheriques sont classees selon leur granulométrie. En France, actuellement,
seules celles d’un diamétre inférieur a 10 um (PMao) et 2,5 um (PM2s) sont réglementées
(objectifs de qualité, seuils d’alerte et valeurs limites), selon le décret n® 2010-1250 du 21
octobre 2010 relatif a la qualité de I’air. L’OMS, dans ses lignes directrices relatives a I’air de
2021, recommande un seuil de teneurs dans 1’air a ne pas dépasser de 45 pg/m? pour les PMio
et de 15 pg/m3 pour les PMzs, en moyenne sur 24 heures. Ces seuils ont été revus a la baisse
par I’OMS, en comparaison avec les lignes directrices précédemment publiées en 2005, en
raison de I’augmentation significative d’articles scientifiques associant I’exposition humaine

aux particules atmosphériques a un grand nombre de maladies.

Les activités humaines sont en grande majorité a 1’origine de ces particules atmosphériques
PM2;s, et PM1o. Dans la Figure 4, I’ Agence Européenne de I’Environnement, en 2009, a montré
que la majorité des sources de la pollution aux PM était domestique (chauffage...), industrielle,

et liée aux transports routiers.

EEA-32 2009 PM10 (Total: 2.041 kt) EEA-32 2009 PM2.5 (Total: 1.345 kt)

Key Key

Non-energy emissions Non-energy emissions
Waste  gpergy

_ Energy Other non- 2.7 % industries
Waste industries energy Agriculture 4.6 %
Agriculture 23 % 5:1% Manufacturing/ (Rolvents) Manufacturing/
13.4 % construction

construction

Other non- 7.7 % Industrial 9.3%
energy Processes /£
(solvents) 10.5 % 4
13% £ Road
transport o
Industrial f 14.2:% transport
Processes | 15.3 %
148 9% |
Other
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transport
(%4 transport
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Fugitive ™ :
emissions Househt_)ld Fugitive
Household 1.2% an:sse;\;/nces emolsss:ozns
and services -3 o »
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Figure 4 : Contribution des différents secteurs aux émissions totales de PMjo et PM_ s (European Environment
Agency, 2009).

14



Chapitre 1 — Contexte général

2. Devenir des particules atmosphériques dans |'arbre respiratoire
Les effets des particules atmosphériques sont influencés par plusieurs paramétres notamment,
la taille des particules. Ce parametre influence leur lieu de dépot dans I’appareil respiratoire.
Ainsi, les PM1o peuvent atteindre la partie thoracique du systéme respiratoire (Lippmann,
Yeates et Albert, 1980) et les PM25 peuvent elles, aller jusqu’aux alvéoles pulmonaires (Xing

et al., 2016), partie du tractus respiratoire étant considérée comme la zone d’échange.

a. Structure des voies respiratoires et devenir des PM selon leur taille
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Figure 5 : Structure des voies respiratoires et lieu de dép6t selon la taille des particules.

Les voies respiratoires commencent par la trachée, qui se divise par la suite en 2 branches, qui
vont devenir les bronches (poumon droit et poumon gauche), ces bronches ont de plus en plus
de branches, se ramifient en bronchioles (Figure 5). Ces bronchioles vont se finir en alvéoles,
minuscules sacs aériens, situés a I’extrémité des bronchioles terminales. Chaque bronchiole
donne une dizaine de canaux alvéolaires qui eux-mémes vont donner environ 5 a 6 sacs
alvéolaires. Il s’agit de la zone d’échange gazeux du poumon avec la circulation sanguine,
chaque alvéole étant en contact avec un trés vaste réseau de capillaires sanguins (Figure 6). Les
poumons contiennent environ 300 millions d’alvéoles, chaque alvéole étant enveloppee dans

une maille de capillaires. La surface totale des alvéoles pulmonaires représente environ 75 m?.
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Figure 6 : Illustration de la zone d’alvéoles pulmonaires (Ozilgen et al., 2020).

b. Mécanismes de dép6t des particules atmosphériques
Une fois inhalées, les particules atmosphériques vont avoir un devenir différent dans les voies
respiratoires selon leur taille. Ce paramétre est le déterminant principal de leur zone de dép6t.
Les différents mécanismes possibles de dépdt des particules dans les poumons sont: la
diffusion, la sédimentation et I’impaction. Ils sont exposés en Figure 7. Néanmoins, outre la
taille des particules, il faut aussi noter que I’age et la capacité respiratoire de la population
exposée peuvent aussi influencer le lieu de dép6t des particules (Sturm, 2020) : la fonction
respiratoire des adultes permet aux particules de pénétrer plus profondément par rapport a celle

des enfants (de 5 a 15 ans).
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Figure 7 : Mécanismes de dép6t des particules inhalées dans les poumons (Darquenne, 2020).

DIFFUSION

La diffusion est le principe d’un dépot des particules qui concerne plutdt des particules
de plus petites tailles (< 0,5 um). Elle a lieu en raison d’une collision avec les molécules de
I’air. Ce mécanisme s’appuie sur le mouvement brownien. Cette diffusion peut amener les
particules a se coller contre les parois des voies aériennes. Plus les particules sont petites, plus
le débit d’air est important, plus le dépdt par diffusion sera important. Ce mécanisme est
particulierement important pour le dép6t des particules au niveau des bronchioles terminales et

des alvéoles.

SEDIMENTATION

La sédimentation est le second type de dépot des particules atmosphériques dans les
voies aériennes. Elle est directement liée a la gravité et associe I’impact de la force de trainée
de I’air et la force de gravité. Ce mécanisme concerne plus particulierement les particules ayant
des diametres plus importants, supérieurs a 0,5 um. Plus le diamétre des particules est grand,

plus le débit d’air est faible, plus ce phénoméne est important.
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IMPACTION

L’impaction concerne les particules de plus grande taille, qui ne suivent pas le
mouvement de 1’air en raison de leur plus grande inertie et qui se déposent directement sur les
parois des voies aériennes. L’impaction est prépondérante pour les particules d’un diameétre
supérieur @ 1 um. Ce type de dépot augmente si la taille des particules et le débit d’air augmente.
Ce type de dép6t est plus spécifique de la région naso-pharyngée et des voies aériennes

supérieures.

c. Devenir des composés transportés par les PM

A la suite des dépots des particules dans les voies aériennes, un phénoméne de désorption de
molécules, telles que les COSV, transportées par les particules peut se produire (Figure 8). Ce
phénomene est contré par des mécanismes de clairance pulmonaire. Cependant une fraction de
ces COSV sera bioaccessible ou biodisponible. La bioaccessibilité définit la fraction maximale
d’un composé qui est disponible dans un fluide (par exemple, dans le surfactant pour les
poumons), par rapport a sa fraction adsorbée sur PM, pour étre absorbée par la suite, suivant
les définitions de Collins et al. (2015) et Rostami et Juhasz (2011). La biodisponibilité concerne
une molécule qui a déja passé des membranes et qui a été absorbée dans la circulation
systémique, et définit donc la fraction disponible pour la circulation sanguine, par rapport a la
fraction inhalée, aussi selon les définitions de Collins et al. (2015) et de Rostami et Juhasz
(2011). Ces différents mécanismes permettent donc a une partie des polluants transportés par
les particules d’accéder a la circulation sanguine et in fine a des organes cibles autres que les

poumons, et ainsi engendrer potentiellement des effets systémiques.
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Figure 8 : Schéma simplifié des voies aériennes et des lieux de dép6t des particules, I'épaisseur des zones
oranges représentent la quantité de COSV associés aux particules (Liu, Zhang et Weschler, 2017). Les COSV
adsorbés sur les PM se désorbent au fur et @ mesure de la pénétration dans 1’arbre respiratoire.

INFLUENCE DES MECANISMES DE DESORPTION DES COSV

La répartition des COSV dans la phase gazeuse et la phase particulaire de 1’air est fonction
de leur volatilité, de leurs propriétés physico-chimiques, du coefficient de partage octanol/air
des molécules (log Koa), de la température ambiante et de la quantité de particules présentes
dans I’air (Pankow, 1994 ; May et al., 2013 ; Yamasaki, Kuwata et Miyamoto, 1982). Pour les
particules, les molécules adsorbées ont la capacité de se désorber suivant plusieurs mécanismes.
Considérant I’exemple de la nicotine adsorbée sur les particules issues de la fumée de cigarette,
Pankow (2001) considere que plusieurs mécanismes peuvent survenir pour que cette désorption

ait lieu :

- les molécules se désorbent dans un premier temps des particules puis elles se déposent
dans les tissus (Evaporated Gas Deposition, EGD)

- les particules se déposent, les molécules se désorbent et par la suite passent dans les
tissus (Particle Deposition and Evaporated Gas Deposition, PDEGD)

- les particules se déposent, et les molécules se dissolvent directement dans les tissus, par

contact avec les fluides pulmonaires (Particle Deposition and Diffusion, PDD)

Pour les molécules qui ont une volatilité élevée et qui sont adsorbées sur les particules, leur
dépbt dans les voies aériennes est majoritairement fait par le mécanisme de type EGD (Pankow,
2001). L*étude de Liu, Zhang et Weschler (2017), montre que les COSV véhiculés par la phase

particulaire de 1’air se déposent profondement dans les voies respiratoires. Plus les particules
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pénetrent loin dans les voies respiratoires, plus les COSV transportés diminuent, en raison du
mécanisme de type EGD, qui entraine une évaporation des composés tout au long du transport

des particules dans I’arbre respiratoire.

Ces parametres peuvent influencer la désorption des molécules transportées (Bernstein, 2004 ;
Robinson et Yu, 2001). Afin de mieux comprendre ce phénomeéne de désorption des molécules
depuis les particules, des études ont été menées. Ainsi, le modéle que Liu, Zhang et Weschler,
(2017) ont developpé (pour les PM de zones urbaines et suburbaines) prédit que dans la région
alvéolaire, plus de 92 % des COSV associés aux particules qui se sont déposées sur les tissus,
sont la conséquence du depbt des PM.s. Ce modele suggere également que les particules
ultrafines (diamétre inférieur a 0,1 um) contribuent a hauteur de 15 a 25 % au dép6t pulmonaire
des COSV. De plus, il est estimé que les particules ultrafines sont associées au dép6t des COSV
dans les alvéoles, a hauteur de 6 a 11 %. Ces estimations concernant le dépét des COSV
adsorbés sur PM ultrafines sont en accord avec les données d’une autre étude (Kawanaka et al.,
2009) portant sur la contribution des particules ultrafines dans le dépét des HAP dans les
poumons. Les conclusions de ces différents modeles montrent bien qu’en dépit du fait que les
particules ultrafines ne contribuent qu’a environ 2,3 % de la masse des particules totales
(Kawanaka et al., 2009), leur implication dans le dép6t des COSV au niveau des poumons est
environ 10 fois plus élevée que pour les particules ayant un diamétre plus élevé (Liu, Zhang et
Weschler, 2017 ; Kawanaka et al., 2009). Ces modeles concluent que les particules fines
(diameétre < 2,5 um) contribuent a plus de 90 % dans le dép6t des COSV dans les poumons,
mais qu’au-dela de cela encore, les particules ultrafines jouent le réle le plus important pour le
transport et le dépbt de ces molécules dans les voies respiratoires (Liu, Zhang et Weschler,
2017 ; Kawanaka et al., 2009).

INFLUENCE DU TEMPS DE RETENTION DES PARTICULES

Comme évoqué précédemment, un facteur important au dép6t des COSV amenés par les
particules est le temps de rétention de ces particules au sein des voies respiratoires. Ce temps
de rétention a été étudié en utilisant des particules radio-marquées (Mills et al., 2006 ; Moller
et al., 2008). Les etudes menées sur les rongeurs ont montré que les temps de rétention des
particules étaient de 24 a 48 h, mais une étude menée sur les chiens a montré que ce temps était
prolongé pour les particules atmosphériques (Kreyling et al., 1999). De plus, des études
(Brown, Zeman et Bennett, 2002 ; Moller et al., 2008 ; Gehr, Muhlfeld et Rothen-Rutishauser,
2010) menées sur les voies respiratoires humaines montrent également que le temps de rétention

des microparticules et nanoparticules est supérieur a 48 heures, avec la probabilité que plus les
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particules sont de petit diametre, plus le temps de rétention sera long. Par consequent, on peut
considérer qu’une rétention longue des particules au niveau pulmonaire permettrait de laisser
d’autant plus de temps aux COSV de se désorber des PM, notamment les plus fines, pour se
déposer au niveau des tissus environnants, via les différents mécanismes présentés

précédemment.

INFLUENCE DES MECANISMES DE PROTECTION DU SYSTEME RESPIRATOIRE

Dans les processus de désorption des COSV de la matrice particulaire, I’influence des
mécanismes de protection du systeme respiratoire est également a considérer. En effet, il existe
des mécanismes de protection de 1’organisme face a une exposition pulmonaire a divers stress

environnementaux (gaz, particules, bactéries, virus, allergenes...).

Au niveau des voies aériennes supérieures, la premiére barriére de protection envers les agents
exogenes est représentée par les poils nasaux, qui vont capturer les plus grosses particules, et le
réflexe d’éternuement va les expulser. Le mucus présent au niveau de cette zone va également
empécher les particules d’entrer plus profondément dans les voies aériennes. Néanmoins, ce
mécanisme sera inefficace pour les particules les plus fines et, d’autres mécanismes de
protection vont devoir entrer en jeu. En effet, certaines particules vont passer la zone nasale et
vont entrer plus profondément dans les voies respiratoires, au niveau de la trachée, des
bronches, bronchioles et alvéoles. Leur capacité d’atteindre les voies aériennes plus ou moins
profondes est conditionnée par leur taille, mais aussi par leur solubilité (Bernstein, 2004 ;
Geiser, Schirch et Gehr, 2003). En effet, 1’épithélium est recouvert de mucus, et les particules
solubles peuvent s’y dissoudre, tandis que les particules insolubles seront expulsées des voies

respiratoires par le mouvement des cils et le mucus (Figure 9).

Toujours au niveau des voies aériennes supérieures, mais plus particulierement de la zone du
pharynx, les temps de résidence sont courts mais le dép6t des particules y est trés important
(Lippmann, Yeates et Albert, 1980). Le fait que les PM se retrouvent en grandes quantités dans

cette zone induit un dépassement des capacités de leur élimination.
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Figure 9 : lllustration de I'épithélium des voies respiratoires (Bustamante-Marin et Ostrowski, 2017).

Pour éliminer les particules, un des principaux mécanismes de protection est la clairance muco-
ciliaire. Ce mécanisme se situe le long de I’épithélium respiratoire. Les cellules pulmonaires
sont recouvertes d’un liquide de surface périciliaire et de mucus produits par des cellules
sécrétrices de surface et des glandes. Cela forme un filtre a I’interface épithélium/air, et
constitue une barriere pour les agents extérieurs qui s’y trouvent piégés. De plus, tout au long
des voies respiratoires, de la trachée aux bronchioles terminales, 1’épithélium est constitué¢ d’un
épithélium respiratoire cilié (Hall et Guyton, 2011), les cils sont des structures a base de
microtubules, situées au péle apical des cellules. Chaque cellule posséde environ 200 cils, qui
ont un rythme de battement d’environ 10 a 20 fois/seconde. Ces cellules régulent le contenu en
eau et en ions du fluide respiratoire via des canaux ioniques situés au niveau de leur pole apical,
et grace aux battements de leurs cils elles participent a I’évacuation du mucus, c’est I’épuration
muco-ciliaire. Outre sa protection mécanique, ce mucus a également des propriétés de défense
anti-bactérienne, anti-oxydante, anti-protéasique, anti-inflammatoire... Une autre ligne de

défense des voies aériennes sont les complexes de jonctions intercellulaires qui permettent a
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1I’épithélium pulmonaire d’étre étanche. Ces jonctions sont situées du c6té apical des cellules,

latéralement. Elles servent a I’imperméabilité de 1’épithélium aux agents extérieurs.

En plus de la clairance muco-ciliaire et du role des jonctions serrées, un autre mécanisme de
défense est la clairance macrophagique. Outre I’action mécanique et rhéologique assurée par la
clairance muco-ciliaire, cette clairance macrophagique compléte la ligne de défense en se
chargeant d’éliminer les agents extéricurs. Si un agent extérieur n’est pas éliminé, des
macrophages tissulaires vont les prendre en charge. En conditions normales, chez des individus
sains, la clairance muco-ciliaire va prendre en charge les particules d’un diamétre supérieure a
6 um dans les 24 heures suivant leur dép6t dans les voies aériennes (Mdéller et al., 2004). Dans
le cas d’une pathologie (maladies respiratoires chroniques de type asthme ou BPCO), d’un
tabagisme ou d’une exposition prolongée a des teneurs élevées de particules, les PM peuvent
rester dans les voies respiratoires plus longtemps que 24 heures. De plus, selon Moller et al.
(2004), le temps de clairance et donc de résidence des particules dans les voies respiratoires est
également influencé par leur taille : plus les particules sont d’un petit diametre, plus une grande
fraction de particules ne sera pas éliminée en 24 heures. Or ce temps de résidence influence les
effets sur la santé liés aux particules. Une seconde ligne de défense contre les particules va donc

intervenir, ce sont les macrophages : leur mécanisme est illustré en Figure 10.
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Figure 10 : Modele de clairance macrophagique de particules atmosphériques et cascade réactionnelle (Li et al.,
2020). Les particules fines activent la voie de signalisation ERK1/2, ce qui favorise 1I’expression d’ATG2 et la
production d’ERO/ROS (ERO : Espéces Réactives de ’Oxygene/ROS : Reactive Oxygen Species). Les ROS
peuvent entraver la fusion entre autophagosomes et lysosomes.
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Selon la localisation dans les voies respiratoires, les macrophages ont des phénotypes et des
fonctions différentes (Geiser, 2010). Les macrophages pulmonaires sont de type interstitiels,
intravasculaires, pleuraux et de surface, ils font partie de la catégorie des phagocytes. La
phagocytose s’appuie sur un phénoméne d’endocytose (mécanisme de transport des particules
vers 'intérieur de la cellule), les macrophages doivent alors subir un réarrangement de leur
cytosquelette qui va alors former un phagosome. Une fois le phagosome formé, il va fusionner
avec des lysosomes et des endosomes. Cette fusion va entrainer une acidification du milieu, le
contact avec des enzymes hydrolytiques et la production d’Espéces Réactives de I’Oxygéne
(ERO ou ROS pour Reactive Oxygen Species) qui permettent de détruire la cible (Conner et
Schmid, 2003). Cependant, les particules peuvent échapper aux meécanismes de défense

présents dans I’organisme.

INFLUENCE DU TRANSFERT VERS D’AUTRES ORGANES

Si les particules atmosphériques réussissent a échapper aux différents modes de défense
de I’organisme, il y a une possibilité de translocation des particules ultrafines vers d’autres
organes par le biais de la circulation systémique, mais aussi, de transfert des COSV vers
d’autres organes aprés leur désorption des PM. Diverses études utilisant des particules radio-
marquées ont ainsi pu mettre en évidence la présence de particules dans d’autres zones que les
poumons. Ainsi, 1I’étude de Delfino et al. (2008) a montré que, chez des hamsters auxquels des
particules ultrafines radio-marquees ont été instillées par voie intra-trachéale, les particules d’un
diamétre <80 nm passaient dans leur circulation sanguine en moins de 5 minutes. L’étude
d’Oberdorster et al. (2004) a montré que des particules ultrafines pouvaient étre retrouvées au
niveau du systéeme nerveux central chez le rat aprés une exposition de 6 heures. Le mécanisme
de ce dépot peut en fait étre expliqué par une translocation d’environ 20 % des particules de la

muqueuse olfactive vers le bulbe olfactif.

Ces quelques exemples d’étude montrent le potentiel des particules ultrafines a passer dans la
circulation sanguine, la muqueuse olfactive, et ainsi atteindre d’autres organes. Mais, il est
¢galement possible qu’une partie des composés transportés par les PM, tels que les COSV, se
désorbent et atteignent les mémes cibles potentielles que les particules ultrafines, et entrainent
a eux seuls des effets sur ’organisme. La plausibilité d’un tel scénario pour les COSV est étayée
notamment par des études sur les métaux. Par exemple, une étude portant sur les métaux
transportés par les particules (Wallenborn et al., 2007) a montré qu’apres instillation intra-
trachéale chez des rats, il y avait une translocation de ces métaux dans la circulation systémique,

et ainsi passage au niveau des organes extra-pulmonaires.
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3. Effets sur la santé des PM
Ass Cela représente 7,6 % des morts dans le monde en 2015. Selon Southerland et al. (2022),
environ 86% des habitants en zones urbaines, vivent dans des lieux ou les concentrations
annuelles moyennes de PM2 s dans 1’air dépassent les recommandations de ’OMS. Cette étude

estime qu’en 2019, ce dépassement en zones urbaines, aurait entrainé de 1 a 8 millions de morts.

De plus, de nombreuses études épidémiologiques, cliniques et animales montrent une
association positive entre 1’exposition aux PM et des pathologies respiratoires (Xing et al.,
2016) ou cardiovasculaires (Polichetti et al., 2009). D’autres études pointent également la
responsabilité de cette pollution dans d’autres pathologies, potentiellement avec un impact
cognitif (Volk et al., 2013), sur le métabolisme (Shengzhi Sun et al., 2016), sur le systeme
reproductif (lodice et al., 2021) et sur la fonction thyroidienne (Zhang et al., 2021).

Or, les effets sanitaires engendrés par les particules sont conditionnés a leur taille, mais aussi a
leur composition. La matiére particulaire atmosphérique est constituée d’une fraction minérale
et d’une fraction organique, pouvant adsorber du matériel d’origine chimique comme des
polluants organiques. Dans la fraction organique, de nombreux contaminants semi-volatils
appartiennent a des familles de composés a effet perturbateur endocrinien suspecté ou avéré.
Cette multi-contamination serait potentiellement a 1’origine de perturbations hormonales
observées chez ’Homme ou I’animal (Annamalai et Namasivayam, 2015). Individuellement
ou en mélange, les COSV présents au niveau des particules atmosphériques pourraient

contribuer au potentiel perturbateur endocrinien de I’air.
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. Perturbateurs endocriniens

Dans ce doctorat, nous avons étudié la contamination de PM d’origine urbaine en COSV de la
famille des PE, avérés ou suspectés. En 2002, I’OMS a défini un perturbateur endocrinien
comme « une substance ou un mélange de substances, qui altére les fonctions du systeme
endocrinien et de ce fait induit des effets néfastes dans un organisme intact, chez sa progéniture
ou au sein de (sous)-populations » (Bergman, United Nations Environment Programme, et
World Health Organization, 2013). Parmi d’autres définitions, il s’agit a 1’heure actuelle de
celle qui est la plus consensuelle au niveau de la communauté scientifique. Ces molécules
peuvent donc interagir avec de nombreuses fonctions humaines: la reproduction, le
comportement, le métabolisme, la croissance (Kabir, Rahman et Rahman, 2015)... Des études
scientifigues montrent des associations positives entre [’exposition humaine a des
xénobiotiques d’origine environnementale et certains impacts sanitaires de type perturbateur

endocrinien, notamment sur :

- Lesystéme de reproduction féminine, avec des anomalies génitales et infertilité (ovaires
polykystiques, endométriose), une puberté précoce, des cas de cancers hormono-
dépendants (ovaires, seins) (Caserta et al., 2007 ; Sifakis et al., 2017)

- Le systéeme de reproduction masculin (cryptorchidie, hypospadias, cancer du testicule
ou de la prostate, altération de la qualité spermatique) (Sifakis et al., 2017)

- Le sex-ratio (Safe, 2000)

- Lafonction thyroidienne (Hofmann, Schomburg et Kéhrle, 2009)

- Le neuro-développement (déficits cognitifs...) (Martina, Weiss et Swan, 2012)

- Le métabolisme (Marraudino et al., 2019)

- Le systeme immunitaire (Bansal, Henao-Mejia et Simmons, 2018)

L’origine de ces molécules PE est multiple, elle peut étre naturelle (phyto-cestrogenes...) ou
industrielle (plastifiants, retardateurs de flammes...), mais on peut noter qu’elles sont de plus
en plus présentes dans notre environnement depuis I’industrialisation (Kumar et al., 2020).
Ainsi, les zones industrialisées sont caractérisées par une contamination héterogéne par les PE
dans les différentes matrices environnementales, ces mélanges de polluants se retrouvant dans

la chaine alimentaire, les eaux, 1’air, les sols (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).
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1. Systeme endocrinien humain
Le systeme endocrinien humain est un ensemble de glandes, de cellules qui produisent des
hormones, molécules considérées comme des messagers chimiques (Figure 11). Les glandes
endocrines vont avoir le role de déverser leur produit (hormone) dans la circulation sanguine,
elles forment le systéme endocrinien, les structures constituant ce systéme étant disseminées
dans I’organisme. Certaines glandes ont uniquement ce rdle endocrine, tandis que d’autres
glandes vont étre intégrées aux tissus d’autres organes. Les hormones sont des molécules
chimiques, qui lorsqu’elles sont sécrétées, vont communiquer une information a I’organisme.
Elles contrélent de nombreuses fonctions dans le corps humain et notamment les fonctions de
reproduction, croissance sexuelle, développement, sommeil, faim, métabolisme et humeur. Le
lieu de I’intégration du systéme endocrinien est 1’axe hypothalamo-hypophysaire. Cet axe va
jouer un role de rétro-contréle. L’hypothalamus réagit en fonction de stimuli regus du corps
humain, et par sécrétion d’hormones va agir sur I’hypophyse. L’hypophyse va agir sur les
glandes endocrines du corps humain, par le biais d’hormones qui vont entrainer un rétrocontrole
négatif (diminution du taux d’hormone) ou positif (augmentation du taux d’hormone) (Sloper,

1958).
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Figure 11 : Systéme endocrine humain (Bergman, United Nations Environment Programme, et World Health
Organization, 2013).

Le systeme endocrinien se régule de facon a maintenir I’homéostasie, qui correspond a
I’équilibre dynamique du systéme hormonal du corps. Face a des situations spécifiques telles
qu’un stress, une infection, un traumatisme ou une hémorragie, des réponses compensatrices
régulées par les hormones endocrines contribuent a maintenir un état de stabilité de

I’homéostasie.

L’ensemble des fonctions régulées par ces messagers hormonaux, repose essentiellement sur
leur implication de la transcription de genes clés, avec synthése de protéines clés. Les hormones
endocrines engendrent donc la majorité de leurs effets via la voie d’action des récepteurs
nucléaires, dont 1’activité transcriptionnelle est hormono-dépendante. Les récepteurs aux
hormones endocrines sont des facteurs de transcription dépendant des hormones et qui
appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires. Selon I’axe endocrinien concerné, la
régulation transcriptionnelle va étre différente selon les types de récepteurs, qu’ils soient aux
cestrogénes (Estrogen Receptor, ER), aux androgénes (Androgen Receptor, AR), aux
glucocorticoides (Glucocorticoid Receptor, GR) ou aux hormones thyroidiennes (Thyroid
Receptor, TR) ...
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L’expression des génes cibles via les récepteurs nucléaires est modulée par divers parametres,
notamment le systéme « clé-serrure » d’affinité d’un ligand pour son récepteur, et donc dépend
du type de ligand qui s’y lie, mais aussi de la concentration de celui-ci. En fonction, la réponse
cellulaire ne sera pas la méme. L’induction de 1’expression génique, appelée également
transactivation, se produit classiqguement en trois grandes étapes principales : la fixation du
ligand & son récepteur, la transformation du récepteur en forme active et la transcription
génique. Pour les ligands de type hormonal, I’interaction avec le récepteur se caractérise par
des liaisons réversibles de type électrostatique ou des forces de Van der Waals (Tanenbaum et
al., 1998 ; Tazibt, 2016).

Plusieurs ligands peuvent se lier au méme récepteur mais la liaison d’un ligand a son récepteur
dépendra de son affinité pour celui-ci. Cependant, I’affinité n’est pas le seul paramétre qui
influence le niveau de réponse transcriptionnelle. En effet, le niveau d’efficacité vis-a-vis de
I’activation d’un récepteur nucléaire varie également d’un ligand a I’autre ; une efficacité élevée
correspondant a un niveau d’induction d’expression génique élevée. Le potentiel de
transactivation d’une molécule dépend donc de ces deux parametres : son affinité pour le

récepteur et son niveau d’efficacité.

Ces parameétres qui conduisent une activation de I’activité transcriptionnelle sont intégrés dans
la mesure de I’EC50 (half maximal Effective Concentration) ou concentration efficace médiane
d’un composé agoniste, c’est-a-dire la concentration qui engendre 50 % de sa réponse
maximale. Dans le cas d’une inhibition de I’activité transcriptionnelle hormono-dépendante,
c’est I’'IC50 (half maximal Inhibitory Concentration) qui est mesurée, c’est-a-dire la
concentration inhibitrice médiane d’un composé antagoniste, soit la concentration qui engendre
50 % de sa réponse maximale. Pour ces deux parametres, une courbe dose-réponse permet de

les établir.

Dans le cadre d’un phénomene de transactivation cellulaire, les profils de relation dose-réponse
peuvent varier selon le type de ligand susceptible d’avoir une affinité pour un récepteur donné,

et la présence ou non d’un ou plusieurs autres ligands potentiels.
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En fonction, divers profils de relation dose-réponse peuvent se présenter : ils sont regroupes

dans la Figure 12, qui montre qu’une molécule peut étre considérée comme un :

e Agoniste complet, quand elle induit une réponse biologique maximale, ou effet
inducteur maximal, (100 %), par comparaison a la réponse du ligand endogéne

e Agoniste partiel, si la molécule induit une réponse biologique inférieure a 100 % par
comparaison au ligand endogéne ; I’efficacité est alors considérée comme plus ou moins
modérée

e Antagoniste total, inhibition totale de la réponse biologique (aussi appelé agoniste
inverse total)

e Antagoniste partiel, inhibition partielle de la réponse biologique (aussi appelé agoniste

inverse partiel)

100 =« -* Full agonist
»- Partial agonist

75 1 Neutral antagonist
50 4 -~ Partial inverse agonist
25 - -+ Full inverse agonist

% Response

-12 -10 -8 -6

Log [Drug] (M)

Figure 12 : Profils d’inductions des ligands (Coll, 2013).
a. Hormones stéroidiennes sexuelles

Les hormones stéroidiennes, dérivant de la structure du cholestérol, jouent un rdle dans le
développement des caractéres sexuels primaires et secondaires ainsi que la régulation de

I’activité sexuelle, tout au long de la vie.

Chez la femme, les cestrogenes (1’cestriol et 1’cestrone et surtout le 17p-cestradiol, abrévié E2
par la suite) et la progestérone représentent les hormones sexuelles. Leur synthése se fait au
niveau des ovaires (Figure 11). Les cestrogénes jouent un réle dans la reproduction, tandis que
la progestérone est impliquée dans le cycle menstruel, la grossesse et le développement

embryonnaire.
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Chez I’homme, la testostérone faisant partie du groupe des androgenes, est I’hormone sexuelle
principale. Elle joue un role clé dans le développement de certaines caractéristiques physiques
masculines, mais aussi dans le fonctionnement sexuel. Elle est sécrétée essentiellement par les

gonades.

Les différentes structures de ces hormones sont montrées en Figure 13.

Progestérone

(Estrone Testostérone

Figure 13 : Structure des hormones stéroidiennes sexuelles.
b. Récepteur aux estrogenes, ER

Les récepteurs nucléaires aux cestrogenes existent sous deux formes : la forme ERa et la forme
ERP (Mosselman, Polman et Dijkema, 1996). Ces deux formes possédent des similarités de
structure, mais le récepteur de type ERP posséde une séquence d’acides aminés plus courte que
celle d’ERa. Ces isoformes d’ER vont induire des niveaux d’activité transcriptionnelle
variables selon les ligands qui les activent (Escande et al., 2006). Ces récepteurs ont été trouvés
au niveau du systéme reproducteur féminin (ovaires), masculin (testicules, prostate), des
cellules épithéliales, du cerveau, du colon et de la moelle épiniere (Dahlman-Wright et al.,
2006).

La voie de signalisation classique des récepteurs des estrogenes se fait par ’entrée d’E2 dans
la cellule, sa translocation du cytoplasme dans le noyau, son interaction avec le récepteur
nucléaire (ERa ou ERP), avec une dimérisation du complexe ligand-récepteur, la fixation de
celui-ci & une séquence cestrogeno-régulée sur I’ADN (appelée élément de réponse aux
hormones) et I’activation transcriptionnelle des génes cibles répondant aux estrogénes. Il s’agit

de la voie principale d’activation de facteurs de transcription dépendante des cestrogenes. Ce
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mécanisme de signalisation cellulaire, appelée voie genomique, se déroule habituellement sur
plusieurs heures. L’autre voie possible de signalisation cellulaire des cestrogénes, est appelée
voie membranaire. En effet, pour cette voie d’action non génomique, des récepteurs ER
membranaires déclenchent des systemes de signalisation cellulaires, notamment la voie des
MAP-kinases, impliqués dans des effets biologiques plus rapides que ceux passant par la voie

génomique. Ces deux mécanismes sont décrits dans la Figure 14.

L’activité transcriptionnelle hormono-dépendante correspond a un effet agoniste du récepteur
d’un ligand hormonal, pouvant étre appelée par la suite potentiel hormonal. Ainsi, le potentiel
cestrogénique d’un composé hormonal correspond au niveau d’activité transcriptionnelle que
celui-ci est capable d’induire. E2 est le ligand agoniste principal des récepteurs ER, mais

d’autres molécules peuvent se fixer et induire ou bloquer les récepteurs ER.

LIGAND DEPENDENT SIGNALING

¢

ESTROGEN .
/’—Wneanchored ER
ERo/B Activation of MAPK and
1, other pathways
- ?
Ligand binding i’—* ) @'_
ceptor Dimerization

l “Non-genomic” signaling

Figure 14 : Voies d’activation des récepteurs nucléaires aux cestrogénes, ERa/p (Estrogen Receptor) (adaptée de
Khan, Cowan et Ahmed, 2012). Illustration de la voie dépendante du ligand : les cestrogénes se lient a leur
récepteur, qui se dimérise, se transloque dans le noyau, se lie a 1’élément de réponse aux cestrogenes et régule les
génes sensibles aux cestrogénes. Les ER activés peuvent également interagir avec d’autres molécules de
signalisation et facteurs de transcription pour se lier a des sites non ERE pour réguler I’expression des geénes. Il
peut également y avoir une signalisation par 1’activation de MAPK ou d’autres voies de signalisation
cytoplasmique.

c. Récepteur aux androgenes, AR
Le récepteur AR aux androgénes est un récepteur nucleaire, composé de 6 domaines
fonctionnels. Lorsqu’il est inactivé le récepteur AR est associ¢ a des protéines de choc
thermique (Heat Shock Protein, HSP). Lorsqu’un ligand se fixe, le récepteur se dimérise, passe
du cytoplasme dans le noyau, puis se fixe au niveau des séquences spécifiques androgéno-

régulées sur I’ADN ; comme pour le récepteur ER, un domaine de liaison a I’ADN est impliqué
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dans la reconnaissance et la liaison du récepteur AR a 1’élément de réponse aux androgénes,
qui correspond a la zone promoteur en amont de la séquence codante pour les genes cibles
(Figure 15). Les récepteurs AR se trouvent au niveau de la peau, des follicules pilo-sébacés,

des gonades, de la prostate et du cerveau (Davey et Grossmann, 2016).

Le récepteur AR est activé par la dihydrotestostérone (DHT), une molécule dérivée de la
testostérone. La testostérone est transformée par une enzyme cytoplasmique (la 5 alpha-
réductase) en DHT, qui est I’hormone active (Gao, Bohl et Dalton, 2007).

Figure 15 : Voie d'activation du récepteur aux androgénes, AR (Héquet et al., 2017). Les étapes sont : liaison du
complexe récepteur-ligand (DHT : Dihydroxytestostérone/RA : Récepteur aux Androgénes) dans le cytoplasme,
translocation dans le noyau, fixation du complexe sur des séquences spécifiques d’ADN et régulation de la
transcription de genes cibles. Le RA peut également interagir avec les protéines de choc thermique (heat shock
protein, hsp).

d. Cas particulier du récepteur d’aryl hydrocarbones, AhR
Le récepteur nucléaire d’aryl hydrocarbones, également appelé récepteur aux hydrocarbures
aromatiques ou récepteur a la dioxine, est un facteur de transcription régulant certains génes.

Plus simplement, il sera noté récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor).

Il est présenté dans cette partie sur les perturbateurs endocriniens, car 1’action cellulaire de
certains PE peut étre médiée par ce récepteur. De nombreuses études montrent une activation
du récepteur AhR par la contamination atmosphérique (Vogel et al., 2020 ; Novéakova et al.,
2020), en raison de la capacité de COSV a se lier a ce récepteur. En effet, les COSV presents
dans D’air sont capables d’induire des effets sensibles aux dioxines (dits dioxin-like) ou
génotoxiques (Novék et al., 2014). Les effets dioxin-like passent par la voie de signalisation du

récepteur AhR, impliqué dans les effets toxicologiques des dioxines (notamment la 2,3,7,8—
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tétrachlorodibenzo-p-dioxine, appelée TCDD), mais aussi de divers HAP ou
polychlorobiphényles (PCB). Il est un médiateur majeur des réponses aux composés toxiques
de I’air ambiant (Forman et Finch, 2018). Ce récepteur joue également un réle dans la
génotoxicité et la cancérogenicité (Nakatsuru et al., 2004) et dans les effets indésirables sur le
développement. L'AhR interagit donc avec différentes voies de signalisation (détoxification,
inflammation, prolifération cellulaire, apoptose...), dont celle dépendante des hormones et, par
conséquent, les composés capables d'activer ce récepteur peuvent agir indirectement comme

PE, comme cela a été démontré pour les récepteurs aux cestrogenes (Safe et Wormke, 2003).

Concernant sa voie d’activation, a 1’état inactif, le récepteur AhR est dans le cytoplasme
cellulaire et associé a des protéines chaperonnes (HSP90, XAP2...). Quand un ligand se fixe
sur le récepteur AhR, il relargue la protéine a laquelle il est associé, et le complexe
ligand/récepteur AhR passe dans le noyau, par association avec un translocateur nucléaire
(ARNT) (Figure 16). Ce complexe ARNT/AhR régule 1’expression de génes, par liaison a
I’ADN au niveau des ¢léments de réponse a la dioxine. Les génes cibles de ce récepteur sont
nombreux : cytochromes, enzymes de detoxification, cytokines... Il a en effet un role bien défini
dans la réponse aux toxines environnementales, mais aussi dans I’immunité (Sonnenberg,
Fouser et Artis, 2011). Le récepteur AhR est présent dans 1’organisme de fagon ubiquiste, mais

principalement dans le foie en raison de son role dans la détoxification.
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Figure 16 : Voie d'activation du récepteur d’aryl hydrocarbones AhR (Pineau, Martin et Calleja, 2003). Les
étapes sont : fixation de la dioxine sur le site du récepteur AhR dans le cytosol, dimérisation avec I’ Arnt,
reconnaissance dans la région régulatrice des génes cibles de la séquence d’interaction (XRE), transactivation du
gene et a la production augmentée d’ARNm correspondant. Un des geénes régulé positivement par la dioxine est
un répresseur (AHRR), il a la capacité de produire une protéine s’opposant au fonctionnement de la voie de
signalisation, il exerce un rétro-contrdle.
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Les dioxines peuvent étre considérées comme des composés ayant une action PE. Mais le
mécanisme de cet effet PE induit par les dioxines est plus complexe que celui des hormones
stéroidiennes. Les dioxines agissent sur le récepteur AhR, mais il semble également qu’une
action cestrogénique peut étre induite (Krishnan et al., 1995). Il y aurait un croisement entre les
voies de signalisation du récepteur AhR et ER (Matthews et Gustafsson, 2006 ; Gjernes,
Schlenk et Arukwe, 2012). Selon Matthews et Gustafsson (2006), le récepteur ERa serait
impliqué en tant que modulateur de I’activité du récepteur AhR ce qui explique 1’action

potentiellement cestrogénique des agonistes du récepteurs AhR (Figure 17).

ER agonist @ 1 - Recruitment of ER to
® AhR activated genes
\ and away from ER target

genes

proteasome

/ 2 - ERa is a modulator
of AhR transcription

AhR agonist il

Figure 17 : Modulation de la signalisation des récepteurs ER et AhR (Matthews et Gustafsson, 2006). L’étape 1
correspond au recrutement du ERa avec ou sans ligand par AhR activé, I’amenant des génes régulés par ER vers
ceux régulés par AhR. L’étape 2 est la modulation de la transcription dépendante d’AhR par ERa, ce qui suggeére

gu’ERa est un régulateur de 1’activité d’ AhR.

2. Mode d’action des perturbateurs endocriniens
Les composés PE peuvent perturber divers axes endocriniens par plusieurs mécanismes, en

induisant (Diamanti-Kandarakis et al., 2009) :

- Un effet hormono-mimétique (effet agoniste du récepteur hormonal), en imitant 1’action
d’une hormone naturellement présente dans I’organisme

- Un effet hormono-compétitif de type antagoniste, empéchant ou limitant la fixation de
I’hormone a son récepteur, bloquant ainsi son action agoniste

- Une perturbation de la synthése hormonale ou de la régulation d’hormones ou de leurs
récepteurs(INSERM, 2013)

- Une perturbation du transport hormonal dans I’organisme, par le biais de la perturbation

de la liaison des hormones aux protéines plasmatiques
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Dans I’ensemble, ces mécanismes potentiels de perturbations endocriniennes peuvent avoir

pour conséquence une perturbation de I’homéostasie hormonale.

Parmi les divers mécanismes d’action possibles des PE, seuls les modes de perturbation de
I’activité transcriptionnelle hormono-dépendante sont présentés ici, puisque c’est la voie

d’action principale des hormones endocrines.

3. Effets suspectés ou avérés des perturbateurs endocriniens
Les PE peuvent étre a 1’origine d’effets sur les fonctions reproductives, neurologiques, sur le
développement et le métabolisme. Ils induisent des perturbations pouvant étre a I’origine de
malformations, de cancer hormono-dépendant, de troubles de la reproduction, de troubles
métaboliques. Le rapport de ’OMS sur le sujet (State of the science of endocrine disrupting
chemicals, United Nations Environment Programme, et World Health Organization, 2013), a
établi que ces molécules pouvaient avoir un impact non négligeable sur la santé, notamment en
raison d’une augmentation des troubles reproductifs a 1’échelle mondiale dans lesquels les PE

semblent avoir un réle important.

Un rapport d’expertise collective de I'NSERM (2013), étudiant le lien entre les composés de
types perturbateurs endocriniens présents dans 1’environnement et les troubles de la
reproduction a été réalisé. Ce rapport a notamment étudié les propriétés PE de composés de la
famille des phtalates, polybromés et parabénes investigués dans ce doctorat. Pour 1’exposition
in utero masculine, les composés de types phtalates et polybromés étaient notamment décrits
pour leur effet possible sur le développement des testicules (cryptorchidisme). Plus
spécifiqguement, les phtalates étaient cités pour leur effet sur la distance ano-génitale et leur
probable relation avec des hypospadias (trouble du développement entrainant un uretre non
referm¢€). A I’age adulte, chez ’homme, ces composés sont susceptibles d’entrainer des
perturbations des taux d’hormones et ont un effet possible sur les caractéristiques spermatiques
(Watanabe et Oonuki, 1999). Chez la femme, le rapport de ’'INSERM a relié la puberté précoce

aux phtalates et I’augmentation du délai de conception aux composés polybromés.

Mais, si les troubles de la reproduction induits par des composés perturbateurs endocriniens
sont trées documentés, d’autres effets sont de plus en plus étudiés. Leur impact sur le
métabolisme a notamment été étudié. La revue de la littérature portant sur ces effets sur modele
animal et réalisée par Maradonna et Carnevali (2018) a notamment montré que des etudes ont

mis en évidence un impact métabolique des composés perturbateurs endocriniens via
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I’interaction avec les récepteurs nucléaires, de tous types (récepteurs aux hormones stéroides,
récepteurs aux hormones thyroidiennes, récepteurs du foie...). Cette revue a relevé que ces
composes avaient un impact sur le rythme circadien et pouvaient étre impliqués dans

I’accumulation de lipides.

Au-dela des troubles reproductifs, métaboliques, ces composés ubiquitaires dans
I’environnement sont de plus en plus étudiés pour leur éventuel lien avec I’apparition de
troubles cognitifs et neuro-développementaux (Martina, Weiss et Swan, 2012). Ainsi, le rapport
publié par Seralini et Jungers, (2021) a identifié les possibles impacts neurologiques rapportés
dans la littérature, induits par la liste des 176 composes perturbateurs endocriniens identifiés
par ’OMS. Cette étude a identifié une a plusieurs références d’article pour chaque composé
étudié suggeérant une neuro-modulation, de facon directe ou indirecte. Et, 79,1 % des composés
étudiés ont été identifié comme des perturbateurs neurologiques. Notamment, une étude citée,
réalisée en Corée, a lié la concentration de phtalates dans les urines d’enfants 4gés de 6 a 11 ans

et des troubles sociaux, de I’attention (Won et al., 2016).

La variété d’effets biologiques, de perturbations, induites par ces composés et rapportés dans la
littérature serait liée a leur non-spécificité, leur capacité d’interagir avec plusieurs récepteurs
nucléaires, et ainsi avoir un impact sur la communication intra-cellulaire, mais également inter-

cellulaire (Seralini et Jungers, 2021).

4. Perturbateurs endocriniens dans l'air
De nombreux composés PE sont quantifiés dans I’air intérieur et extérieur (Rudel et Parovich,
2009, Blanchard et al. 2014). lls sont émis depuis des sources multiples, et par leurs propriétés
physico-chimiques, ils ont la capacité de se volatiliser et peuvent étre présents dans la phase
gazeuse ou particulaire de I’atmosphére. Une sélection de composés PE a éte réalisée lors de
précédents travaux sur la région parisienne (Teil et al., 2016 ; Laborie et al., 2016). Les détails
des sources et propriétés chimiques des composés PE sélectionnés sont présentés dans le
Tableau 1. Ainsi, dans I’air, les composés ayant été quantifiés et identifiés pour leur propriété
PE sont issus de combustion ou sont utilisés en tant que plastifiants, conservateurs, détergents,

parfums, retardateurs de flammes, pesticides....

La répartition des contaminants de 1’air sur la phase particulaire est classiquement étudiée en

utilisant des dispositifs de prélevement des particules en mode TSP, PM1o ou plus récemment

PM2s. Or il existe peu d’études collectant plusieurs fractions en paralléle. Celles-ci observent

que la fraction fine (PM2;5) supporterait la majorité de la contamination organique particulaire
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pour les phtalates (Ma et al., 2014), les PCB (Zhu et al., 2017) et les HAP (Hassanvand et al.,
2015). De plus, les études s’intéressant a plusieurs familles de composés PE simultanément
sont encore plus rares (Landlova et al. 2014, Degrendele et al. 2014).

Les propriétés physico-chimiques des COSV influencent leur devenir dans 1’air. Leur
répartition entre les phases atmosphériques, gazeuse et particulaire semble étre influencée par
leur pression de vapeur saturante et leur poids moléculaire (Pankow, 1994 ; Fernandez, Grimalt
et Vilanova, 2002 ; Cincinelli et al., 2014). La pression de vapeur saturante est un parametre
expliquant la tendance d’une molécule a passer de 1’état liquide a gazeux. Plus la pression de
vapeur saturante d’une molécule sera élevée, plus celle-ci sera susceptible de se volatiliser et
étre présente en phase gazeuse. Les COSV ayant une pression de vapeur supérieur a 10° Pa

sont plus de 80% en phase gazeuse (Moreau-Guigon et al., 2016).

De plus, par exemple, Shimmo et al. (2004) ont mis en évidence a Helsinki que les HAP dont
le poids moléculaire était inférieur ou égal a 202 g/mol, tel que le pyrene et fluoranthene étaient
davantage associés a la phase gazeuse de I’air, et que ceux de plus de 202 g/mol étaient
principalement associés a la phase particulaire (Shimmo et al., 2004). Les HAP peuvent étre
divisés en deux catégories : des HAP de faibles poids moléculaires, dits « Iégers » et des HAP

de haut poids moléculaire, dits « lourds ».

38



Chapitre 1 — Contexte genéral

Tableau 1 : Détails des composeés étudiés, sources et propriétés chimiques (adapté de Laborie, 2015)

Propriétés physico-chimiques

Familles Composés Utilisations/Sources de rejets Masse  Solubilitt | 4 Pregzlon
molaire  dans I’eau K vapeur
(g/mol) (mg/l) o (Pa)
Fluides diélectriques dans les 0.13.10
PCB PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-118, transformateurs et condensateurs, 256 — 0,014 - 55— 4 _’ 5410
PCB-138, PCB-153, PCB-180 lubrifiant pour les turbines et les 391,8 0,65 7,1 3
pompes
Acénaphténe, Acénaphtyléne,
Phénanthréne, Anthracene, Fluoréne,
Fluoranthene, Pyrene, Issus de la combustion incompleéte de
HAP Benzo(a)anthracéne, Chryséne, TS G oS (e, 128,2— 8.10%*-32 33- 1,110
Benzo(b)fluoranthéne, essence et bois) ’ ' 276,3 a25°C 658 2-33
Benzo(k)fluoranthéne, Benzo(a)pyréne,
Dibenzo(a,h)anthracene,
Benzo(g,h,i)péryléne, Indéno(c,d)pyréne
Utilisés principalement en tant que
Diméthyl phtalate : DMP, Diéthyl . _plastifiants, i,IS (?o_nféren:[ l.Jr.]e
. résistance, malléabilité et résilience
phtalate : DEP, Di-n-butyl phtalate - aux matériaux. Ils sont également
Phtalates DnBP, Di-iso-butyl phtalate : DiBP, utilisés dans un large éventail de 1942- <1.10%- 1,6— 1,3.10°%-
446,7 4,2.10° 9 270

Butylbenzyl phtalate : BBP, Di(2-ethyl-
hexyl)phtalate : DEHP, Di-n-octyl
phtalate : DnOP

produits de consommation courante
(colle, lubrifiants, produits
cosmétiques, contenant alimentaire,

)
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Retardateurs de flammes utilisés dans
les mousses de polyuréthane,

PBDE PBDE-28, PBDE-47, PBDE-99, PBDE-  plastiques, rembourrage de meubles,  564,7 — ffgi ; 4 — 4;6_3412
100, PBDE-153, PBDE-154 tapis, textiles non destinés a 959,2 o 10 P
. : \ . 25°C 10
I’habillement, isolants électriques,
ordinateurs, téléphones et téléviseurs
Oraano- Pentachlorobenzéne : PeCB,
g , Hexachlorobenzéne : HCB, Lindane : y- e
chlorés HCB. 4.4' DDE Utiliseés principalement comme
— - - insecticides pour des applications 290,8— 0,004 — 3,7- 1,9.107-
N,N-Diéthyl-m-toluamide : DEET, . . 3
for . . - , . domestiques, commerciales et 416,3 8,52 6,6 3,83.10
Pyréthri- Bifenthrine, Permethrine, Phénothrine, aaricoles
noides Cyfluthrine, Cyperméthrine, g '
Fenvalerate, Deltaméthrine
Alkylphénols Octylphenoll, Nonylphénol, Oc'EyIphenoI Fabrication NPEO (Nonylphénol .
monoéthoxylate, Octylphénol , . 4,55.10
et - . Ethoxylate), détergents, plastiques 206— 3,02-132 4- 3
, diéthoxylate, Nonylphénol . . L . Aro -
alkylphénols , , (Nonylphénol), résines phénoliques ou 308 a20°C 4,48 3
éthoxylates monoéthoxylate, Nonylphenol de formaldéhyde (Octylphénoal) 4.7.10
y diéthoxylate y yip
Parabenes Methylparabéne, Ethylparabéne, Antifongiques et antimicrobiens dans ~ 152,1 — 207 — 1,96 - 0,025 -
Propylparabéne, Butylparabene les cosmétiques et 1’alimentaire 1941 2500 3,57 0,8

Références :PubChem, 2022 ; ADEME, 2020 ; Braekevelt, Tittlemier et Tomy, 2003 ; Cousins, Mackay et Parkerton, 2003 ; Pichard et Nomine,
2003 ; Weeks, Guiney et Nikiforov, 2012
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5. Voies d’action des composés PE étudiés
Le Tableau 2 recense les données issues de la littérature sur I’impact des composés PE présents
dans I’air étudié dans ce doctorat, sur les voies d’actions cestrogénique, androgenique et dioxin-
like. Le + correspond a un effet agoniste observé pour des congénéres de la famille étudiée, le
- a un effet antagoniste observe pour des congénéres de la famille étudiée. Si les deux signes
(+/-) sont renseignés, cela correspond a un effet qui peut étre soit agoniste, soit antagoniste,

selon les congeneres de la famille étudiée.
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Tableau 2 : Voies d'actions biologique des familles de composés étudiés, adapté d’Inserm, (2013) et de Laborie, (2015)

Composés Estrogénique Androgénique Dioxin-Like Références bibliographiques
(Jobling et al., 1995 ; Zacharewski et al., 1998 ; Nishihara et al., 2000 ; Okubo et
Phtalates + - + al., 2004 ; Fang et al., 2003 ; Takeuchi et al., 2005 ; Tamura et al., 2006 ; Kriiger,

Long et Bonefeld-Jgrgensen, 2008 ; INSERM, 2013 ; Mankidy et al., 2013)

(Tran et al., 1996 ; Santodonato, 1997 ; J. H. Clemons et al., 1998 ; Navas et
HAP +/- +/- + Segner, 1998 ; Arcaro et al., 1999 ; Vinggaard, Hnida et Larsen, 2000 ; van Lipzig
et al., 2005 ; Tamura et al., 2006 ; Novakova et al., 2020 ; Vondracek et al., 2020)

(Routledge et al., 1998 ; Okubo et al., 2001 ; Morohoshi et al., 2005 ; Satoh et al.,

Parabéenes + + Pas d’études
2005 ; Chen et al., 2007)

(White et al., 1994 ; Nishihara et al., 2000 ; Jung, Ishida et Nishihara, 2004 ; Satoh
+ / - = Pas d’études etal., 2005 ; Bonefeld-Jorgensen et al., 2007 ; Kriiger, Long et Bonefeld-Jargensen,
2008)

Alkylphénols et alkylphénols

éthoxylates

(I. A. Meerts et al., 2001 ; Siddigi, Laessig et Reed, 2003 ; Ceccatelli et al., 2006 ;
PBDE + / = +/- + Hamers et al., 2006 ; Hamers et al., 2006 ; Darnerud, 2008 ; Kojima et al., 2009 ;
Christen et al., 2010 ; Su et al., 2012 ; Wong et al., 2017)

+/' (Soto et al., 1995 ; Nesaretnam et al., 1996 ; Gierthy, Arcaro et Floyd, 1997 ;
Bonefeld-Jgrgensen et al., 2001 ; Portigal et al., 2002 ; Schrader et Cooke, 2003 ;
Siddiqi, Laessig et Reed, 2003 ; Svobodova et al., 2009 ; Bovee et al., 2011 ;
Odermatt et al., 2006)

PCB +/- +/- (+:DL-PCB;

- > autres PCB)

Pesticides + + (Okubo et al., 2004 ; Xu et al., 2008 ; Takeuchi et al., 2008 ; L’Héritier et al., 2014)
(Effets faibles)
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|.  Sites urbains d’étude

1. Sélection des sites urbains
Dans le cadre de ces travaux, trois sites de prélevements ont été sélectionnés, en collaboration
avec Airparif. Airparif est une association agréée par le ministére de 1’Environnement, de
surveillance de la qualité de I’air. Les stations sélectionnées sont urbaines et de type pollution
atmosphérique de « fond ». Une station est considérée de type « fond » lorsque « les niveaux
de concentrations (en polluants atmosphériques) ne sont pas influencés de maniére significative
par une source particuliére (ex : émetteur industriel, voirie...), mais plutdt par la contribution
integrée de multiples sources » (LCSQA, 2015; Mathe, 2010). Le choix de stations de fond
permet d’étre plus représentatif de 1’exposition moyenne d’une population vivant en milieu

urbain a la contamination atmosphérique en particules.

Les trois sites sélectionnés sont indiqués en Figure 18 : un site dans le 13°™ arrondissement de
Paris, & proximité du parc de Choisy, noté « P13 », un site dans le 15°™ arrondissement de Paris
situé au sein du parc Suzanne Lenglen, noté « P15 », et enfin un site 8 Champigny-sur-Marne,
pres des cours de Tennis Nelson Mandela, noté « Champigny ». Les trois sites se situent dans
des zones de loisirs en extérieur : des parcs et des zones sportives pour les sites P15 et
Champigny. Toutefois, ces sites présentent des différences. Le site P13 est & proximité de la
place d’Italie, et le site P15 est a une grande proximité du périphérique parisien. Ces routes sont
respectivement un axe de croisement et un axe routier trés fréquentés. Le site Champigny est
situé au milieu d’une zone résidentielle mais 1’autoroute A4 se situe a environ 1 km au nord du

site (Figure 18).
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Le Site « P13 »

— —
a

o, Sle R [l

Le VS‘iter« Champigny »

Figure 18 : Localisation des trois sites (I ‘étoile rouge indique I’emplacement des préleveurs).

2. Echantillonnage
a. Systémes de préelévements
Les appareils utilisés pour le prélevement des particules étaient des préleveurs actifs, a haut
debit ou I’air, aspiré par une pompe a vibreur, traverse un dispositif constitu¢ d’un filtre retenant
les particules. Suivant le dispositif, les particules sont sélectionnées selon leur taille
granulométrique ou non. Ces appareils a haut débit, permettent de concentrer sur un filtre de
grands volumes d’air et ainsi de recueillir de grandes quantités de particules dans un temps
court (Tableau 3). En effet, pour mener les analyses chimiques et biologiques, il était nécessaire
d’obtenir des particules en suffisamment grande quantité pour réaliser toutes les expériences,
particulierement sur le plan biologique ou les échantillons sont obligatoirement dilués lors de
I’exposition sur cellules. Le fait de pouvoir collecter une grande quantité de particules dans un
temps relativement court (ici 3 jours) permet aussi de mieux comparer les différences de
contamination d’une période restreinte a une autre, et ainsi de pouvoir potentiellement voir un
effet d’un changement rapide des conditions de prelevements (pic de pollution, travaux a
proximité...), ce parametre aurait ét€ moins accessible sur des périodes de prélévements plus

longues.
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Tableau 3 : Données de prélévements par type de particules en moyenne pour 3 jours de prélévements.

Type PM2s PM1o TSP
Volume prélevé par filtre (mq) 2133,402 2150,130 1642,755
Teneurs en particules (ug/mS) 14,062 25,020 30,365
Particules par filtre (mg) 30,000 53,796 49,882

b. Prélévement des TSP

Pour les prélevements de particules sans distinction de taille (TSP, total suspended particles),
I’appareil de la marque TISCH appelé VFC+ a été utilisé. Cet appareil a un débit fixe de 44
CFM (Cubic Feet per Minute), soit environ 1246 L d’air/min, ce qui correspond a un haut débit.
Néanmoins, a la suite d’un exercice de calibration et vérification du débit par un débitmetre a
bille (Annexe 1), il a été remarqué que cet appareil prélevait, de fagon constante, seulement
environ 66 % du volume d’air annoncé par 1’appareil. Les volumes d’air prélevés pour estimer
les teneurs atmosphériques en TSP ont donc été pondérés par ce biais de mesure, en multipliant
par 0,66 la valeur de volume d’air prélevé, initialement affichée par 1’appareil. Pour ce systeme
de prélevement, les particules sont retenues sur un filtre en fibre de verre (GF/A) rectangulaire
de 20,32 x 25,4 cm. Chaque filtre est préalablement calciné a 400 °C pendant une nuit et est
conservé dans un dessiccateur apres prélevement, dans le but de réduire au maximum le taux

d’humidité.

Figure 19 : Systémes de prélévements utilisés : le Digitel DH-77 pour la collecte des
PMz;s et PM1g (a gauche) et le TISCH VFC+ pour la collecte des TSP (a droite).
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¢. Prélevement des PM2 s et des PM1o

Pour les prélevements de particules PM2 s et PMag, ’appareil de la marque Digitel de type DH-
77 a été utilisé (Figure 19). Cet appareil posséde deux tétes de prélévements au choix, chacune
ayant des caractéristiques spécifiques pour la sélection des particules selon leur taille (< 2,5 ou
< 10 pum). L’air est aspiré par le Digitel DH-77 et, lorsque les particules passent dans la téte de
prélévement, son degré d’ouverture va permettre de sélectionner les particules selon leur taille.
Ce systeme de prélevement correspond a un collecteur de type impacteur & un étage. Grace a
un débitmetre intégreé, le débit a été fixé a 500 L/min, débit optimal pour I’utilisation des tétes
de prélevement. De plus, a chaque déplacement de I’appareillage entre sites, ce débit a été
systématiquement calibré a nouveau (vérifications avec ajustements si nécessaire). Avec le
Digitel DH-77, les particules sont concentrées sur un filtre rond de 15 cm de diamétre (filtre
Whatman en fibre de quartz, QMA). Comme pour les TSP, chaque filtre est préalablement
calciné a 400 °C pendant une nuit et est conservé dans un dessiccateur apres prélevement, dans

le but de réduire au maximum le taux d’humidité.
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3. Plan d’échantillonnage
Les prélevements sur les appareils Digitel DH-77 (de PM.,5 ou PM1o) et TISCH VFC+ (de TSP)

ont été réalisés en paralléle sur un méme site donné.

Les prélevements concomitants TSP/PM1o ou TSP/PMz s ont ainsi été effectués, permettant une
comparaison des classes granulométriques deux a deux. Etant donné que les prélévements de
PM2 5 et de PMyg se font sur le méme appareil (changement de la téte de prélévement en fonction
de la granulométrie choisie pour rappel), il a ét¢ décidé d’alterner, tous les 3 jours, le type de
PM prélevees. La campagne de prélevement sur les 3 sites (P13, P15 ou Champigny)
correspond & une période de prélevement de 1 mois et demi par saison, en comptant par site : 2
semaines au total, soit 4 séries de 3 jours de prélevements consecutifs. De plus, il a été choisi
de faire deux campagnes de prélévements : une en saison froide et 1’autre en saison chaude.
L’objectif était d’observer l'influence des températures et de la saisonnalité sur la
contamination en COSV sur les particules, et sur les effets biologiques associés a leur multi-

contamination organique.

Vu la différence de débit de prélévement pour les deux systemes de prélevement (500 L/min
pour ’appareil Digitel DH-77 prélevant les PM2;5 ou PMy et environ 1246 L/min pour les TSP
avant la vérification du biais de mesure (partie 2.b.Prélevement des TSP), il a été décidé de faire
des prélévements discontinus pour les TSP afin d’avoir environ le méme volume d’air entre
PM2;5 et TSP ou PMyo et TSP 4 la fin d’un prélevement de 3 jours. Le prélévement pour les TSP
a donc été de 3 h 45 toutes les 9 heures, a partir du lancement de I’appareil.

Sachant qu’il existe des variations d’émissions de particules dans une journée (Figure 20), il a
fallu vérifier si ce prélevement discontinu sur 1’appareil VFC+ n’influencait pas la quantité
finale de particules obtenue, par comparaison a un prélevement continu. Pour vérifier ce point,
les variations de teneurs en particules de PM2 s et de PM1o sur une station Airparif (site Bobigny,
un site de fond urbain), avec des données horaires ont été utilisées. Ces données ne portaient
certes pas sur les TSP, mais donnent néanmoins une estimation des variations globales des
teneurs atmosphériques en particules au cours d’une journée et ont donc servi d’indicateur pour
la comparaison d’un prélévement de particules en continu versus en discontinu selon le

protocole défini pour les TSP (Figure 20).
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Figure 20 : Variations des teneurs en PMzs et PMyo (en pg/md) sur 3 jours (du 04/03 au 07/03/2019 sur le site de
Bobigny, données Airparif) en fonction du plan de prélévement choisi pour les TSP (3 h 45 toutes les 9 heures).

Ainsi, le Tableau 4 montre les teneurs moyennes en PMio calculées en prenant les valeurs

correspondant aux périodes d’un préleévement sur 3 jours, soit en mode discontinu (environ

3 h 45 toutes les 9 heures), soit en mode continu. Il ressort que la différence de teneurs en

particules PM par m® d’air entre un prélévement sur 3 jours en mode continu versus en mode

discontinu était inférieure a 5 %, estimation réalisée sur les 3 périodes de prélévements (Tableau

4). De ce fait, par extrapolation et considérant que les PMio qui sont incluses dans les TSP,

étaient représentatives des TSP, nous avons estimé que le protocole de prélévement discontinu

des TSP était représentatif d’un prélévement continu sur 3 jours.

Tableau 4 : Comparaison des teneurs moyennes en PMyo dans I’air (en pug/m®) obtenues en 2019 entre les
protocoles de prélévements en continu et en discontinu, sur 3 périodes de prélévement de 3 jours sur le site de
Bobigny (données Airparif)

Période de
prélévement sur 3
jours sur le site de

Bobigny (données Prélevement

Airparif) continu
25/02 — 28/02 95,1
01/03 — 04/03 16,1
04/03 —07/03 12,3

Teneurs moyennes
en PMyo (ug/m?®)

Différences des

Teneurs moyennes teneurs en PMyg
en PMyo (ug/m?3) (en %)
Prélevement Prélévements
discontinu discontinu / continu
57,1 + 3,59 %
15,3 - 4,90 %
12,2 -1,14%
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4. Tests préliminaires
Avant de procéder a I’échantillonnage d’air sur les 3 sites sélectionnés, des tests
préliminaires ont été réalisés sur le toit de I’un des batiments de Sorbonne Université sur le
campus Pierre et Marie Curie (Jussieu), dans le 5™ arrondissement (nommé « toit de
Jussieu »). L’objectif était de vérifier le fonctionnement de 1’appareillage Digitel DH-77
pour le prélevement des PM2s et PMio, ainsi que de comparer les données de teneurs
atmosphériques en particules obtenues, par rapport a celles mesurées par la station d’ Airparif
(Paris 4°™ arrondissement) la plus proche et présentant des caractéristiques équivalentes au
site de Jussieu : ce sont dans les deux cas des sites urbains, de type fond (Tableau 5). Le
second appareil, un « VFC + » de la marque TISCH n’a pas été testé sur le site du toit de

Jussieu, en raison d’une limite de voltage sur les prises électriques de la station.

Tableau 5 : Teneurs en particules (PMio et PM, ) dans l'air (ug/m?®)

Mesurées soit avec I’appareil Digitel DH-77, soit selon les conditions de mesure d’Airparif, sur des périodes
de 3 jours (du 14/12/18 au 17/12/18) pour les PMyo et du 17/12/18 au 20/12/18 pour les PM2,5)

Teneur en particules dans I’air (ug/m?)

Type de particule Mesure sur Digitel DH-
Mesure d’Airparif

Période de prélévement 77 ) _
(site : Paris 4)

(site : toit de Jussieu)

PM1o
19,7 19,6
14/12/18 - 17/12/18
PM2s
10,7 10,3

17/12/18 - 20/12/18

Les teneurs en particules dans I’air ont été calculées en masse de particules en fonction du
volume d’air. Ces résultats préliminaires (Tableau 5) ont permis de mettre en évidence des
teneurs PMys et PM1o mesurées avec le protocole développé sur I’appareil Digitel DH-
77,trés proches de celles mesurées par Airparif, avec moins de 5 % de différences entre les
deux approches. Ces données ont permis de valider la calibration et la méthode utilisée pour
I’appareil DH-77.
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5. Validation des mesures de pollution des sites choisis (d’aprés la base de
données Airparif)

La sélection des trois sites urbains étudié€s a d’abord été validée quant a leurs caractéristiques
représentatives d’une pollution de fond. En effet, bien que nos sites posseédent théoriquement
les mémes caractéristiques de « fond » définies par le Laboratoire central de surveillance de la
qualité de 1’air (LCSQA), des différences de zones géographiques et d’environnement
subsistent (Figure 18). L’environnement de chaque site pouvant influencer les teneurs en
particules atmosphériques, ainsi que leur contamination, il s’avérait important de savoir si elles
s’inscrivent dans la moyenne de la pollution atmosphérique de la zone parisienne surveillée par

Airparif.

Les données de mesure de la qualité de 1’air fournies par Airparif ont donc été utilisées. En
effet, cette association possede environ 70 stations de mesure de polluants atmosphériques en
région parisienne, et récolte de fagon automatique des données horaires (une mesure moyenne
par heure par polluant) sur de nombreux polluants atmosphériques tels que les PM, le dioxyde
d’azote (NO2), 1’ozone (Os) ... Certains polluants sont mesurés de fagon automatique
(notamment ceux décrits ci-apres), tandis que d’autres font partie de campagnes de mesures
specifiques nécessitant un échantillonnage spécifique (HAP, dioxines...) (Site internet Airparif,
2022). Parmi les polluants mesurés de fagon automatique sur les différentes stations du réseau
de mesure, sont retrouves les teneurs en PMzs ou PM1o. Dans le but de faire une comparaison
entre les mesures gravimétriques de particules dans I’air quantifiées sur les trois sites, les

données Airparif ont été recueillies et agrégées dans une base de données, décrite ci-apres.

a. Base de données Airparif

Les donneées récoltées de la base de données Airparif correspondent aux stations de mesure de
qualité de I’air en région parisienne répondant aux deux critéres de pollution suivants : de type
fond et urbain. Les indicateurs de pollution de I’air d’Airparif ont été pris en compte aux dates
et heures correspondant a celles des prélevements des particules atmosphériques utilisées pour

ce doctorat.

Ainsi, les données Airparif du 29/01/19 au 11/03/2019 et du 04/06/2019 au 15/07/2019 ont été
sélectionnées pour correspondre aux dates de prélévements réalisés dans cette étude. Au total,
28 stations ont été intégrées dans la base de données créée, (via les logiciels Excel et

Access),toutes situees en lle-de-France et représentatives d’une pollution de fond urbaine.
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Les types de polluants atmosphériques mesurés par Airparif difféerent d’une station a une autre
et comprennent : le monoxyde de carbone (CO), le dioxyde de soufre (SO2), NO2, I’Os, les
PMyo et/ou les PM2s. Au total, 57 434 lignes d’informations ont été renseignées, une ligne

correspondant a une mesure horaire d’un ou plusieurs polluants a une station.

b. Validation en utilisant l'indicateur NO2

Méme si chaque station du réseau Airparif ne mesure pas les mémes parameétres
atmosphériques, la base de données renseigne sur la pollution atmosphérique globale a I’échelle
de I’Ile-de-France. Ainsi, les sites sélectionnés pour notre étude, P13, P15 et Champigny,
correspondent a des stations de mesures intégrées dans la base de données, mais les teneurs en
PM25 et PMyo (a I’exception du site P15 qui mesure les PM1o) n’y sont pas surveillées. Cela
empéche la comparaison directe avec les teneurs relevées dans notre étude et la
vérification/validation directe de I’homogénéité des trois sites en tant que sites urbains de fond

pour ces parametres.

Ainsi, les parametres qui ont pu étre recueillis de la base de données Airparif pour les trois sites

d’études sélectionnés sont :

e P13:NOzetO3
e P15:NO;et PM1g
e Champigny : NOz et O3

De maniére générale, sur la totalité des 28 stations constituant la base de données, le parametre
NO; est en grande majorité mesuré sur les sites Airparif ; ce parametre est renseigné pour 83 %
des données recueillies et est commun a 24 stations sur les 28 stations, de type fond et urbain,
sélectionnées. L’indicateur de qualité de I’air NO2 est d’ailleurs renseigné pour nos trois sites
urbains : P13, P15 et Champigny. Il s’avére donc étre un paramétre intéressant pour comparer

les trois sites entre eux quant a leur caractere urbain de fond.

De ce fait, le NO> a servi d’indicateur d’homogénéité de pollution urbaine de fond (considére
alors comme un « proxy ») entre les trois sites d’étude. Pour les PM collectées dans le cadre de
ce doctorat, des mesures de correlation deux a deux ont été realisees entre les couples de
variables NO2/PM s ou NO2/PM1o pour chaque période et site de prélevements. Quelles que
soient les variables comparées, une corrélation positive significative (en rouge, p < 0,001,

Tableau 6) est mise en évidence. Lorsque les concentrations en NO. augmentent dans 1’air, les
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concentrations en particules de type PM2 s et PM1o augmentent également. Cette relation est en
accord avec une etude menée & Hangzou en Chine (Wu et al., 2016), mais elle n’est pas toujours
observée. En effet, ’article de Eeftens et al. (2012) explique que ces corrélations peuvent se

produire mais sont dépendantes de 1’environnement du site et de la période.

Tableau 6 : Matrice de corrélation de Pearson et p-value associées entre les polluants de type NO2, PM.s et PM1g
correspondant a la période du 29/01/19 au 11/03/19 et du 04/06/19 au 15/07/19

Variables NO, PMys PMy
NO> 1 0,783 0,793
PM;s 0,783 1 0,936
PMyp 0,793 0936 1

La Figure 21 montre que les profils de contamination en NO2 sont similaires entre les sites P15,
P13 et Champigny, suivant les dates de prélévements des PM collectées et les saisons (froide
et chaude).

De I’ensemble, il ressort donc que la dynamique de la pollution urbaine de fond semble bien
homogeéne entre les trois sites sélectionnés pour le NO>, et en s’appuyant sur les corrélations

observées, pour les particules atmosphériques.
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Figure 21 : Evolution des teneurs en NO; sur les sites d'études en fonction du temps, selon les données Airparif.
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c. Validation en comparant les concentrations mesurées en PM

Les teneurs en PM collectées sur les trois sites P13, P15 et Champigny, selon le protocole défini
en 1.6. Préparation des extraits particulaires et calculées par mesure gravimétrique, ont pu étre
comparees a celles issues de la base de données Airparif, incluant 28 stations. Dans cette
derniére, les teneurs en PM2 s étaient renseignées pour 20 % dans la base de données et a hauteur
de 40 % pour les PM1o. Les TSP n’ont pu étre intégrées dans cette comparaison, étant donné

que cet indicateur de pollution atmosphérique n’est pas surveillé par Airparif.

Ainsi, un test de Bland et Altman a été réalisé (Figure 22), pour observer la comparabilité entre
la méthode de calcul des teneurs en particules dans D’air utilisée dans ce doctorat (I.6.
Préparation des extraits particulaires) et la méthode de mesure Airparif. Les teneurs moyennes
mesurées (sur les sites de I’étude pour 3 jours) et les teneurs moyennes sur les périodes
correspondantes, issues des données Airparif ont été renseignées. Pour les teneurs en particules
(PM25 et PMyo), le test de Bland et Altman montre que les valeurs sont comparables :
I’hypothese qu’il y ait 0 différence entre le calcul des teneurs par gravimétrie dans cette étude

et les teneurs mesurées par Airparif sur les différents sites, n’est pas rejetée.
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Figure 22 : Graphique de Bland et Altman comparant les teneurs en particules moyennes mesurées par Airparif
et les teneurs en particules moyennes calculées expérimentalement dans cette étude, sur une méme période.

57



Chapitre 2 — Matériels et méthodes

Ces résultats montrent que les teneurs en particules PM2s et PM1o (en pug/m? d'air) collectées
pour notre étude sont comparables a celles mesurées par Airparif sur la méme période de
prélévement, et en prenant en compte plusieurs stations urbaines et périurbaines dans le secteur

de I'lle-de-France, comme vu précédemment sur une courte période dans le Tableau 5.

De I’ensemble de ces données, il ressort que notre protocole de prélévement et de mesure de
teneurs en particules atmosphériques (PMa,s et PM1o) obtient des teneurs calculées en PMy s et
PMyo comparables a celles obtenues par la méethode utilisée par Airparif, la structure de
référence en matiére de surveillance de la qualité de 1’air en Ile-de-France. Cette comparaison
n’a pu étre réalisée pour les particules de types TSP, car les informations sur les teneurs en

particules totales ne sont pas renseignées par 1’association Airparif.

6. Préparation des extraits particulaires
a. Récupération et découpe des filtres
Les particules récoltées sur les filtres ont été extraites pour leur contenu en une large gamme de
molécules organiques selon des protocoles précédemment validés (Laborie et al., 2016 ; Alliot
et al., 2014). Un méme filtre permet d’obtenir des extraits particulaires similaires dédiés aux
analyses chimiques et biologiques, afin de pouvoir comparer les résultats de ces deux approches

pour étudier la contamination organique de PM d’origine urbaine.

Figure 23 : Filtre PMyo aprés 3 jours de prélévement d'air a un débit de
500 L/min avec le Digitel DH-77 (ici prélevement Hiv9).
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Apres 3 jours de prélevement, les filtres sont récuperés (Figure 23), enveloppés dans de
I’aluminium, et mis dans un dessiccateur pendant 24 heures, afin d’¢éliminer I’eau et d’avoir une
mesure gravimétrique fiable. La mesure gravimétrique s’appuie sur la pesée des filtres sur une
balance de précision (Mettler Toledo), se faisant immediatement suite a leur recueil sur les sites,
puis, une mesure apres dessiccation. Cette durée de 24 heures a été déterminée par une mesure
test préalable qui a permis de suivre 1’évolution du poids d’un filtre une fois mis dans le

dessiccateur, et qui a déterminé que cette durée était optimale pour enlever I’humidité du filtre.

A la suite de ces 24 heures de dessiccation les filtres sont pesés, et le poids des particules
collectés est obtenu par soustraction du poids du filtre blanc avant prélevement. Ce poids est
rapporté au volume d’air prélevé pour calculer la teneur en particule moyenne en m® d’air sur

les trois jours de prélevement.

Par la suite, chaque filtre est découpé avec un emporte-piece de 2,4 cm de diamétre et 4
« pieces » sont utilisées pour les analyses chimiques, le reste étant dédié aux analyses
biologiques (Figure 24). Chaque piéce est pesée sur la balance de précision afin de pouvoir
ramener la contamination chimique a la masse de particules extraites, le poids des pastilles sans
particules est estimé en fonction de la surface d’une pastille et le poids du filtre total sans
particules. Pour les effets biologiques, le filtre est de nouveau pesé et le pourcentage de surface
restante des filtres a la suite du prélévement des 4 pastilles pour I’analyse chimique est calculé,
et ramené au poids du filtre blanc initial, pour étre soustrait et ainsi connaitre le poids de

particules restantes, qui vont étre extraites pour les échantillons biologie.

Pieces pour I’analyse chimique

Filtre chargé de particules apres

24h de dessiccation
Partie de filtre restante pour

I’analyse biologique

Figure 24 : Découpe d’un filtre chargé en particules selon I'usage (analyse chimique ou biologique)

59



Chapitre 2 — Matériels et méthodes

Les quatre pieces dédiées a 1’analyse chimique ont été prélevées a différents endroits du filtre,
et espacées de fagon similaire sur chaque filtre. Ce choix de découpe de plusieurs pastilles par
filtre a été fait afin d’étre le plus représentatif possible de la contamination globale des PM
atmosphériques lors de la période du préleévement, d’analyser chimiquement plusieurs zones
sur filtre. N’ayant pas connaissance a ce jour d’éléments de la littérature quant a I’homogénéité
de la répartition des contaminants associés aux particules sur la surface d’un filtre, chaque piéce
a été analysée séparément pour la contamination en COSV. Pour I’analyse biologique, le reste
du filtre est utilis€ car, en raison des dilutions réalisées lors de 1’exposition cellulaire (détaillées
ci-apres), il est nécessaire d’avoir la plus grande quantité de particules possibles pour pouvoir

réaliser toutes les expériences prévues sur cellules.

b. Traitement des pieces pour I’analyse chimique
En parallele de chaque étape de traitement des pieces découpées dans les filtres pour 1’analyse
chimique, des blancs laboratoires ont été réalisés selon la méme méthode, de la dessiccation,

I’étalonnage interne, en passant par 1’extraction, a I’analyse chimique et biologique.

ETALONNAGE INTERNE DES PIECES
A la suite de la découpe a I’emporte-piéce du filtre, chaque piéce destinée a ’analyse chimique
est ensuite imprégnée, durant une nuit, d’une solution d’étalons internes. Les composés et leurs

quantités contenus dans cette solution sont détaillés dans le Tableau 7.

L’étalonnage interne est une méthode d’analyse quantitative, qui permet de quantifier les
composés contenus dans les échantillons en tenant compte des composés de référence de

quantité connues.

Tableau 7 : Composition de la solution d’étalons internes utilisée pour l'imprégnation des picces de filtres
dédices a I’analyse chimique.

Composés Quantité par piéce de

filtre découpée (en ng)
HAP Mix: Phenanthréne-d10 ; Pyréne- 333

d10 ; Benzo(a)anthracene-d12
Phtalates: DEP-d4 et DEHP-d4 200,0
Lindane-d6 50,0
Cis-permethrine 13 C 100,0
PCB 30/107 10,0
BDE Mix 4,9
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PREPARATION DES EXTRAITS PARTICULAIRES

L’extraction des picces de filtre ou les particules sont concentrées va donc permettre d’obtenir
des extraits particulaires concentrés en une large gamme de composés organiques. lls sont
préparés par extraction accélérée par solvant, aussi appelée ASE (Accelerated Solvent
Extraction). Cette technique consiste a faire une extraction solide-liquide qui utilise des
solvants sous haute pression et température (Thermo-Dionex, ASE 350). Ces parameétres se
situent au-dessus du point d’ébullition des solvants (Kaufmann et Christen, 2002).
L’association de température et de pression élevées donnent un processus d’extraction efficace,
rapide et reproductible car maitrisé. La phase statique correspond au moment ou le solvant et
la matrice sont en contact pendant un temps imparti. Cette phase permet la désorption des
molécules de la matrice vers le solvant. Il y a plusieurs cycles, pour augmenter le gradient de
concentration entre la matrice et le solvant, et qui permet d’extraire d’autant plus les molécules

contenues dans la matrice échantillon.

Pour préparer les extraits particulaires par ASE, les solvants utilisés sont un mélange de
dichlorométhane (DCM)/méthanol (MeOH) (2/1 ; v/v), selon la méthode de Laborie et al.
(2016). Les solvants utilisés étaient de qualite chromatographique (Merck Suprasolv).
L’extraction s’est faite par trois cycles statiques de cinq minutes, a la température de 100 °C et
a la pression de 100 bar. Chaque extrait particulaire, correspondant a une piéce de filtre (soit 4
échantillons indépendants d’extraits particulaires par filtre, correspondant & une période et un

type de particules prélevé), est ensuite récupéré dans un flacon individuel.

Les extraits particulaires obtenus sont ensuite évaporés dans un systeme de centrifugation-
évaporation, pour éliminer le plus grand volume de solvants issus de 1’extraction, par une
méthode basse pression (EZ-2, BTF), pendant 35 minutes puis évaporés a sec sous flux d’azote,
a 62 °C. A sec, ils sont rapidement remis en solution dans de I’hexane (solvant utilisé par la
suite pour I’analyse GC-MS/MS) pour étre ensuite transférés en flacon ambré de 2 mL, dans un
insert de 250 pL pour étre de nouveau évaporés sous flux d’azote jusqu’a un volume d’environ
100 pL.

A la suite de leur analyse chimique par GC-MS/MS, les extraits particulaires sont & nouveau
évaporés a sec, puis immédiatement remis en solution dans 200 uL de méthanol, puis de
nouveau evaporés pour les concentrer dans environ 100 pL. Ce transfert de solvant dans le

méthanol permet par la suite ’analyse des extraits en LC-MS/MS.
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C. Traitement des filtres pour [’analyse biologique
Le reste des filtres concentrés en particules est dédié¢ a 'analyse biologique (c’est-a-dire, sans
les 4 picces dédiées I’analyse chimique). Les extraits particulaires sont préparés de la méme
facon que ceux préparés a partir des piéces destinées a I’analyse chimique (ASE puis EZ-2),

mais il n’y a pas ici d’étape d’imprégnation des filtres par une solution d’étalons internes.

Ces extraits destinés a 1’analyse biologique sont ensuite évaporés presque a sec sous flux
d’azote, dans le but de ne pas assécher 1’échantillon, et sont mis en solution dans de I’acétate
d’éthyle. Ensuite, ils sont de nouveau évaporés presque a sec pour étre mis en solution dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO) de qualité HPLC (Sigma-Aldrich). Mis en solution dans le DMSO,
I’acétate d’éthyle résiduel est ensuite évaporé. Le DMSO est un cryo-conservateur qui va étre
toléré par les cellules jusqu’a 0,1 % (0,2 % dans certains cas) dans le volume d’exposition
auquel elles vont étre en contact. De ce fait, les extraits particulaires, dissous dans 100 % de
DMSO, doivent étre dilués au moins au 1000°™ ou au 500°™ dans le milieu de culture des
cellules pour respecter ces pourcentages finaux en DMSO dans le puits de culture.

Tenant compte de la teneur maximale en DMSO tolérable par les cellules sans engendrer de
cytotoxicité et de la nécessité d’avoir des extraits particulaires suffisamment concentrés en
contaminants organiques pour obtenir des niveaux d’activité mesurables sur des gammes de
dilutions, 1’étude préliminaire sur le toit de Jussieu a permis d’estimer que les extraits
particulaires devaient étre concentrés en faisant en sorte d’avoir 1’équivalent de 25 mg de
particules pour 100 pL de DMSO. Avoir dans la mesure du possible des extraits particulaires
de concentrations en particules équivalentes a permis une comparaison plus aisée entre eux.
Cependant, dans les cas ou la quantité de particules retenues sur le filtre était trop faible, il a été
décidé de conserver un volume de dissolution de 1’extrait de 100 uL de DMSO, malgré une
masse de particules correspondante inférieure a 25 mg. En effet, afin de pouvoir mener a bien
toutes les répétitions d’expérience sur les différents types cellulaires, il était nécessaire d’avoir
un volume de 100 pL pour chaque extrait particulaire. Les caractéristiques des extraits
particulaires utilisés pour I’analyse biologique sont présentées dans le Tableau 8. En rouge sont
indiquées les concentrations d’extraits inférieures a 25 mg de particules/100 uL de DMSO.
Cela concerne davantage les échantillons prélevés en saison chaude qu’en saison froide, car les

concentrations en particules dans 1’air ont tendance a étre plus faibles a cette saison.
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Tableau 8 : Caractéristiques des extraits particulaires dédiés aux analyses biologiques : nom d’échantillon, concentration d’extrait (en mg/puL de DMSO), teneurs des PM dans
Dair (en pg/m?®), en rouge concentration < 25 mg d’extraits particulaires/uL de DMSO.

Type de

Dates de

Extrait de PMas

Teneurs des

Teneurs des

égﬁgg{iﬁgrt] particules Saison présl:ét\;aeﬁfent prélévement ou PMyg (E;(;;S'Lt giﬂgsg) PM2;s ou PMyg TSP
prélevées (en 2019) (mg/uL DMSO) (en pg/m?3) (en pg/md)
Hivl PM,s/TSP Hiver P13 29/01 au 01/02 0,2500 0,2500 8,8 25,9
Hiv2 PM1o/TSP 01/02 au 04/02 0,2500 0,2500 18,9 36,3
Hiv3 PM1o/TSP Hiver P13 04/02 au 07/02 0,2500 0,2500 17,6 25,8
Hiv4 PM_s/TSP 08/02 au 11/02 0,0718 0,2500 55 34,1
Hivb PM_s/TSP Hiver P15 11/02 au 14/02 0,2500 0,2500 20,9 50,7
Hiv6 PM1o/TSP 15/02 au 18/02 0,2500 0,2500 42,6 55,9
Hiv7 PM;s/TSP Hiver P15 18/02 au 21/02 0,2500 0,2500 25,0 42,0
Hiv8 PM1o/TSP 22/02 au 25/02 0,2500 0,2500 35,3 52,9
Hiv9 PM1o/TSP Hiver Champigny 25/02 au 28/02 0,2500 0,2500 58,4 45,6
Hiv10 PM_s/TSP 01/03 au 04/03 0,1740 0,1995 13,2 17,4
Hivll PM1o/TSP Hiver Champigny 04/03 au 07/03 0,1694 0,2243 10,7 16,6
Hiv12 PM;s/TSP 08/03 au 11/03 0,0913 0,2500 6,0 21,5
Etel PM_s/TSP Eté P15 04/06 au 07/06 0,1017 0,1382 7,8 11,6
Ete2 PM1o/TSP 07/06 au 10/06 0,1855 0,1013 12,0 11,2
Ete3 PM_s/TSP Eté P15 10/06 au 13/06 0,0702 0,0475 59 6,0
Ete4 PM1o/TSP 13/06 au 16/06 0,1466 0,2500 10,1 19,5
Ete5 PM1o/TSP Eté Champigny 17/06 au 20/06 0,2500 0,2500 15,6 21,2
Ete6 PM_s/TSP 21/06 au 24/06 0,1614 0,1869 10,7 18,0
Ete7 PM1o/TSP Eté Champigny 24/06 au 27/06 0,2500 0,2500 25,5 33,6
Ete8 PM;s/TSP 28/06 au 01/07 0,2188 0,2500 15,2 30,0
Ete9 PM;s/TSP Eté P13 01/07 au 04/07 0,2500 0,2500 20,1 66,4
Etel0 PM1o/TSP 05/07 au 08/07 0,2500 0,2500 28,6 30,2
Etell PM, /TSP Eté P13 08/07 au 11/07 0,2500 0,2500 29,8 29,6
Etel2 PM1o/TSP 12/07 au 15/07 0,2500 0,2500 24,8 26,7
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Il.  Analyse chimique des extraits particulaires

Toute I’analyse chimique présentée ci-dessous a été réalisée en suivant un protocole
précédemment validé au sein du laboratoire de Chimie des Contaminants, au sein de ’'UMR
METIS (Alliot et al., 2014 ; Laborie et al., 2016). Les molécules recherchées dans les extraits
particulaires, ont été sélectionnées en raison de leur caractere perturbateur endocrinien suspecté
ou avéré et, de leur présence potentielle dans ’air ambiant extérieur a 1’état adsorbé sur des
particules atmosphériques. Suivant leurs caractéristiques physico-chimiques (Tableau 1) et a
I’appui de la méthode précédemment validée, les composés ont été analyses par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS) ou par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

1. Analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (GC-MS/MS)

Les extraits particulaires ont été analyses par GC-MS/MS, avec une séparation
chromatographique des composés d’intérét sur le systtme GC 7890 (Agilent Technologies,
France) avant quantification par spectrométrie de masse en tandem de type Triple Quadrip6le
7000B (Agilent Technologies, France). Le GC-MS/MS en tandem minimise les interférences
et le bruit de fond sur les chromatogrammes, permettant ainsi une détection des composés

améliorée. Les details des paramétres du GC-MS/MS sont présentés en Annexe 3.

La méthode d’analyse par GC-MS/MS s’applique aux phtalates, HAP, pesticides
(pyréthrinoides, organochlorés et DEET), aux PCB, ainsi qu’aux PBDE. Les détails des
composés quantifiés dans cette étude par GC-MS/MS sont présentés par famille dans le Tableau
9.
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Tableau 9 : Composés recherchés dans les extraits particulaires par GC-MS/MS.

Familles Composés recherchés

HAP légers* : Naphtalene, Acénaphténe, Acénaphtyléne, Phénanthréne,
Anthracene, Fluoréne

HA,P . HAP lourds** : Pyrene, Fluoranthene, Benzo(a)anthracene, Chrysene,
16 congeéneres . \ X
recherchés Benzo(b)fluoranthéne, Benzo(k)fluoranthéne, Benzo(a)pyréne,
Dibenzo(a,h)anthracéne, Benzo(g,h,i)péryléne, Indéno(1,2,3-c,d)pyréne

Phtalates Diméthyl phtalate : DMP, Diéthyl phtalate : DEP, Di-n-butyl phtalate :
7 congéneéres DnBP, Di-iso-butyl phtalate : DiBP, Butylbenzyl phtalate : BBP, Di(2-
recherchés ethyl-hexyl) phtalate : DEHP, Di-n-octyl phtalate : DnOP
PCB
7 congéneéres PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-118, PCB-138, PCB-153, PCB-180
rechercheés
PBDE
7 congeneres PBDE-28, PBDE-47, PBDE-99, PBDE-100, PBDE-153, PBDE-154

recherchés

Organo-chlorés : Pentachlorobenzéne : PeCB, Hexachlorobenzéne :
HCB, Lindane : y-HCB, 4,4' DDE

1;:;:2?}2?68 N,N-Diéthyl-m-toluamide : DEET
g ; Pyréthrinoides : Bifenthrine, Perméthrine, Phénothrine, Cyfluthrine,
recherchés fop A
Cyperméthrine, Fenvalerate, Deltaméthrine

*correspond aux HAP dont la structure contient 3 cycles ou moins
**correspond aux HAP dont la structure contient 3 cycles ou plus
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2. Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (LC-MS/MS)

A la suite de 1’analyse par GC-MS/MS, les extraits particulaires sont analysés par la méthode
LC-MS/MS. L’appareil utilisé est un systéme Agilent 1200 pour la chromatographie liquide,
en interface avec un systéeme de spectrométrie de masse de type Triple Quadrupdle 6410B
(MS/MS, Agilent Technologies), associé a une ionisation de type électrospray (ESI) avec une
source négative. Les détails des différents paramétres associés a cette méthode sont présentés

en Annexe 4.

La méthode d’analyse par LC-MS/MS permet la détection et la quantification des parabénes,
alkylphénols et alkylphénols éthoxylés. Les details des composes quantifiés dans cette étude
par LC-MS/MS est présente par famille dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Composés recherchés dans les extraits particulaires par LC-MS/MS.

Familles Composés
Alkylphénols et
alkylphénols Octylphénol OP, Nonylphénol NP, Octylphénol monoéthoxylate,
éthoxylates Octylphénol diéthoxylate, Nonylphénol monoéthoxylate,
6 congénéres Nonylphénol diéthoxylate
recherchés
Parabénes
4 congeéneres Methylparabéne, Ethylparabene, Propylparabene, Butylparabene
recherchés
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3. Expression et traitement des résultats obtenus par 'analyse chimique

a. Limites de détection et de quantification

Pour fixer nos limites de quantification et de détection, inhérentes a la méthode utilisee, la
méthode du dopage a été utilisée. Cette méthode consiste a ajouter sur des pieces de filtres
découpés une quantité de composés connus en solution. Ces piéces sont imprégnées toute une

nuit et sont ensuite traitées avec la méme méthode que pour les échantillons :

e Imprégnation par la solution d’étalons internes
e Extraction par ASE

e Evaporation par EZ-2

e Reconcentration sous flux d’azote

e Remise en solution dans I’hexane (GC-MS/MS) puis le méthanol (LC-MS/MS)

Le détail des masses des différents composés pour le dopage est présenté en Annexe 2. Les
quantités choisies sont identiques a celles utilisées dans la validation de méthode faite par
Laborie et al. (2016). Cela a permis d’avoir un point de comparaison avec les valeurs trouvées
précédemment, avec la méme méthode. Les concentrations ont été déterminées en considérant
la quantification des pieces de filtres dopées, qui avaient un signal/bruit supérieur a 3. Puis, ces
guantités ont été transformées en concentrations exprimées en ng/m? ou pg/ug, selon que les
résultats servent a une comparaison de la contamination chimique selon la masse de particules

ou en fonction du volume d’air.

Pour exprimer les concentrations en ng/m?3, les quantités en ng de chaque composé quantifié sur
les filtres dopés ont été multipliées par la concentration en particules calculée par pastille pour
chaque prélevement et par type de particules (PM25s, PM1o et TSP). Pour exprimer les teneurs
en pg/ug, les quantités en masse ont été divisées par le poids moyen de particules par piece,

selon le type de particules. Ces valeurs moyennes sont détaillées dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Moyenne des masses de particules en pig et de m® par piéce, selon les types de particules.
Moyenne pg de particules/piece  Moyenne de m3 d'air/piece

PMas ‘ 1,30 56,96
PMao ‘ 2,25 58,52

TSP ‘ 1,29 38,00
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Le detail des LD et LQ calculées est présenté en Annexe 5, Annexe 6, Annexe 7, Annexe 8,
Annexe 9, Annexe 10, Annexe 11.

Cette méthode du dopage a également permis de calculer les taux de recouvrement propres a
chaque composé étudié, apres application de la méthode utilisée sur les échantillons. Un
exemple du taux de recouvrement pour les phtalates et les HAP sur les filtres QMA est présenté

en Figure 25 et Figure 26. Le deétail des taux de recouvrement est présenté en Annexe 12.

0 1 1 1 1 I 1
LXK R R R XK
Différents composés

Figure 25 : Taux de recouvrement (en %) des phtalates sur les filtres QMA.
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Figure 26 : Taux de recouvrement (en %) des HAP sur les filtres QMA.

Les taux de recouvrement sont calculés par le rapport entre la masse expérimentale quantifiée
et la masse theorique qui a été ajoutée sur chaque piéce de filtre. Pour les HAP, on peut
notamment remarquer que les HAP « légers » ont les taux de recouvrement les plus faibles, cela
peut s’expliquer par leur grande volatilité et leur propension, de ce fait, a se volatiliser pendant

le processus de traitement des échantillons. Pour les HAP comme le chryséne et le benzo-k-
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fluoranthéne, leur volatilité ne peut expliquer leur faible taux de rendement d’extraction, cela
peut étre lié & une mauvaise quantité de départ au moment du dopage, car ce phénomeéne est

également observé sur les filtres en fibre de verre.

b. Prise en compte de la contamination environnementale

En raison du caractére semi-volatil et ubiquiste des composés étudiés, constituant alors une
contamination dite « bruit de fond », la contamination de 1’environnement de travail doit étre
prise en compte. De ce fait, des blancs laboratoires ont été réalisés, parallelement au traitement
des échantillons, afin d’estimer la contamination ambiante au moment de 1’extraction et de
I’analyse des échantillons correspondants. Les concentrations des composés dans les blancs
sont exprimées soit en pg/m3, soit en pg/ug, selon la fagon dont vont étre exprimées les
concentrations de composés dans les échantillons. Pour obtenir ces valeurs en pg/pg ou en
pg/m3, les quantités de COSV mesurés sont divisées par la quantité de particules moyenne
obtenue, suivant les types de particules, ou le volume d’air moyen prélevé. Ces blancs
correspondent a une pastille découpée dans un filtre non exposé, calciné de la méme fagon que
les filtres échantillons et ayant été mis en dessiccation. Leur diametre est le méme que pour les
échantillons, soit 2,4 cm, ils ont été découpés avec le méme emporte-piece que les pastilles
d’échantillons avec particules. Pour les blancs correspondant au type PM2s et PMio, ces
pastilles ont été découpées dans des filtres en fibres de quartz QMA, pour les blancs
correspondant aux TSP, les pastilles ont été découpées dans des filtres en fibre de verre. A
’exception des blancs du prélevement « Hiv2 », les pastilles de blanc analysées sont au moins

au nombre de 2.

Pour les résultats des blancs, comme pour les échantillons, au moment de la quantification, les
concentrations des composés mesurées dans les blancs sont retenues si elles ont un rapport
signal/bruit supérieur a 3, et si elles sont au-dessus de la limite de détection fixée par la méthode

du dopage vu précédemment.

Afin de tenir compte de ce parameétre dans les résultats finaux, une méthode précédemment
publiée et décrite (Blanchard et al., 2014) a été appliquée : si la concentration du composé
¢tudié n’est pas au moins quatre fois supérieure a celle retrouvé dans le blanc correspondant,
une soustraction de la concentration du blanc est réalisée. Si le composé a une concentration au

moins quatre fois supérieure au blanc dans 1’échantillon, aucune correction n’est réalisée.
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Par la suite, chague composeé analysé dans les extraits particulaires a été comparé pour sa valeur
de quantification a la limite de détection précédemment déterminée par la méthode du dopage
et toutes les valeurs en dessous de cette limite ont été indiquées comme « <LD ». Pour les
valeurs se situant entre la limite de détection et la limite de quantification (LQ), les valeurs ont

été mises en italiques.

c. Evaluation de la performance analytiqgue par comparaison avec des

standards particulaires NIST

En plus du taux de recouvrement des composés calculé par la méthode du dopage, la méthode
d’analyse chimique a aussi été testée avec la quantification de particules urbaines obtenues par
le National Institute of Standards & Technology (NIST). Des particules dont les teneurs en
plusieurs composés étudiés étaient connues, ont pu étre quantifiées par la méthode utilisée dans
cette étude. Ce procédé a permis d’évaluer un paramétre jusque-la inconnu sur notre méthode,
I’effet matrice. En effet, la méthode du dopage vu précédemment, permet de vérifier la
quantification réelle par rapport a une quantité de composé théorique. Néanmoins, ce procédé
ne tient pas compte de I’effet matrice, ici les particules, pouvant influencer le processus de
traitement et d’analyse chimique de nos échantillons. Plusieurs types de particules ont été
testées sur notre méthode, des particules urbaines de types PM1g (Fine Atmospheric Particulate
Matter, Standard Reference Material® 2787) et des particules urbaines de type TSP (Urban
Particulate Matter, Standard Reference Material® 1648a). Les teneurs des composés indiqués

par le NIST sont issues d’une méthode de validation inter-laboratoire.

Pour faire ce test, les particules NIST de type PM1o ont été deposées sur trois filtres en fibres
de quartz QMA (type piece), a une quantité d’environ 1 mg, et ont eu le méme traitement que
les échantillons de 1’¢tude. Les particules NIST de type TSP ont été déposées sur une picce de
filtre en fibre de verre (afin de correspondre aux filtres utilisés dans ce doctorat pour les
particules de type TSP), également a une quantité d’environ 1 mg et ont eu le méme traitement

et la méme analyse que les échantillons TSP prélevés.

Les taux de recouvrement ont été déterminés comme acceptables lorsqu’ils se situent entre 50
et 150 %. En effet, dans le standard NIST donne, les différences entre laboratoires se situaient

dans cette gamme de valeurs. De plus, les méthodes d’extraction ont été différentes de celles
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présentées dans les standards NIST. Pour le standard NIST PM1o, les composes dont les valeurs
sortent de cette gamme sont le fluorene, le benzo-k-fluoranthéne et le PBDE-154 (Tableau 12).
Le benzo-k-fluoranthene tend a étre sous-estimé dans notre méthode, comme pour la méthode

du dopage. Le fluoréne et le PBDE-154 tendent eux a étre sur-estimés.

Tableau 12 : Taux de recouvrement par la méthode multi-contaminants (en%) des composés quantifiés sur la
matrice NIST PMyp et TSP.

% recouvrement % recouvrement
NIST PMyo NIST TSP
Acenaphtene - 36
Acenaphtylene 140 76
Naphtalene 126 84
Anthracene 111 77
Fluoréne 200 75
Phenanthréne 122 111
Fluoranthene - 74
% Pyréne - 123
T Benzo[a]anthracéne - 79
Chrysene - 38
Benzo[a]pyréne - 68
Benzo[b]fluoranthéne 124 111
Benzo[k]fluoranthene 47 65
Benzo[g,h,i]pérylene 93 102
Dibenzo[a,h]anthracene 107 180
Indeno[1,2,3-cd]pyréne 76 106
PBDE-47 63 -
'-'DJ PBDE-100 90 -
m PBDE-153 103 -
PBDE-154 213 -
o HCB 369
2 - Lindane 1044
Q- 44'-DDE 204
PCB-28 494
PCB-52 746
m PCB-101 435
O PCB-138 111
PCB-153 132
PCB-118 101
PCB-180 77

Pour le standard de type TSP NIST, les valeurs sont sous-estimées pour 1’acénaphténe, cela est
coherent avec ce qui a été observé lors de la methode de dopage. Et les valeurs sont surestimeées
pour I’HCB, le lindane, les PCB-28,-52 et -101.
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lll.  Analyse biologique des extraits particulaires

Toutes les analyses biologiques ont été faites dans I’équipe PEPA de I'UMR ESE 8079, au sein
du groupe Santé Publique Environnement basé a la Faculté de Pharmacie de I'Université Paris-

Saclay.

Le potentiel perturbateur endocrinien de type (anti)-oestrogénique et anti-androgénique des
extraits particulaires a été evalué sur des tests cellulaires in vitro, ainsi que leur potentiel dioxin-
like. Rappelons que les extraits particulaires analysés ici ont été préparés a partir des mémes
filtres chargés en particules atmosphériques qui ont été analysés chimiquement. Pour rappel, le
protocole de préparation des extraits était commun pour les deux approches analytiques afin de
pouvoir comparer et mettre en regard les teneurs des particules atmosphériques urbaines en
COSYV avec le potentiel d’activité biologique de leur contamination organique, selon le type de

PM (PM2;5, PM1o, TSP) et selon la saison (froide, chaude).

La seule différence quant a la préparation des extraits est que ceux dédiés a 1’analyse biologique
n’ont pas subi d’imprégnation par une solution d’étalons internes, utile uniquement pour la
quantification en analyse chimique, et qui pourrait au contraire interférer sur les niveaux de
réponse en analyse biologique. Les tests de transactivation cellulaire utilisés, ainsi que les
conditions d’exposition aux extraits particulaires sont décrits ci-apres. Les parties « mesure de
la viabilité » et « mesure de I’activité transcriptionnelle » sont communes aux trois tests
cellulaires utilisés : les cellules T47D-KBLuc (potentiel perturbateur oestrogénique), les
cellules AlZ-AR (potentiel anti-androgénique) et les cellules AZ-AhR (potentiel dioxin-like).

1. Mesure du potentiel oestrogénique sur cellules T47D-KBLuc
a. Caractéristiques des cellules T47D-KBLuc
Les cellules T47D-KBluc (ATCC®) sont des cellules cancéreuses du sein humain possédant
les récepteurs nucléaires aux cestrogénes o et p (ERa et ERp) . Elles sont transfectées de maniere
stable avec le gene rapporteur de la luciférase dont I’expression est sous contrdle d’un élément
de réponse aux hormones telles que le 17B-cestardiol, symbolisé E2 pour rappel. Ce test
cellulaire permet donc de détecter les perturbations de I’activité transcriptionnelle des isoformes
a et B du récepteur aux cestrogenes selon le principe d’un bio-essai de transactivation cellulaire

décrit en Figure 27.
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b. Conditions de culture des cellules T47D-KBLuc
Les cellules T47D-KBLuc sont cultivées dans du milieu RPMI-1640 (Gibco ATCC-30-2001)
contenant 4,5 g/L de glucose, de la L-glutamine, 2,383 g/L. d’Hepes, 110 mg/L de pyruvate de
sodium et1,5 g/L de bicarbonate de sodium. Dans ce milieu contenant du rouge de phénol, sont
ajoutés 10 % de sérum feetal bovin, 1 % de pénicilline/streptomycine et de 1’insuline bovine
(appelé milieu de culture complet). Elles sont cultivées dans un incubateur a 37 °C sous une
atmosphére humide contenant 5 % de COx.

c. Conditions d’exposition des cellules T47D-KBLuc aux extraits particulaires
Pour mesurer les effets agonistes (potentiel cestrogénique) des extraits particulaires (ou des
échantillons blancs correspondants) sur les cellules T47D-KBLuc, celles-ci ont été
ensemencées dans des plaques de culture cellulaire de 96 puits a fond plat, a une densité de
1x10% cellules par puits dans du milieu de culture complet. Aprés leur adhésion durant 24 h
dans I’incubateur, les cellules ont été exposées pendant 22 h dans du milieu de culture complet
(contenant du sérum déprivé d’hormones (10 %) et dépourvu de rouge de phénol, composé
ayant un effet potentiellement perturbateur endocrinien - appelé milieu blanc) a une gamme de
dilutions d’extraits particulaires (ou des échantillons blancs correspondants), a raison de 4
répétitions de puits d’expérience par condition (Figure 28). Une gamme du ligand hormonal a
ER de référence, I’agoniste E2, a été réalisée en paralléle pour chaque expérience. Jusqu’a trois
répétitions d’expérience indépendantes ont été réalisées pour les extraits particulaires. Les
extraits particulaires ont tous été testés a des dilutions non cytotoxiques, avec finalement une
teneur maximale en DMSO de 0,1 % dans chaque puits de culture. Le pourcentage final de
DMSO dans le puits de culture a cependant da étre doublé (jusqu’a 0,2 % en Vérifiant sa non-
cytotoxicité) pour des répétitions d’expériences (N=2 et N=3) pour certains échantillons
nécessitant de tester les extraits a une concentration 2 fois plus importante afin d’obtenir une
courbe dose-réponse complete. Pour chaque plaque de culture, des puits controles ont été
effectués : les cellules ont été exposées a du milieu blanc seul (appelé « témoin cellules ») ou
en présence d’une teneur maximale en DMSO (0,1 ou 0,2 %, appelé « témoin solvant » ou
« témoin DMSO »). Les paramétres dose-réponse utilisés pour exploiter les résultats, dont la
concentration efficace médiane EC50, c’est-a-dire la concentration qui induit 50 % de la
réponse maximale, sont présentés dans le Chapitre 4 - 1.Potentiel astrogénique des extraits de
PM et en Annexe 42, Annexe 43, Annexe 44. Le calcul des parametres de la courbe pour chaque

échantillon a été réalisé avec le logiciel GraphPad Prism.
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Pour mesurer les effets hormono-compétitifs des extraits particulaires vis-a-vis de ’activité
d’E2, les cellules T47D-KBLuc ont été ensemencées comme précédemment décrit. Apres leur
adhésion, les cellules ont été exposées pendant 22 h & chaque extrait particulaire (a une dilution
proche de sa valeur EC50), seul ou en co-exposition a E2 a la concentration 10°M
(concentration saturante d’ER). L’objectif est d’étudier la compétitivité éventuelle des extraits

de PM vis-a-vis d’une réponse maximale d’E2.

Afin d’appréhender la voie d’action cellulaire des extraits particulaires induisant un potentiel
oestrogénique, les cellules T47D-KBLuc ont été exposées a chaque extrait de PM (a une
dilution proche de I’EC50) seul ou en co-exposition a 1’antagoniste compétitif de ce récepteur,

I’ICI 182, 780, aussi appelé « Fulvestrant », a la concentration de 10° M.

2. Mesure du potentiel anti-androgénique sur cellules AlZ-AR
a. Caracteéristiques des cellules AlZ-AR
Les cellules AlZ-AR (ABM®) sont des cellules cancéreuses epithéliales humaines issues d’un
carcinome humain de la prostate possédant le récepteurs nucléaire aux androgenes
(AR)(Bartonkova, Novotna et Dvorak, 2015). Elles sont transfectées de maniére stable avec le
gene rapporteur de la luciférase dont I’expression est sous contrdle d’un élément de réponse
aux androgenes telles que la dihydrotestostérone, symbolisée DHT pour rappel. Ce test
cellulaire permet de détecter les perturbations de 1’activité transcriptionnelle du récepteur aux
androgenes selon le principe d’un bio-essai de transactivation cellulaire. La Figure 27 illustre

le mécanisme de ce test cellulaire.

b. Conditions de culture des cellules AlZ-AR
Les cellules AlZ-AR sont cultivées dans du milieu RPMI-1640 (Dutscher L0498-500)
contenant 2 g/L de glucose, de la L-glutamine, 2 g/L de de bicarbonate de sodium, sans sodium
pyruvate. Dans ce milieu contenant du rouge de phénol, sont ajoutés 10 % de sérum feetal bovin,
1 % de pénicilline/streptomycine. Elles sont cultivées dans un incubateur & 37 °C sous une

atmosphére humide contenant 5 % de CO..

c. Conditions d’exposition des cellules AIZ-AR aux extraits particulaires
Comme les cellules T47D-KBLuc, les cellules Al1Z-AR ont été ensemencées dans des plagques
de culture cellulaire de 96 puits a fond plat, mais a une densité de 2x10* cellules par puits dans
du milieu de culture complet. Apres leur adhésion durant 24 h dans I’incubateur, les cellules
ont été exposées pendant 22 h dans du milieu de culture complet blanc a une gamme de dilutions
d’extraits particulaires (ou des échantillons blancs correspondant), a raison de 4 répétitions de

74



Chapitre 2 — Matériels et méthodes

puits d’expérience par condition (Figure 28). Les extraits particulaires ont tous éte testés a des
dilutions non cytotoxiques, avec une teneur maximale en DMSO de 0,1 % a 0,2% (en Vérifiant
la non cytotoxicité). Comme pour les cellules T47D-KBLuc, pour chaque plaque de culture,
des puits contréles ont été effectués : « témoin cellules » et « ttmoin DMSO ». Les parametres
de la courbe pour chaque échantillon ont été calculés avec le logiciel GraphPad Prism. Dans le
cas ici du test d’un effet anti-androgénique, les gammes de concentrations d’échantillons ont
été réalisées en présence de DHT dans le milieu & une concentration saturante des récepteur AR
(3x1072% M). L’objectif est d’observer si les échantillons testés a des concentrations croissantes,
induisent une chute de I’effet de la DHT. Dans ce test, le composé de référence utilisé est la

flutamide, composé antagoniste du récepteur AR.

3. Mesure du potentiel dioxin-like sur cellules AZ-AhR
a. Caracteéristiques des cellules AZ-AhR

Les cellules AZ-AhR (ABM ©) sont des cellules cancéreuses issues d’une tumeur hépatique
possédant le récepteur aryl aux hydrocarbones (AhR). Elles sont transfectées de maniére stable
avec le géne rapporteur de la luciférase dont I’expression est sous controle de 1’induction dose-
dépendante de divers ligands aux AhR. Le composé de référence est la 2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD, dioxine de Seveso). Ce test cellulaire permet donc de
détecter les perturbations de I’activité transcriptionnelle du récepteur AhR. Le principe est le
méme que les tests de mesure des potentiels cestrogénique et anti-androgénique vu en Figure
27.

b. Conditions de culture des cellules AZ-AhR
Les cellules AZ-AhR sont cultivées dans du milieu DMEM (Dutscher L0103-500) contenant
4,5 g/L de glucose, de la L-glutamine, du pyruvate de sodium et 3,7 g/L de bicarbonate de
sodium. Dans ce milieu contenant du rouge de phénol, sont ajoutés 10 % de sérum feetal bovin,
et 1 % de peénicilline/streptomycine. Elles sont cultivées dans un incubateur & 37 °C sous une
atmosphére humide contenant 5 % de COx.

c. Conditions d’exposition des cellules AZ-AhR aux extraits particulaires
Les cellules AZ-AhR ont été ensemencees dans des plaques de culture cellulaire de 96 puits a
fond plat, a une densité de 2x10* cellules par puits dans du milieu de culture complet. Aprés
leur adhésion durant 24 h dans I’incubateur, les cellules ont été exposées pendant 22 h dans du
milieu de culture complet blanc a une gamme de dilutions d’extraits particulaires (ou des

échantillons blancs correspondant), a raison de 4 répétitions de puits d’expérience par condition
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(Figure 28). Les extraits particulaires ont tous éte testes a des dilutions non cytotoxiques, avec
une teneur maximale en DMSO de 0,1 % a 0,2%, selon les concentrations d’exposition des
extraits de particules nécessaires pour obtenir une courbe dose-réponse compléte (en vérifiant
la non-cytotoxicité). Des puits controles ont été effectués : « témoin cellules » et « témoin
DMSO ». Les paramétres de la courbe pour chaque échantillon ont été calculés avec le logiciel
GraphPad Prism. A chaque exposition des cellules aux extraits particulaires, une gamme du
compose de référence, la TCDD, a été réalisée en parallele.

4. Mesure de la viabilité cellulaire
Pour controler la non cytoxicité des extraits particulaires, la viabilité cellulaire a été mesurée
pour chaque condition testée a 1’aide d’un test au bleu Alamar (Nakayama et al., 1997), le
nombre de cellules vivantes est considéré comme proportionnel a la fluorescence émise par la
résorufine rose issue de la réduction de résazurine bleue par I’activité métabolique cellulaire. Apres
20 h d’exposition, le milieu de culture est remplacé par 100 pL d’une solution de Bleu Alamar
a 1 uM dissous dans du milieu de culture cellulaire. L’activité métabolique est mesurée par
fluorescence a t(0) (longueur d’onde d’excitation de 530 nm et longueur d’onde d’émission de
590 nm) a I’aide d’un fluorimetre (Fluostar Optima de BMG Labtech), avant que les plaques
soient replacées a l’incubateur a 37 °C. Apres 2 h d’incubation supplémentaire, 1’activité
métabolique est a nouveau mesurée a t(2) par fluorescence dans les mémes conditions que pour
le t(1). Chaque valeur obtenue a t(0) a été soustraite a celle obtenue a t(2). Ces valeurs de
fluorescence ainsi corrigées pour chaque condition testée ont été comparées avec celles du
témoin DMSO, considéré comme le 100 % de viabilité cellulaire, correspondant a activité
métabolique intacte. Pour chaque expérience, la saponine (a 1 %) a été utilisée comme témoin
positif de toxicité cellulaire. Les résultats ont d’abord été exprimés en unités de fluorescence
relative au témoin DMSO, puis en pourcentage de viabilité par rapport a ce témoin solvant (viabilité
100 %). La non cytotoxicité de chaque condition a été vérifiée par comparaison avec le témoin
solvant correspondant (0,1 ou 0,2 % de DMSO) par un test de t de Student. En cas de différence
significative, les niveaux d’activité transcriptionnelle n’étaient alors pas considérés comme
recevables, sauf en cas de viabilité supérieure a 100 % observée pour certaines conditions

pouvant induire une prolifération cellulaire.
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5. Mesure de l'activité transcriptionnelle
Une fois la viabilité mesurée, 1’activité transcriptionnelle induite suite a 1’exposition cellulaire
aux extraits particulaires ou aux ligands de référence a été mesurée, d’apres le principe d’un

bio-essai de transactivation cellulaire (Figure 27).

Androgenic natural ligand/EDC

Cytoplasm

R“ ‘ .AR'hqaud

Reporter plasmid {
NANAAN

e

—— 22RVI/MMTV cells

Figure 27 : Exemple d'un mécanisme de transactivation cellulaire pour le récepteur aux androgénes (AR) (S Sun
et al., 2016).

En résumé, la luciférase synthétisée est le reflet de I’activité transcriptionnelle hormono-
dépendante. Cette protéine a été mesurée par luminescence a 1’aide d’un kit de test du géne
rapporteur de la luciférase selon le protocole du fabricant (kit Luciférase Roche RGA high
sensitivity). Apres lyse cellulaire, la plague de culture est insérée dans un luminomeétre (Centro
LB 960, Berthold) ou 50 uL de luciférine sont injectés par puits. L’activité transcriptionnelle

est considérée comme proportionnelle a I’intensité de luminescence émise.

a. Choix de la méthode d’exploitation des données d’activité transcriptionnelle
En raison de la grande variabilit¢ des méthodes d’exploitation des valeurs d’activité
transcriptionnelle retrouvée dans la littérature, il a été décidé d’effectuer au préalable une
comparaison des principales méthodes existantes, afin de déterminer laquelle était la plus
adaptée a nos données. Ce travail a été fait en collaboration avec Léa Lefebvre, dans le cadre

d’un stage de 5°™ année de pharmacie.

Cette optimisation s’est basée sur les recommandations issues de I’essai 455 de I’Organisation
de coopération et de développement économiques (OCDE, 2012). Elle a été mise en ceuvre pour
les mesures d’activité cestrogénique sur cellules T47D-KBLuc, avant d’étre appliquée aux deux

autres modeles cellulaires, AlZ-AR et AR-AhR.
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EXPRESSION DES DONNEES D’ACTIVITE TRANSCRIPTIONNELLE

La valeur brute de I’activité transcriptionnelle correspond a une unité de luminescence. Chaque
activité est exprimée en unité de luminescence relative a un témoin négatif (RLU, Relative
Luminescence Unit) en étant pondérée par la valeur brute moyenne correspondant aux 4 puits
(quadruplas), soit du témoin solvant (DMSO), soit du témoin cellules. Afin d’écarter toute
valeur aberrante entre les quadruplas réalisés pour chaque condition testée, le test de Dixon a

été appliqué. Ce test permet de déterminer si les valeurs extrémes sont aberrantes.

Plusieurs témoins DMSO ont été placés sur chaque plaque de culture, en début, fin et parfois
au milieu, comme le montre I’exemple suivant de plan de plaques pour une expérience donnee
(Figure 28).

| PLAN DE PLAQUE |

1 [ 2 [ 3 [ 4 5 [ 6 [ 7 [ 8 9 [ 10 [ 11 [ 12 |
A Cellules DMSO P4 Blc PM2,5 0,898ug
B P4 Blc PM2,5 1,797ug P4 Blc PM2,5 3,594ug P4 Blc PM2,5 7,187g
C P4 Blc PM2,5 14,375ug P4 PM2,5 0,898ug P4 PM2,51,797ug
PM10  + D P4 PM2,5 3,5949 P4 PM2,5 7,187ug P4 PM2.5 14,375ug
PM2,5 E P3 Blc PM10 3,125ug P3 Blc PM10 6,25ug P3 Blc PM10 12,5ug
F P3 Blc PM10 25ug P3 Blc PM10 50pug P3 PM10 3,125ug
G P3 PM10 6,259 P3 PM10 12 5ug P3 PM10 259
H P3 PM10 50ug DMSO Saponine
1 |2 ] s ] a4 5 s | 7 | s 9 | w0 | u | 12
A Cellules DMSO P3 Blc PMtot 3,125ug
B P3 Blc PMtot 6,25ug P3 Blc PMtot 12,5ug P3 Blc PMtot 25ug
C P3 Blc PMtot 50ug P3 PMtot 3,125ug P3 PMtot 6,25ug
D P3 PMtot 12,519 P3 PMtot 25ug P3 PMtot 50ug
PMot £ P4 Blc PMtot 3,1250g P4 Blc PMtot 6,250g P4 Blc PMtot 12,509
F P4 Blc PMtot 25ug P4 Bic PMtot 50ug P4 PMtot 3,125ug
G P4 PMtot 6,25ug P4 PMtot 12,5ug P4 PMtot 25ug
H P4 PMtot 50pug DMSO Saponine
1 2 3 4 5 6 7 8 o | w | u 12
A
B Cellules DMSO gamme 1E-15
C 1E-14 3E-14 1E-13
D 3E-13 1E-12 3E-12
Gamme E 1E-11 3E-11 1E-10
F Saponine
G DMSO plein P13 P1/P2 DMSO vide P13 P1/P2 Cellules
H cellules DMSO plein P13 P1/P2 DMSO vide P13 P1/P2

Figure 28 : Exemple d'un plan de plaque 96 puits.
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Pour exprimer les résultats en RLU, il existe plusieurs méthodes de pondeération des témoins
négatifs. Dans certaines études, les résultats sont exprimés par rapport au DMSO, en divisant
ou soustrayant celui-ci aux données (Alvarez et al., 2013 ; Conley et al., 2016). D’autres études
expriment leurs résultats par rapport au témoin cellules, et, souvent, les résultats sont exprimés
en fonction de la gamme d’E2 (Conley et al., 2017). C’est une pondération par rapport a la
valeur brute moyenne correspondant aux quadruplas de la valeur maximale plateau de la gamme
d’E2 (valeur TOP).

Dans I’essai N°455, Ligne directrice axée sur la performance pour les essais in vitro de
transactivation par transfection stable visant la détection des substances agonistes et
antagonistes des récepteurs des cestrogenes (OCDE, 2012), il est conseillé de normaliser les
données brutes par la soustraction du véhicule témoin et d’exprimer les résultats en % d’E2,
méme s’il y est spécifié que d’autres traitements mathématiques équivalents sont aussi
acceptables. En accord avec la ligne directrice et en utilisant nos données expérimentales, nous
avons conclu que la méthode de correction des données brutes entrainant le moins d’incertitude
est la correction par soustraction, pour chaque puits d’expérience, de la moyenne du témoin
solvant rapporté en pourcentage par rapport a l’activité maximale du standard hormonal
calculée pour chaque essai. Il s’agit donc d’une pondération des valeurs brutes de luminescence
en RLU par soustraction du témoin solvant (notée RLU-DMSO), pour ensuite étre exprimé en
% d’E2.

En ce qui concerne 1’expression des données en % d’E2, c’est la gamme d’E2 correspondant a
chaque essai qui est utilisée, les parametres de celle-ci pouvant varier d’un essai a ’autre. Dans
I’essai de I’OCDE N°455, il est préconisé de calculer la moyenne des valeurs correspondant a
la concentration d’E2 ayant le maximum d’effet afin d’utiliser cette valeur pour exprimer les
résultats en % d’E2. Le parametre sigmoidal (TOP) obtenu a partir de la régression non linéaire
de I’équation de Hill a été ici choisi comme valeur correspondant a 1’effet maximal d’E2. En
effet, comme les parameétres de toute courbe dose-réponse seront obtenus grace a cette
régression non linéaire de Hill, il est donc pertinent que le TOP soit aussi calculé de cette fagon.
Cette méthode a de plus I’avantage de tenir compte de la variation d’une expérience a I’autre

de la concentration d’E2 entrainant 1’activité cestrogénique maximale.
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Parameétres de régression non linéaire de Hill

Les parameétres des sigmoides dose-réponse ont donc été obtenus a partir de la régression non
linéaire de Hill a I’aide du logiciel GraphPad Prism. Les parametres clés sont les valeurs
correspondant au TOP, Bottom, a la pente (HillSlope) et a I’EC50 ; ils sont présentés en Figure
29. L’EC50 est la concentration efficace médiane, c’est la concentration qui induit 50 % de
I’effet maximum. Le TOP correspond a I’effet maximum tandis que le Bottom correspond a

I’effet minimum. La HillSlope est la pente de la courbe dose-réponse.

TOP

Response
Percent of Control

,JBOTTOM ECso
T
10° 10® 107 10° 10° 104 10°
[Agonist, M]

Figure 29 : Paramétres de régression non linéaire de Hill considérés pour la sigmoide dose-réponse d’un
composé agoniste (GraphPad Prism).

Le calcul de I’EC50 n’est possible que sur une courbe dose-réponse compléte, ou sur son
estimation par le logiciel Graphpad Prism si suffisamment de points de gamme sont disponibles

pour modéliser la relation dose-réponse.

Si I’équation logistique de Hill est applicable aux données dose-réponse, I’EC50 est calculée

par I’Equation 1 :

Equation 1
Top — Bottom

Y = Bottom + 1 + 10(0gEC50—X) X HillSlope

Ou : X est le logarithme de la concentration d’extraits particulaires (ici en pg de particules)

Y est la réponse (en % du composé de référence), mesurée entre la base et le sommet de

la courbe sigmoide.
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I1 a été choisi d’appliquer une fonction logistique a 4 paramétres (TOP, Bottom, EC50 et la
pente HillSlope) parmi les nombreuses fonctions disponibles (Scholze et al., 2001). Celle-ci est

décrite juste apres.

QUANTIFICATION DES ACTIVITES TRANSCRIPTIONNELLES EN EQUIVALENTS HORMONAUX (EEQ)
Les activités transcriptionnelles sont in fine quantifiées en équivalents hormonaux. Les
dénominations des bio-équivalents par rapport a ’activit¢ d’E2 différent d’une étude a
I’autre. On peut trouver E2-eq (Vandermarken et al., 2019), EQ-E2 (Pesci Pereira et al., 2018),
EEQ (Ting et al., 2017) et bien d’autres. Nous avons choisi la nomenclature de Wagner et al.
(2013) pour dénommer 1’équivalent cestradiol, EEQ. Les trois types de méthode permettant
d’exprimer I’activité cestrogénique en EEQ selon Wagner et al. (2013), sont présentés ci-apres :

le modeéle linéaire, le modele non linéaire et le modele ECX.

CALCUL D’EEQ SELON LE MODELE LINEAIRE

Pour le modele linéaire, la plage linéaire de la courbe dose-réponse est estimée pour effectuer
une régression linéaire sur cette partie. Les bio-équivalents de 1’échantillon d’intérét sont
interpolés a partir de cette zone de données d’activité. L ajustement d’une régression linéaire
le long d’une courbe sigmoide contredit la nature non linaire des relations dose-réponse
observées dans les essais biologiques. Considérant les incertitudes liées a cette méthode, il a été
choisi de ne pas la retenir.

CALCUL D’EEQ SELON LE MODELE NON-LINEAIRE

Pour I’interpolation non linéaire, 1’effet du composé de référence est tracé en fonction de sa
concentration sur une échelle logarithmique. La fonction logistique a quatre paramétres est
utilisée. La régression non linéaire estime les meilleures valeurs d’ajustement pour les effets
minimum et maximum, la concentration effective médiane (EC50) et la pente. Afin d’interpoler
les EEQ, la fonction logistique est inversée et les parametres de la courbe de meilleur ajustement
du composé de référence sont insérés dans 1’Equation 2. Ainsi, les concentrations d’EEQ (X)

peuvent étre dérivées d’aprés 1’Equation 2.

Equation 2
Top—Y
log(—gotrom)
logEC50—— 8 Y=Bottom

X = 10 HillSlope

Le modele non linéaire extrapole donc les EEQ en reportant chaque valeur expérimentale
mesurée sur la courbe dose-réponse de I’E2, en utilisant 1’équation de régression non linéaire

de Hill. Ce modgele repose donc sur la prise en compte de valeurs ponctuelles de I’échantillon
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et non de I’ensemble de la relation dose-réponse. Selon Wagner et al. (2013), une estimation
ponctuelle ne peut pas étre extrapolée avec certitude, en effet, elle reflete exclusivement la
quantité¢ d’échantillon analysée dans 1’essai biologique. Elle pourrait résulter d’un artefact de
mesure. Cependant, cette méthode peut étre intéressante lorsqu’il est impossible d’obtenir ou
d’extrapoler une courbe dose-réponse compléte. Des courbes dose-réponse complétes ont été
obtenues pour beaucoup d’extraits particulaires, sur une plage de concentrations testées plus ou
moins large selon les répétitions d’expérience. Celles-ci ont permis de fournir une estimation
de I’incertitude des EEQ extrapolés par le modéle non linéaire. Un ensemble de valeurs d’EEQ
a ainsi pu étre généré, appelée plage d’EEQ. L’étendue de la plage d’EEQ est conditionnée par
le parallélisme entre la courbe du composé de référence (E2) et la courbe de 1’échantillon testé :
un faible écart entre les EEQ minimums et maximums indique que I’on est proche du

parallélisme d’aprés Wagner et al. (2013). Cette notion de parallélisme est illustrée Figure 31.

CALCUL D’EEQ SELON LE MODELE ECX

Le modéle ECx est basé sur le concept de puissance relative par rapport a E2 (Relative
Estrogenic Potency, REP). Les REP sont utilisés pour comparer ’activité d’une molécule (ou
d’un mélange de molécules) avec ’activité d’un composé de référence dans un essai biologique.
Chaque substance possede une valeur REP spécifique pour chaque type de bio-essai cellulaire.
Dans le cas de mélanges de molécules (ex. les extraits de PM), le REP correspond au rapport
entre les doses efficaces égales d’un composé de référence (ici EC50 E2) et celles de la
substance (EC50 substance) ou mélange de substances (EC50 échantillon). Ce modele ne
repose pas sur des estimations ponctuelles pour calculer les EEQ, comme le modéle non
linéaire, mais considére plus le niveau d’effet de I’échantillon. Il est basé sur un plan
d’expérience qui donne la relation dose-réponse compléte de 1’échantillon. Selon le modele

ECx, I’EEQ se calcule selon I’Equation 3.

Equation 3
EC50 E2

EC50 échantillon

EEQ =

Généralement, une seule valeur d’ECx est considérée, ’EC50 dans la plupart des cas. Cette
exploitation reste valable tant que les pentes des courbes dose-réponse entre 1’échantillon et le
composé de référence sont les mémes. Mais, dans le cas de courbes dose-réponse non paralléles
entre 1’échantillon et I’E2, la relation entre les deux décrite a I’EC50 (rapport d’ECX) serait

différente de celle considérée a une autre valeur ECx, méme si celle-ci est comprise dans la
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zone de linéarité de I’échantillon ou d’E2. Une estimation ponctuelle unique des EEQ a I’EC50

peut donc conduire a des interprétations trompeuses et inexactes.

Ainsi, les estimations a partir d’une seule valeur d’ECx d’un composé ou d’un échantillon par
rapport & un composé de référence (E2) peuvent étre discutables si les courbes dose-réponse
comparées ne sont pas statistiquement paralléles (Villeneuve, Blankenship et Giesy, 2000). La
Figure 30 illustre la situation idéale pour le calcul de I’ECX : la courbe de 1’échantillon et la
courbe du composé de référence sont paralléles. Les deux courbes possédent les mémes TOP,

Bottom, et surtout la méme pente HillSlope.

Villeneuve et al. (2000) présentent une alternative a ce modéle ECx. lls proposent une
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Figure 30 : Illustration de la situation idéale pour le calcul d’EEQ selon le modele
ECXx : parallélisme entre la courbe de 1’échantillon (B) et la courbe du composé de
référence (A) (Villeneuve et al., 2000).

estimation des puissances relatives basée sur les EC20 (REP20), EC50 (REP50) et EC80
(REP80). Une plage d’EEQ est ainsi calculée en se plagant a 3 valeurs d’ECx, I’EC20, EC50 et
EC80, ce qui permet de réduire I’incertitude liée a 1’estimation ponctuelle unique basee sur
I’ECS50. Pour les échantillons dont la courbe dose-réponse n’est pas compléte, il peut arriver
que I’EC50 ou I’EC80 tombent en dehors de la courbe expérimentale ; il est donc parfois
nécessaire d'extrapoler au-dela de la plage de réponse connue afin de calculer une plage EEQ20-
80. Nous avons donc choisi de suivre cette plage EEQ20-80, en considérant non seulement
I’EEQ calculée a ’EC20 et a I’EC80, mais aussi celle a I’ECS50.
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COMPARAISON DES MODELES NON-LINEAIRE ET ECX POUR LE CALCUL D’EEQ

Pour comparer les deux modeles, non linéaire et ECx, nous avons pris les valeurs s’étalant de
MIN/MAX de la plage d’EEQ calculée avec la méthode non linéaire et la plage d’EEQ20-80
calculée avec le modele ECx. Rappelons que le modele non linéaire prend en compte
uniquement les points expérimentaux (correspondant aux dilutions d’extraits de PM testées),
mais pas les points théoriques extrapolables par régression de Hill, alors que le modele ECx
intégre les points modélisés par régression a partir des points expérimentaux. La plage d’EEQ
EC20/EC50/EC80 calculée avec la méthode ECx peut étre relativement étendue, 2 a 3 fois plus
que la plage ’EEQ MIN/MAX calculée avec le modele non linéaire (données non montrées) ;
cela peut s’expliquer par le fait que la plage calculée avec le modele ECx prend en compte des
points de sigmoide extrapolés par régression non linéaire de Hill a partir de courbes souvent
incompletes. Afin d’aller plus loin dans la comparaison des méthodes, la plage d’EEQ20-80 a
été estimée avec la méthode non linéaire, en calculant I’EEQ pour les concentrations théoriques
EC20, EC80, mais aussi EC50, extrapolées par régression de Hill sur les points expérimentaux

pour chaque extrait de PM.

Il ressort que les deux modeéles, non linéaire et ECX, ne donnent pas les mémes valeurs d’EEQ.
Le modele ECx donne des valeurs d’EEQ 2 a 3 fois plus élevées que le modéle non linéaire.
Pour I’EC20, nous avons le moins de différences entre les deux modeéles. Les mémes niveaux
de différences d’EEQ entre les deux approches a été aussi faite par Wagner et al. (2013).
L’hypothese fondamentale de 1’équivalence des effets est qu’une dilution d’un échantillon se
comporte comme une série de dilutions du composé de référence. Ainsi, le parallélisme des
courbes dose-réponse de 1’échantillon et du composé de référence est donc une condition

préalable aux calculs des EEQ avec la méthode ECx, comme déja évoqué (Figure 31).

Mais le parallélisme est rarement atteint avec des échantillons complexes (c’est-a-dire des
mélanges, des échantillons environnementaux), et méme avec des échantillons simples
(Villeneuve, Blankenship et Giesy, 2000). L’estimation des EEQ avec la méthode ECx présente
donc une limitation majeure : en se basant uniquement sur une estimation ponctuelle des valeurs
ECx, I’effet maximum de 1’échantillon et la pente de la courbe dose-réponse sont négligés. Un
manque de parallélisme entraine une mauvaise estimation des EEQ. La plage d’EEQ20-80
calculée avec la méthode ECx permet néanmoins de réduire 1’incertitude liée a cette estimation

ponctuelle lorsque les courbes ne sont pas paralléles.
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METHODE CHOISIE POUR LE CALCUL D’EEQ
Pour quantifier les activités transcriptionnelles (exprimées en % d’E2) en EEQ, il a été choisi
d’appliquer le modéle non-linéaire, qui globalement présente un risque moindre de

surestimation des EEQ, d’apres nos observations et en accord avec la littérature.

En résumé, les données d’analyse biologique ont été exploitées de la facon suivante pour les
tests cellulaires, T47D-KBLuc et AZ-AhR: une expression de chaque activité
transcriptionnelle rapportée en % de I’activité plateau TOP du composé de référence
(respectivement en % d’E2 et en % de TCDD) a partir de valeurs RLU calculées en soustrayant
la valeur brute moyenne du contréle solvant (DMSO) de chaque valeur brute de luminescence ;
une quantification de ces activités transcriptionnelles en bio-équivalents calculés par rapport
aux courbes dose-réponse des composés de référence (respectivement EEQ, et 1’équivalent
toxique TEQ par rapport a la dioxine) en considérant les valeurs moyennes de la plage
MIN/MAX du modele non linéaire de quantification. Les bio-équivalents calculés seront
appelés par la suite EEQbio et TEQbio, respectivement pour les potentiels cestrogénique et

dioxin-like.

b. Calcul de bio-équivalents a partir des données d’analyse chimique
Afin d’évaluer dans quelle mesure les COSV quantifiés dans les extraits de PM peuvent
contribuer au potentiel cestrogénique, anti-androgénique ou dioxin-like de ces extraits, des
valeurs de bio-equivalents ont été estimés a partir des données d’analyse chimique, en
considérant I’ensemble des REP relatifs aux composés de référence (E2, flutamide ou dioxine)

pour les COSV d’intérét quantifiés, pondérés de leur concentration dans 1’extrait particulaire.

En prenant ’exemple du potentiel cestrogénique des extraits particulaires, afin d’estimer la
contribution éventuelle de COSV analysés dans les activités EEQ quantifiées, des EEQchim
ont été estimés a partir des REP relatifs a E2 (E2-REP) connus pour chaque composé quantifié,

pondérés de leur concentration dans 1’extrait.

Les EEQchim ont été calculés selon I’Equation 4 :

Equation 4
EEQchim = L E2 REPi X Ci X

MWrc
MWi

ou pour un composeé i, Ci est la concentration mesurée, E2-REPi est la puissance relative par
rapport a E2 (EC50E2/EC50i), notée « AC50» dans la base de données ToxCast de
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I’Environmental Protection Agency (EPA), MW (molecular weight) est la masse molaire et rc

correspond au composé de référence (E2 ici).

Les EEQchim ont ainsi été calculés selon I’approche d’addition de la concentration pour
considérer la toxicité du mélange. Les COSV quantifiés dans les extraits de PM peuvent
présenter des interactions d’effet de type additif, synergique ou antagoniste. Cet effet cocktail
peut non seulement se produire entre les COSV recherchés, mais aussi avec I’ensemble des
contaminants organiques présents dans les extraits particulaires. L hypothése par défaut est
donc de considérer une simple additivité d’effet entre les composés considérés dans le calcul
d’EEQchim. L’objectif in fine est de comparer entre elles les valeurs d’EEQ et d’EEQchim, le
rapport EEQchim/EEQ permettant d’avoir une estimation de la proportion de composés cibles
a effet cestrogénique contribuant au potentiel cestrogénique global d’un extrait particulaire

donné.

Cette comparaison entre potentiel biologique mesuré par des bio-essais in vitro et potentiel
biologique estimé a partir de données de contamination chimique est une approche qui reste
complémentaire des deux autres approches de la caractérisation de la contamination
particulaire : ’analyse chimique, de composés ciblés a défaut de pouvoir étre exhaustive, et
I’analyse biologique, qui permet d’intégrer les potentiels effets cocktail mais qui ne renseigne

pas sur les composés impliqués dans 1’effet observé.

Pour tous les COSV ciblés, leurs valeurs REP pour chaque type d’effet (cestrogenique, anti-
androgeénique ou dioxin-like) ont été recherchées dans la base de données ToxCast de 1’US-
EPA. Les données de bioactivité d’une large gamme de molécules peuvent y étre consultées,
comme celles issues d’essais de transactivation in vitro. Il a été choisi de considérer les valeurs
de la base de données pour les tests cellulaires de transactivation au gene rapporteur a la
luciférase, les plus proches de ceux réalisés dans cette étude : sur les cellules de type VM-7
pour I’effet cestrogenique, MDA-kb2 pour I’effet anti-androgenique et CALUX-AhR pour
I’effet dioxin-like.

Le détail des extractions de données sélectionnées selon les types cellulaires dans la base

ToxCast est présenté en Annexe 13, Annexe 14 et Annexe 15.
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CHAPITRE 3 -
DETERMINATION DES TENEURS
EN COSV DANS LES PARTICULES
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Chapitre 3 — Détermination des teneurs en COSV dans les particules

Les prélévements de particules se sont déroulés sur deux saisons, en période froide et chaude.
Ceux de la saison froide ont eu lieu du 29/01/2019 au 11/03/2019 et ceux de la saison chaude
ont eu lieu du 04/06/2019 au 15/07/2019 (Tableau 8). Les prélevements de particules ont eu
lieu sur les trois sites, les détails des sites sont decrits précédemment (Chapitre 2 — Matériel et
meéthode, 1.). Les caractéristiques climatiques et concentrations en particules moyennes sont
détaillées dans le Tableau 13. En saison froide, les conditions climatiques moyennes étaient de
14,1°C pour la température de I’air et 2,2 mm pour les précipitations. En saison chaude, ces
valeurs étaient respectivement de 27,6°C et 1,2 mm. Ainsi seule la température a changé entre

les deux périodes, de prés d’un facteur 2.

Concernant les particules, les concentrations dans I’air en PM2s, PMio et TSP sont
respectivement de 13,2, 30,6 et 35,4 ug/m? en saison froide et de 14,9, 19,4 et 25,3 ug/m? en
saison chaude, en moyenne pour les prélevements sur les trois sites. En moyenne, on estime
que, sur les périodes de prélevement, les PM2 5 représenterait environ 43% des PM1o et 37% des
TSP en hiver et respectivement, 77% et 59% en été. Ainsi, en saison chaude les PMzs
représentent la fraction majoritaire des particules. Quant au pourcentage des PM1o dans les TSP
il est estimé a 86% en hiver et 77 % en été. Les détails des analyses chimiques réalisées sont
présentés pour les TSP de I’ Annexe 16 a Annexe 25, pour les PMy, de I’Annexe 26 a Annexe
30 et pour les PM25 de I’Annexe 31 a 1I’Annexe 35.

Tableau 13 : Caractéristiques climatiques et concentrations en particules dans 1’air moyennes des deux périodes
étudiées (saison chaude et froide).

Parametres (en moyenne sur les 3 sites) Chaude Froide

Pression (hPa)? 9448 934,5
Température (°C) 2 27,6 14,1
Vent maximal (km/h) ° 22,3 23,5
Précipitations totales (mm) P 1,2 2,2

Teneurs en PMa5 (ug/md) ¢ 13,2 14,9
Teneurs en PM1o (ug/md) © 30,6 19,4
Teneurs en TSP (ug/m?) ¢ 35,4 25,3

a Mesures Digitel DH-77, ® Mesures Météo-France Montsouris, ¢ Calcul gravimétrique

Les résultats des analyses de COSV sont présentés en pg/ug de particules extraites dans un
premier temps. Ce choix a été motivé pour effectuer une comparaison massique des fractions
granulomeétriques etudiées, afin de comprendre si pour la méme quantité de particules extraites,
une différence de contamination chimique existe entre les particules, selon la fraction étudiée.
Puis les résultats ont été exprimés en pg/m® afin de prendre en compte les différences de

concentrations en particules dans 1’air et de comparer les résultats avec la littérature.
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Les résultats de quantification des différents composes sont aussi présenteés par famille de
composés : Y. Phtalates regroupe les congénéres DnOP, DMP, BBP, DiBP, DnBP, DEHP,
DEP; > HAP regroupe la Y HAP légers (Naphtaléne, Acenaphtene, Acenaphtyléne,
Anthracéne, Phenanthréne, Fluorene) et la > HAP lourds (Pyréne, Indeno[1,2,3-cd]pyrene,
Fluoranthéne, Dibenzo[a,h]anthracene,  Benzo[b]fluoranthéne, Benzo[a]anthracene,
Benzo[a]pyréne,  Benzo[b]fluoranthene,  Benzo[g,h,i]péryléne,  Benzo[k]fluoranthéne,
Chryséne). > PCB regroupe les PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-118, PCB-138, PCB-153,
PCB-180. > PBDE regroupe les congeneres PBDE-28, PBDE-47, PBDE-99, PBDE-100,
PBDE-153, PBDE-154. Y Pesticides regroupe le PeCB, I’HCB, le¢ lindane, le 4,4’-DDE, la
bifenthrine, la perméthrine, la phénothrine, la cyfluthrine, la cyperméthrine, le fenvalérate, la
deltaméthrine. Y. AP/APEO regroupe [’octylphénol, le nonylphénol, 1’octylphénol
monoéthoxylate, I’octylphénol diéthoxylate, le nonylphénol monoéthoxylate, le nonylphénol
diéthoxylate. Et enfin, ) parabeénes regroupe le méthylparabéne, 1’éthylparabéne, le

propylparabéne, le butylparabéne.

Comme précisé dans le Chapitre 2 - Matériel et méthode (3. Expression et traitement des

résultats obtenus par ['analyse chimique), seuls les résultats supérieurs a la LD ont été retenus.

|.  Contamination globale des particules

La contamination globale des particules correspond a la somme des teneurs de tous les COSV
recherchés. Elle a été caractérisée pour chaque type particulaire en pg/ug de particules pour la
saison froide, et pour la saison chaude. Elle varie de 44 pg/ug a 8786 pg/ug quel que soit la
saison et le type de particule (Tableau 14).

Tableau 14 : Contamination globale quantifiée, tous types de particules confondues (en pg/ug).

Saison froide Saison chaude
Moyenne + Ecart-type 479,193 + 416,650 1504,076 + 1585,832
Minimum quantifié 44,067 (TSP) 234,281 (TSP)
Maximum quantifié 2650,433 (PM2;5) 8786,557 (TSP)
Médiane 398,154 1014,415

Dans le Chapitre 2 et la partie |. Sites urbains d’étude nous avions conclu que les trois sites
sélectionnés étaient représentatifs de la pollution de fond de la région parisienne et comparable
entre eux vis-a-vis des concentrations en particules dans 1’air. Pour des raisons de puissances

statistiques et pour pouvoir étudier la contamination globale au niveau de la région parisienne,
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les résultats des trois sites ont été regroupés pour étudier la contamination selon le type de
particules. En effet les trois sites étant classifié de la méme maniére, sites de type fond et urbain,
une approche globale a été privilégiée. Les données ont eu une transformation log-normale,
avant d’étre testée par Anova (a=0,05). Seules les relations significatives sont présentées sur

les graphiques et correspondent a * p < 0,05 et *** p < 0,0001.

Des differences de niveaux de concentrations en COSV totaux semblent exister entre les saisons
et entre les différents types particulaires. Ainsi, la contamination globale des TSP et celle des
PMyo sont significativement différente entre saisons (p < 0,001 et p= 0,016, respectivement),
plus élevée en saison chaude qu’en saison froide (Figure 31). Concernant les PM2,5, ces
différences saisonnicres tendent a s’observer, méme si elles ne sont pas significatives. Ces
observations sont en accord avec certaines études de la littérature (Baulig et al., 2004 ; Chen
etal., 2013 ; Dédelé et Miskinyté, 2019 ) indiquant que la contamination atmosphérique dépend
de la saisonnalité. Cette différence saisonniere de la contamination en COSV étant observée
pour les TSP et PMyo, il a été choisi d’approfondir 1’étude des résultats en séparant les deux

saisons.

@ PM;5 PMjg TSP
g 105- * % % %
B | |
=

S 104+

(9]

=

g =T

c

E 102_

S 1

[

.g 10—

©

£

% 100 — T T T T 1
5 Hiver Eté Hiver Eté Hiver Eté
Q

N

Figure 31 : Boxplot de la contamination globale en COSV (en pg/ug) selon les types de particules (PM2,5,
PM10, TSP) et les saisons (été, hiver). Transformation log-normale des données, test d’Anova (0=0,05) avec * p

< 0,05 et *** p < 0,0001. Seules les relations significatives sont présentées sur les graphiques.
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1. Contamination en COSV des particules en saison froide

> Parabénes | > AP/APEO 2 PBDE
1,21% 1,03% 0,08%
> PCB
0,02%
S HAP
8,19% > Pesticides

0,07%

)
Phtalates

89,39%

Figure 32 : Proportion en concentration massique (en %) des familles de contaminants quantifiés en saison froide
(tout type de particules confondues).

En saison froide, la contamination globale en COSV varie entre 44,067 pg/pg (quantifié sur un
échantillon TSP) a 2650,433 pg/ug (quantifié sur un échantillon PM.;s) (Tableau 14). Quelle
que soit le type de particules, les phtalates représentent la famille de COSV majoritaire sur les
particules, représentant 89% de la quantité des composés quantifiés (Figure 32), suivis par les
HAP (8,19%), puis les parabenes (1,21%) et les alkylphénols et alkylphénols éthoxylés (AP-
APEO, 1,03%), ensuite les PBDE (0,08%), les PCB (0,02%) et les pesticides (hors DEET,
0,07%),Tableau 15.

Tableau 15 : Teneurs moyennes en famille de COSV (en pg/ug) sur les PM2 s, PM1g et TSP collectés en saison

froide.
PMz;s PM1o TSP
n=48 n=48 n=96
> Phtalates 662,8 343,1 230,9
> HAP 37,7 49,0 26,6
> Parabénes 7,0 54 4.4
> AP/APEO 54 2,6 6,3
> PBDE 0,4 0,2 0,5
> PCB 0,1 0,1 0,1
> Pesticides 0,6 0,2 0,2
DEET* 92,8 20,5 5,0

*Composé non pris en compte dans les représentations graphiques
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La comparaison des trois types de PM selon leur contamination en familles de COSV en tenant
compte des variables climatiques a été réalisée en Analyse en Composantes Principales (ACP),
Figure 33. Celle-ci, explicative & hauteur de 49,25%, semble ne pas montrer un motif de
contamination propre a chaque fraction granulométrique étudiée. En effet, la répartition des
fractions granulométriques au niveau des axes ne montre pas de distinction chimique nette entre

les différents types de particules (PM25s, PM1o et TSP).
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Figure 33 : Analyse en composantes principales des PM;s, PM1o et TSP collectés en saison froide et des teneurs
en familles de COSV (variables actives) et conditions climatiques (variables supplémentaires).

Cette ACP permet néanmoins de mettre en évidence des relations entre les familles de COSV
(Tableau 16). Les HAP légers et lourds sont corrélés entre eux (r = 0,336). Aussi, on peut noter
que les phtalates, les parabenes et les PCB sont corrélés entre eux, ils pourraient provenir d’une

source ou d’un processus d’émission similaire.
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Tableau 16 : Matrice de corrélation de Pearson entre les teneurs en familles de COSV (en pg/g) des particules
et les paramétres climatiques en saison froide Les valeurs de corrélation r en gras sont différentes de 0, avec un niveau
de signification a=0,05.

Variables > > > > > > > AP- >
Phtalates HAP HAP PCB PBDE Pesticides APEO Parabenes
légers lourds
> Phtalates 1
> HAP légers 0,206 1
> HAP lourds 0,257 0,336 1
> PCB 0,427 -0,050 0,090 1
> PBDE 0,170 -0,014 0,249 0,321 1
> Pesticides 0,131 0,162 -0,021 0,647 0,255 1
> AP-APEO 0,144 0,152 0,097 -0,071 0,305 0,025 1
> Parabénes 0,634 0,127 0,250 0,327 -0,018 -0,069 0,166 1
Pression moyenne -0,191 -0,074 0,183 -0,114 -0,031 -0,082 -0,246 -0,387
Température moyenne -0,284 0,163 0,164 -0,263 0,102 0,118 0,298 -0,411
Vent maximal moyen -0,003  -0,197 -0,576 0,013 -0,113 0,063 0,045 0,015
Précipitations totales 0,324 -0,201 -0,365 0,246 -0,139 -0,033 -0,037 0,548
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2. Contamination en COSV des particules en saison chaude

> Parabenes > Pesticides
0,57% 0,04%
> HAP Y AP/APEO @} PCB > PBDE
1,02% 0,51% 0,02% 0,00%

> Phtalates
97,84%

Figure 34 : Proportion en concentration massique (en%) des familles de contaminants quantifiés en saison
chaude (tout type de particules confondues).

En saison chaude, la contamination globale varie de 234,281 (quantifié sur un échantillon TSP)
a 8 786,557 (quantifié sur un échantillon PM2;s) en pg/pg (Tableau 14), et est donc supérieure a
celle observée en saison froide. Néanmoins, la hiérarchisation des familles de COSV reste
similaire entre les deux saisons (Tableau 17), la répartition des composés quantifiés étant la
suivante : Phtalates (97,84%) >> HAP (1,02%) > Parabenes (0,57%) > AP/APEO (0,51%) >
PCB (0,02%) > Pesticides (sans DEET, 0,04%) > PBDE (0,002%) (Figure 34).
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Tableau 17 : Teneurs moyennes en COSV en saison chaude (en pg/ug).

PM; s PMio TSP

n=48 n=48 n=96

> Phtalates 1088,8 1086,8 1813,8
> HAP 11,3 17,3 12,8
> Parabénes 6,9 7,4 9,1
> AP-APEO 55 59 9,2
> PBDE 0,0 0,1 0,0
> PCB 0,3 0,3 0,4
> Pesticides 0,5 1,1 0,0
DEET 12,9 8,7 8,0

L’Analyse en composante principale des types de particules en fonction des familles de
contaminants étudiés et des variables climatiques en saison chaude est explicative a hauteur de
61,34% (Figure 35). Les résultats de cette ACP semblent ne pas montrer un profil de
contamination propre a chaque fraction granulométrique étudiée, elles sont réparties de facon

homogéne au niveau des axes.
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Comme pour la saison froide, les HAP légers et lourds sont corrélés positivement entre eux (r
=0,630).

Tableau 18 : Matrice de corrélation de Pearson entre les teneurs en familles de COSV (pg/ug) et des variables
climatiques en saison chaude. Les valeurs de corrélation r en gras sont différentes de 0, avec un niveau de
signification a=0,05.

)
Variables z HAP L HAP Z Z 2 Z AP Z
Phtalates lourds PCB PBDE Pesticides APEO Parabénes
légers
> Phtalates 1
> HAP légers 0,055 1
> HAP lourds 0,326 0,630 1
> PCB 0,506 -0,039 -0,052 1
> PBDE 0,299 0,155 0,775 0,064 1
Y Pesticides -0,031 -0,019 -0,009 -0,041  -0,023 1
> AP-APEO 0,704 0,467 0,536 0,419 0,264 -0,033 1
Y Parabénes 0,126 0,812 0,541 -0,041 0,130 -0,008 0,412 1
Pression moyenne 0,023 0,383 0,495 -0,163 0,367 0,051 0,261 0,249
Température moyenne -0,111 -0,122 -0,246 0,275 -0,081 0,041 -0,282 0,104
Vent maximal moyen -0,024 0,281 0,416 -0,295 0,258 -0,086 0,253 0,157
Précipitations totales 0,067 0,041 0,177 -0,199 0,003 0,078 0,221 0,075
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Il.  Contamination des particules par famille de composés

1. Phtalates
Les phtalates sont la famille de contaminants dont les teneurs sont les plus élevées, que cela
soit en saison froide, comme chaude. Leurs teneurs moyennes varient entre 230,9 a 1813,8

pg/ug avec des teneurs moyennes plus élevées en saison chaude (Figure 36).
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Figure 36 : Boxplot des teneurs en phtalates (en pg/ug) selon le type de PM (PMzs, PMso, TSP) et des saisons
(froide en bleu, chaude en rouge).

Il n’y a pas de différences significatives entre les différentes fractions particulaires étudiees,
que cela soit en saison chaude ou en saison froide (Figure 36), a I’exception des PM25 et TSP
en saison froide (p < 0,001). En saison froide, les classes de particules tendent a suivre 1’ordre
décroissant suivant quant a leur teneur en phtalates : PM2 5> PMz1o > TSP, avec respectivement
663, 343 et 231 pg/pg. Ainsi, la contamination par les phtalates semble étre majoritairement
supportée par les PMa;s.

Pour la comparaison entre les saisons, toutes les fractions particulaires testées en saison froide
sont significativement moins contaminées en phtalates que les fractions identiques prélevées en

saison chaude. Une des hypothéses pouvant expliquer cette différence porte sur 1’origine des
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phtalates. Les phtalates sont utilises comme plastifiants, comme précurseurs polymeriques, et
sont retrouves dans divers produits d’usage domestique : des cosmétiques, des parfums, des
tissus...(Schettler, 2006). Leur origine en air intérieur est bien documentée dans la littérature,
en revanche, en air extérieur elle est moins documentée (Ali et al., 2021). Cependant, en raison
des multiples sources pouvant étre a I’origine de leur présence dans I’environnement, et de leur
caractere ubiquiste, il semblerait que nombreuses de ces sources de phtalates soient communes
entre 1’air intérieur et extérieur. Ghosh et Sahu (2022) ont d’ailleurs établi un schéma de
transfert des phtalates dans 1’environnement (Figure 37). Ils ont identifié la volatilisation depuis
les plastiques et polymeéres comme le processus a 1’origine de leur présence dans 1’atmospheére.
Les phtalates sont par la suite adsorbés sur la matiére carbonée. Ce mécanisme serait ainsi a

I’origine de leur présence sur les particules atmosphériques (Ghosh et Sahu, 2022) et
expliquerait la variabilité saisonniére observée.
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Figure 37 : Origine et transfert des phtalates entre les différentes matrices environnementales (Ghosh et Sahu,
2022).

Les composés majoritaires quantifiés dans les particules sont le DiBP et le DnBP (réunis, ils
peuvent étre considérés comme le « DBP »), le DEHP, le DEP, le BBP, le DMP et le DnOP
(Tableau 19).
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Tableau 19 : Teneurs moyennes (pg/ug) en chaque phtalates selon le type de PM (PMas, PM1g, TSP) et de la
saison (froide, chaude).

Type particulaire PM2s PMio TSP

Saison Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude
DiBP 304,222 279,094 127,003 244,219 66,400 533,830
DnBP 192,481 242,572 126,153 259,511 35,602 440,104

DEHP 125,483 359,700 75,836 318,530 115,879 569,823
DEP 24,711 165,937 6,603 236,539 10,197 251,450
BBP 14,294 35,670 6,698 24,166 1,588 13,090
DMP 0,972 1,188 0,394 1,554 0,428 3,910
DnOP 0,659 4,655 0,408 2,280 0,847 1,597

Pour mettre en perspective ces résultats vis-a-vis des quantités de phtalates présentes dans
un volume d’air susceptible d’étre inhalé et pour les comparer avec les données issues de la
littérature, ces résultats ont été transformés en ng/m? (unité d’expression de la contamination
chimique la plus utilisée). La Figure 38 montre que, rapportées en ng/m?3, les concentrations
en phtalates sont significativement différentes entre les saisons pour un méme type de
particules, pour les PM2s (p < 0,05) et pour les TSP (p < 0,001), a I’exception des PM1o. Les
tendances restent les mémes que les concentrations en phtalates soient rapportées au pg de
particules ou au m® d’air : des teneurs en phtalates plus élevées en été qu’en hiver pour
chaque type de particules. Les différences de concentration sont d’un facteur 2 environ pour
les PM2s et PMio (en moyenne sur les deux types de PM, 8,4 ng/m3n hiver versus
14,8 ng/m® en été), et méme d’un facteur 5 pour les TSP (8,9 ng/m® en hiver versus

45,1 ng/m?® en été).

On observe aussi qu’il n’y a pas de différence significative de contamination entre les fractions
granulométriques de particules analysées, en dépit du fait que les PM2;5 soient les particules
ayant les concentrations atmosphériques les plus faibles quelle que soit la saison en moyenne
d’un facteur allant de 1,3 comparé aux PMzg en été a un facteur 2,6 comparé aux TSP en hiver
(Tableau 13). Ce résultat semble conforter le fait que les phtalates sont principalement adsorbés
aux PMzs. Ces résultats vont dans le sens de I’étude de Kong et al. (2013) qui montre une
corrélation positive entre les PMgs et les phtalates dans I’air, suggérant que ces composés se

concentreraient préférentiellement sur les particules les plus fines.
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Figure 38 : Boxplot des concentrations en phtalates (en ng/m®) selon le type de PM (PMy5, PM1o, TSP) et des
saisons (été, hiver) .

La Figure 39 présente les concentrations cumulées en chaque phtalate quantifié, exprimées en
ng/m? selon les classes de PM et les saisons étudiées. Peu importe la saison ou le type
particulaire, les phtalates majoritairement retrouvés sont le DiBP, le DnBP et le DEHP. Ces
résultats vont dans le sens des conclusions de précédentes études, ayant montré que le DEHP,
le DiBP et le DnBP sont les composés majoritairement retrouvés dans la phase particulaire de
I’atmosphére (Teil, Blanchard et Chevreuil, 2006 ; Salgueiro-Gonzélez et al., 2013 ; Ma et al.,
2014 ; Zhang et al., 2019). Une étude portant sur les phtalates retrouvés dans 1’atmosphére en
région parisienne (Teil, Blanchard et Chevreuil, 2006) a quantifié la somme des phtalates
retrouvés sur des TSP issus de prélévements s’étalant de 2002 a 2003 : elle était en moyenne
annuelle de 8,2 ng/m3. Dix ans plus tard, la méme équipe a mis en évidence des différences
saisonnieres de concentrations en phtalates sur TSP, toujours en région parisienne : la somme
des phtalates était de 8,1 ng/m? en hiver et de 14,9 ng/m3 en été (Teil et al., 2016). Ces données
sont trés proches de la somme de phtalates quantifiée dans ce doctorat en saison froide sur les
TSP en hiver (8,9 ng/m®). Mais une différence subsiste avec les résultats de saison chaude (45,1
ng/m3). Cela peut étre attribuable au fait que la premiére étude n’a pas quantifié le DiBP,
congénére majeur dans la contamination aux phtalates dans ce doctorat, et également que les

prélevements ont été réalisés mensuellement sur une année.

103



Chapitre 3 — Détermination des teneurs en COSV dans les particules

Une étude réalisée en Chine, se concentrant uniquement sur la contamination aux phtalates des
PM2s a également quantifié en majorité le DEHP, et le DBP (DiBP+DnBP). Les résultats ont
aussi montré que les concentrations de phtalates étaient significativement plus élevées en saison
chaude, et que les plages de concentrations dépendaient beaucoup des villes d’ou les PMa2s
provenaient (Zhang et al., 2019). Par exemple, a Shanghai, les concentrations en somme de
phtalates sur les PM2 s s’étalaient entre 8,02-107 ng/m?, avec une moyenne de 43,8 ng/m?. Ces
concentrations sont bien plus élevées que celles observées sur nos trois sites urbains, mais cela
peut s’expliquer par des différences de niveau de pollution atmosphérique entre villes étudiées,
selon les sources de phtalates et habitudes de vie des populations locales. L’étude de Ma et al.,
2014 montre également que les phtalates les plus retrouvés sont également le DiBP, le DnBP
et le DEHP, et que le DEHP a tendance a étre retrouvé en plus grande quantité sur la fraction
totale de particules (TSP). Aussi, il est a noter que la concentration moindre de phtalates en
ng/m* des TSP en hiver, par rapport aux PMio en hiver, est explicable par le prélevement
discontinu des TSP li¢ a I’appareil les prélevant, comme expliqué dans le Chapitre 2 — Matériels
et Méthodes.

50
1 Y =45,1 ng/m3
40 +
35
E 1 = DnOP
530 I BBP
g ” I DEP
E DMP
g 20 m DEHP
é > =16,3 ng/m3 = DnBP
I =13,3 ng/m3 _
15+ z ng/m DiBP
T >=94 ng/m3 8,9 ng/m3
10 Ty =74 ng/m3 Z &
N
0+ ' 1 ' ‘ ' ‘ ' ‘ : : : |
PM2,5Hiver ~ PM25Eté  PMI10Hiver  PM10 Eté TSP Hiver TSP Eté

Figure 39 : Concentrations (en ng/m?®) en phtalates, individuelles et sommées entre congénéres, selon le type de
PM (PM_;5, PM1g, TSPy) et des saisons (hiver, été).
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2. HAP
La seconde famille de composes présentant des teneurs élevées sur les particules, peu importe
la fraction granulométrique analysée, sont les HAP. Cette famille de contaminants est tres
étudiée dans le cadre de la pollution particulaire, car ils ont été parmi les premiers polluants a
étre suivis dans le cadre de la pollution atmosphérique (Sheu et al., 1997). De nombreuses
sources sont a I’origine des émissions d’HAP (processus de combustion : chauffage au bois,

moteurs & combustion thermique, industrie...), Figure 40.

Air Masses

-Long range transpor
-Changes in chemical/physical forms _

Air/Water Gas Exchange

i

Anthlomic Sources

Figure 40 : Sources, transport et dép6t des HAP par I'atmosphére (Hussain et al., 2018).

Les HAP entrent dans deux catégories, suivant leurs propriétés physico-chimiques : les HAP
de haut poids moléculaire (ou dit « lourds »), ayant plus de 3 cycles dans leur structure et les
HAP de bas poids moléculaire (ou dit « légers ») ayant 3 cycles ou moins dans leur structure.
Suivant leurs propriétés physico-chimiques, leur comportement dans I’atmosphére va différer,
ils auront davantage tendance a étre retrouvés en phase gazeuse (HAP légers) ou en phase

particulaire (HAP lourds).

Comme pour les phtalates, les teneurs en HAP légers et lourds (pg/ug) ne sont pas
significativement différentes d’une fraction granulométrique a 1’autre (Figure 41). Cependant,
les teneurs en HAP des PM_ s et des PMzgtendent a étre plus élevées que celles des TSP (Tableau
20), excepté pour les HAP légers en saison chaude. Sachant que les PM> s sont inclues dans les
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autres fractions, la contamination en HAP semble étre portée par la fraction la plus fine, PM2s,
mais la fraction PM.5.10 semble aussi y contribuer pour les HAP lourds. Ces résultats sont en
accord avec la littérature, ainsi, Sheu et al. (1997) ont mis en évidence que les HAP avaient
tendance a étre associés aux particules de petits diametres granulométriques, surtout lorsque la

source est proche du trafic routier.
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Figure 41 : Boxplot des teneurs (en pg/ug) en HAP Iégers (& gauche) et en HAP lourds (& droite) selon le type de
PM (PM_;, PM1g, TSP) et des saisons (froide, chaude).

Concernant I’effet saisonnier, pour les HAP légers, il n’y a pas de différences significatives
entre la saison chaude et froide, a I’exception des PM2s, significativement plus chargé en
HAP légers en saison froide (p < 0,05). Alors que pour les HAP lourds, les PM. 5, PM1g et
les TSP les concentrent significativement plus en saison froide (p < 0,001). Ce résultat peut
étre en lien avec I’augmentation des émissions dans I’air des HAP en saison froide,

observation déja vue dans 1’étude Mugica et al. (2010) a Mexico.

Les teneurs moyennes en HAP varient de 11,3 pg/ug (PM2s, été) a 48,9 pg/ug (PMuyo, hiver).
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Tableau 20 : Teneurs moyennes (pg/pg) en chaque HAP selon le type de PM (PMzs, PMio, TSP) et la saison
(froide, chaude).

Type PMzs PMu1o TSP

Saison Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide

> HAP 11,364 37,907 17,347 48,897 12,726 26,483

> HAP légers 2,745 7,517 3,852 3,380 6,750 2,691
Naphtaléne 0,165 0,872 0,097 0,120 0,809 0,228
Acénaphtéene 0,015 0,196 0,004 0,002 0,000 0,018
Acénaphtylene 0,036 0,397 0,134 0,096 0,008 0,019
Anthracéne 0,168 0,659 0,350 0,354 0,154 0,159
Phénanthrene 2,173 2,708 3,064 2,673 5,687 2,035
Fluoréne 0,188 2,685 0,203 0,135 0,093 0,232

> HAP lourds 8,619 30,39 13,495 45,517 5,975 23,792
Pyrene 2,160 3,899 2,783 3,550 3,284 2,709
Indéno[1,2,3-cd]pyrene 1,007 4,257 1,763 7,831 0,256 3,783
Fluoranthéne 1,807 2,149 2,435 3,402 0,939 1,584
Dibenzo[a h]anthracéne 0,116 0,671 0,217 1,464 0,032 0,674
Benzo[a]anthracéne 0,374 2,875 0,434 3,660 0,366 1,645
Benzo[a]pyréne 0,273 2,995 0,532 5,785 0,195 2,617
Benzo[b]fluoranthéne 0,868 4,588 1,530 8,784 0,223 4,480
Benzo[g,h,i]péryléne 1,184 3,501 2,242 5,297 0,284 3,002
Benzo[k]fluoranthéne 0,138 1,640 0,450 2,267 0,074 1,164
Chryséne 0,692 3,815 1,109 3,477 0,322 2,134

Comme pour les phtalates, cette contamination des particules a également été exprimée en
ng/m?, afin de comparer les données de cette étude avec les données issues de la littérature.
La Figure 42, montre que pour les concentrations en HAP 1égers, il n’y a pas de différence
significative, entre les fractions granulométriques. Cependant, on peut remarquer que les
PM1o sont significativement plus concentrées en HAP légers en saison froide qu’en saison
chaude (p < 0,05). De maniere générale, les PM tendent a concentrer plus de HAP légers en

hiver qu’en été.

Concernant les HAP lourds, toutes les fractions granulométriques sont significativement
plus concentrées en saison froide, par rapport a la saison chaude (p < 0,001). Et, en saison
froide, les PMyo sont la fraction la plus concentrée en HAP lourds, notamment par rapport
aux PMgs (p < 0,05). Sachant que les teneurs en HAP (pg/ug) ne sont pas statistiquement
différentes entre les PM1o et PM25s, la différence de concentration dans I’air peut s’expliquer
par la moindre concentration en PM2s dans 1’air par rapport aux PMio. Hassanvand et al.
(2015) ont également observe que les concentrations en HAP sur les PMyg étaient supérieures
a celles sur les PMzs (et les PMy).
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Figure 42 : Boxplot des concentrations (ng/m®) en HAP légers et HAP lourds selon le type de PM (PM3s, PMy,
TSP) et la saison (été, hiver).

Les concentrations moyennes en somme des 16 HAP recherchés sur les PM3s est de 0,6 ng/m?®
en saison froide et de 0,1 ng/m? en saison chaude. Ces valeurs sont en accord avec 1’étude de
Sei et al. (2021) qui ont quantifié la somme de 18 HAP dans un ordre de grandeur de 0,492 a
3,60 ng/m?, sur des prélévements de PM_ s réalisés de janvier a février 2020 au Japon.

Les résultats présentés en Figure 43 montrent la grande diversité des HAP quantifiés dans les
extraits particulaires. Les composés majoritaires sont des HAP lourds : benzo(b)fluoranthéne,
indéno(cd)pyréne, benzo(a)pyrene et le benzo(ghi)péryléne. Ces concentrations sont en accord
avec les précédentes études dans la région (Laborie et al., 2016 ; Teil et al., 2016). Ce résultat
est cohérent avec les études de Hassanvand et al. (2015) et Li et al. (2019), montrant une

prévalence de composés dits « lourds » sur les PMzs.

En particulier, il est a noter que la concentration moyenne du benzo(a)pyréne sur les PMyg est
de 0,23 ng/m? en saison froide et est inférieure & la valeur cible de 1 ng/m2. On peut noter que,
comme pour les phtalates, la concentration moindre d’HAP en ng/m® des TSP, par rapport aux
PMjio, est également explicable par le prélevement discontinu des TSP 1ié a I’appareil, comme

expliqué dans le Chapitre 2 — Matériels et Méthodes.
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Figure 43 : Concentrations moyennes (en ng/m®) en HAP individuelles et sommées entre congénéres, selon le
type de PM (PM_s, PM1o, TSP) et la saison (hiver, été).

3. Autres familles de composés

Tableau 21 : Concentrations en PCB, PBDE, pesticides, parabéenes et alkylphénols des PM selon les saisons.

(pg/pg)
Type PMzs PMao TSP
Saison Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude
S Parabénes 7,034 6,922 5,361 7,371 4,445 9,140
5 AP/APEO 5,449 5,482 2,622 5,859 6,331 9,236
S Pesticides 0,650 0,478 0,166 1,136 0,157 0,010
Y PBDE 0,354 0,000 0,188 0,130 0,549 0,016
S PCB 0,101 0,284 0,087 0,256 0,065 0,442

L’analyse de la contamination globale a montré que la contamination des particules par les
autres familles de composés recherches était la moins importante. Apres les phtalates et les
HAP, les familles de COSV ayant des teneurs élevées sont les alkylphénols et les parabenes,
celles-ci varient entre 2,9 et 9,2 pg/pg. Enfin, les pesticides, les PBDE et PCB sont quantifiés a

des concentrations plus faibles, proches ou inférieures a 1 pg/ug.
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PARABENES

Les parabénes sont des composes de type conservateurs pouvant étre retrouvées dans divers
produits d’usage domestique : cosmétiques, shampooing, médicaments... Les teneurs varient
entre les différents types particulaires et les saisons. En somme de parabenes, les quantités les
plus élevées mesurées sont au niveau des TSP en saison chaude (9,1 pg/ug). Les plus faibles
sont quantifiées pour les TSP en saison froide (4,44 pg/ug).

Tableau 22 : Concentrations moyennes (en ng/m?) des parabénes, selon la saison (chaude et froide) et le type
particulaire (PMzs, PM1o et TSP).

Type de composé Et Parabene Bu Parabene Me Parabéne Pr Parabéne
Saison Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude
PMys 0,000 0,012 0,000 0,004 0,072 0,072 0,000 0,002
PMyo 0,014 0,014 0,000 0,009 0,151 0,086 0,001 0,001
TSP 0,004 0,038 <LD 0,015 0,152 0,136 0,002 0,011

Le composé majoritaire est le méthyl-parabéne (Me Parabéne), quelle que soit la saison de
prélevement ou le type de particules (Tableau 22). Sa concentration la plus élevée est retrouvée
sur les TSP en saison froide, avec 0,152 ng/m3. Peu d’études renseignent la concentration de
ces composes en air extérieur et dans la phase particulaire, mais, ce résultat est en accord avec
I’étude de Chen et al., 2021, menée en environnement urbain en Chine. En effet, dans cette
étude, le méthyl-parabéne est le composé majoritaire, et il a été retrouvé en moyenne a la
concentration de 0,125 ng/m? sur les TSP en air extérieur. Les faibles concentrations de ces
composés décelées en phase particulaire et en air extérieur, peuvent s’expliquer par leurs
sources. En effet, la présence de parabénes dans les produits d’usage quotidien et domestique
induit que cette famille de composeé est principalement quantifiée en air intérieur (Laborie et
al., 2016). De plus, par leurs propriétés chimiques (Tableau 1), les parabénes sont plus retrouvés

en phase gazeuse que particulaire.
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ALKYLPHENOLS
Les alkylphénols et alkylphénols éthoxylés sont des composes de type tensio-actif et utilises
notamment pour leurs propriétés détergentes dans de nombreux produits domestiques (Rudel et

Perovich, 2009). Ils peuvent également étre utilisés comme précurseurs de polymeres.

Tableau 23 : Concentrations moyennes (en ng/m) en alkylphénols et alkylphénols éthoxylés, selon la saison
(froide et chaude) et le type particulaire (PMzs, PMyo et TSP).

Type de composé Nonylphénol 4-Nonylphénol Octylphénol 4-Octylphénol 4-Octylphénol
Mono-éthoxylé Di-éthoxylé Mono-éthoxylé
Saison Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude
PM2s 0,044 0,020 <LD <LD 0,009 0,036 0,010 0,006 <LD <LD
PM1o 0,062 0,049 <LD <LD 0,008 0,036 0,012 0,008 <LD <LD
TSP 0,190 0,039 <LD <LD 0,015 0,136 0,032 0,021 <LD <LD

Le composé majoritaire pour les alkylphénols et les alkylphénols éthoxylés est le nonylphénol
(NP), en saison froide et 1’octylphénol (OP) en saison chaude. Les concentrations de
nonylphénol et d’octylphénol les plus élevées sont mesurés sur les TSP, avec respectivement
0,190 ng/m® (NP) en saison froide et 0,136 ng/m® (OP) en saison chaude (Tableau 23). Ces
résultats sont légérement supérieurs (mais dans le méme ordre de grandeur), a ceux renseignés
dans I’étude de Xie et al., (2006), réalisée en air extérieur sur des TSP collectées en Allemagne
en environnement urbain. En effet, ces auteurs avaient mesuré des concentrations moyennes de
nonylphénol dans une gamme de 0,010 & 0,120 ng/m?® et de 0,002 & 0,017 ng/m® pour
I’octylphénol.

PBDE

Les PBDE sont des composes de type retardateurs de flammes qui sont retrouveés dans les objets
domestiques, pour leurs propriétés d’ignifugation. Ces composés sont retrouvés de maniére
ubiquiste dans I’environnement (Wu et al., 2019).

Tableau 24 : Concentrations moyennes (en ng/m?) en PBDE, selon la saison (froide et chaude) et le type
particulaire (PMz;5, PMyo et TSP).

Composé PBDE-28 PBDE-47 PBDE-99 PBDE-153 PBDE-100 PBDE-154
Saison Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude
PM2s 0,000 <LD 0,000 0,000 0,001 <LD 0,001 <LD 0,000 <LD <LD <LD
PMho <LD <LD 0,000 <LD 0,000 <LD 0,006 0,002 <LD <LD <LD <LD
TSP <LD <LD 0,001 0,000 0,002 <LD 0,018 0,000 0,001 <LD 0,003 <LD
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Les concentrations de PBDE quantifiées sur les particules sont trés faibles, mais le congénere
majoritaire est le PBDE-153, en saison froide, particuliérement sur les TSP (0,018 ng/m?3). Ces
valeurs sont légérement plus élevés que les celles issues de la littérature, ainsi I’étude de
Cincinelli et al. (2014) a estimé que, de juin a decembre 2012 sur un site urbain a Florence en
Italie, le PBDE 153 était quantifié a la concentration de 0,00066 a 0,00123 ng/m®. Cependant,

il existe des différences propres aux sites d’études qui peuvent influencer ces teneurs en PBDE.

PCB

Tableau 25 : Concentrations moyennes (en ng/m?) des PCB, selon la saison (froide et chaude) et le type
particulaire (PMzs, PMyg et TSP).

Composé PCB-101 PCB-180 PCB-153 PCB-118 PCB-138 PCB-28 PCB-52
Saison Froide = Chaude  Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide Chaude Froide  Chaude
PMzs <LD <LD 0,000 0,000 0,000 <LD <LD 0,001 0,000 <LD 0,000 0,000 0,001 0,002
PM1o <LD <LD 0,001 0,000 0,001 <LD <LD 0,001 0,000 <LD 0,000 0,000 0,001 0,003
TSP 0,000 <LD 0,000 0,000 0,000 <LD 0,000 0,001 0,000 <LD 0,000 0,001 0,001 0,010

Les concentrations observées en PCB sont trés faibles (< 0,01 ng/m®). Le PCB-52 est le
composé présentant les plus fortes concentrations, principalement en saison chaude. Les
concentrations mesuréees sont en accord avec les précédentes études sur la région parisienne
(Teil et al. 2016 ; Surchamps, 2016 ; Laborie et al. 2016). Ces molécules étaient utilisées
comme fluides diélectriques dans les transformateurs avant leur interdiction en 1987 en raison
de leur persistance dans I’environnement et de leur toxicité. En lien avec leurs propriétés
physico-chimiques (Tableau 1), la présence de ces molécules dans I’atmosphere est liée a leur
volatilisation a partir de sites anciennement contaminés. Il s’agit d’une contamination ancienne

qui perdure et de type « bruit de fond » (Diamond et al. 2010 ; Shahpoury et al. 2015)

PESTICIDES

Tableau 26 : Concentrations moyennes (en ng/m?) des pesticides, selon la saison (froide et chaude) et le type
particulaire (PMz;5, PMyo et TSP).

Composés Perméthrine Deltaméthrine Bifenthrine Cyfluthrine Cyperméthrine Phénothrine
Saison Froide Chaude Froide = Chaude  Froide  Chaude Froide Chaude Froide  Chaude Froide  Chaude
PMas 0,006 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,007 <LD 0,001
PM1o 0,006 0,013 <LD <LD 0,003 <LD <LD <LD <LD <LD 0,001 <LD
TSP <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Composes 44'-DDE Fenvalérate HCB Lindane PeCB DEET
Saison Froide  Chaude  Froide  Chaude  Froide  Chaude  Froide  Chaude  Froide  Chaude  Froide  Chaude
PM2s 0,000 0,000 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,442 0,210
PM1o 0,001 0,000 <LD <Lb 0,000 <LD 0,000 <LD 0000 <LD 1,423 0,155
TSP 0,005 0,000 <LD <LD 0,000 <LD <LD <LD 0,000 <LD 0,166 0,249
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Les concentrations en pesticides (hors DEET) sont trés faibles (<0,001 ng/m?®), Certains
composés n’ont pas été¢ détecté (inférieur a la LD) quel que soit le type de particules ou la
saison, tels que la deltaméthrine, la cyfluthrine, le fenvalérate. Les concentrations sont plus
faibles que celles précédemment mesurées, puisque Laborie (2015) avait observé une
concentration moyenne pour la cyperméthrine sur TSP de 1,452+0,997 ng/m? en hiver a Paris

(en air extérieur).

Les concentrations en DEET sont tres variables que ce soit en saison froide ou chaude, celles-
ci variant de 1,423 ng/m3 (PMo, hiver) & 0,155 ng/m® (PMo, été). Le DEET est un répulsif, sa
présence en hiver en air extérieur et la forte variabilité de ses concentrations devront étre étudiés
dans le futur afin d’en comprendre 1’origine. En effet, il n’y a pas de données a ce jour dans la

littérature sur la présence du DEET dans les particules.
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Ill.  Particularité selon les sites

Pour donner suite a 1’analyse de la contamination globale par saison et par type de composés
selon les fractions granulométriques, les différences inter-sites ont été étudiées. En effet, bien
que les teneurs en particules soient équivalentes entre les sites, que ces sites semblent s’inscrire
dans un type de pollution de type fond et urbain et qu’ils ont été classifiés comme tel, des
différences entre sites de la contamination chimique globale des particules récoltées peuvent
exister. Ainsi, une analyse statistique a été menée, apres avoir reéalisé une transformation des
données (log) et éliminé des valeurs dites « outliers », afin de ne pas tenir compte des valeurs
extrémes pouvant potentiellement influencer ce résultat, refléter une contamination ponctuelle.
Le but est ici de tenir compte d’une pollution aux COSV étudiés de type fond. Les résultats sont
présentés dans la Figure 44. On observe que, seul le site de P15 se démarque significativement
des deux autres sites, les sites P13 et Champigny ne présentant pas de différence statistique

entre eux.
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Figure 44 : Boxplot de la contamination particulaire globale en COSV (en pg/ug) selon les sites P13, P15,
Champigny. Par site, chaque point correspond & un extrait particulaire donné (selon le type de PM, la saison, la
date de prélévement).

En observant les données du Tableau 27, en contamination globale, le site le plus contaminé est
le site de P13 (1110 pg/uQ) et le site de Champigny est le moins contaminé (666 pg/ug). Mais,
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ces sites ont des contaminations élevees ponctuelles, car, en enlevant les valeurs extrémes par
I’identification des outliers (Figure 44), P15 semble un site globalement plus contaminé que les
autres. Le détail de la contamination selon les familles de composés est indiqué dans le Tableau
27, on peut observer que ce site se distingue par une contamination aux HAP plus élevées que
les autres. En effet, pour les HAP légers, leur concentration moyenne dans les particules
collectées sur P15 est de 9,2 pg/ug contre 1,8 pg/ug et 2,5 pg/ug, respectivement pour
Champigny et P13. Le site P15 concentre donc entre 3 a 5 fois plus de HAP légers que les
autres. Cette observation est aussi marquée pour les HAP lourds, quantifiés en moyenne sur les
particules issues de P15 a 39 pg/ug, contre 8,9 pg/ug et 11 pg/pg, respectivement pour
Champigny et P13. Le site P15 concentre donc entre 3 et 4 fois plus de HAP lourds que les
autres sites étudiés.

Cette observation peut étre liée a la localisation de ce site : en effet, comme vu dans le Chapitre
2 1.Sites urbains d’étude, ce site est situé au niveau du parc Suzanne Lenglen, dans le 15°™
arrondissement de Paris, mais est a proximité immédiate du périphérique routier de Paris. Cet
axe de circulation majeur pourrait étre a I’origine de cette contamination plus forte sur ce site

par les composés de type HAP.

Tableau 27 : Contamination moyenne des particules selon les familles de composés, selon les sites (en pg/ug).

Site de prélévement P15 Champ P13
> Phtalates 998,213 643,460 1084,962
> HAP légers 9,274 1,847 2,520
> HAP lourds 39,033 8,966 11,084
> Pesticides 0,574 0,190 0,272
> PBDE 0,479 0,000 0,196
> PCB 0,132 0,275 0,246
> AP-APEO 8,256 5,140 5,559
> Parabénes 7,455 6,717 6,025
> Contamination globale 1063,416 666,596 1110,865
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Points clés du chapitre sur la détermination des teneurs en COSV

Les phtalates sont les composés majoritaires sur les particules atmosphériques en
région parisienne, particulierement le DEHP, le DiBP et le DnBP. Apres etude de la
contamination en ces composés en pg/ug et en ng/m?3, la contamination par les phtalates
semble étre amenée principalement par la fraction la plus fine, les PMzs. Ces composés

sont également significativement plus présents en saison chaude qu’en saison froide.

Parmi les nombreux composés HAP quantifiés sur les particules, les HAP de haut poids
moléculaire sont majoritaires. Par observation de la masse de particules (ug), la
contamination des particules semble é&tre amenée en majorité par la fraction PMzs.
Mais en raison des teneurs plus faibles de PM2s dans ’air, rapportées en m® d’air, la
fraction granulométrique amenant la majorité de la contamination dans I’air

correspond a la fraction PMao (incluant les PMz5s).

Malgré la classification des sites comme urbain de type fond, le site de P15 se distingue
par une contamination aux HAP plus élevée que les autres, probablement en lien avec

sa proximité avec le périphérique parisien.
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CHAPITRE 4 -
CARACTERISATION DES EFFETS
BIOLOGIQUES
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Chapitre 4 — Caractérisation des effets biologiques

Les échantillons (correspondant aux extraits particulaires) des deux saisons étudiées (froide et
chaude), des trois sites urbains de la région parisienne sélectionnés (P13, P15, Champigny), et
des trois types particulaires (TSP, PMio et PM2 ) ont été étudiés pour leur potentiel biologique.
Basée sur un prélevement commun et une extraction équivalente aux analyses chimiques pour
la préparation des extraits dédiés aux analyses biologiques, ce protocole nous permet une mise
en relation directe de la contamination chimique globale et du potentiel biologique in vitro de
chaque échantillon. Cette caractérisation biologique s’est appuyée sur de précédentes études in
vitro pour justifier nos choix d’effets biologiques a étudier: le potentiel perturbateur

endocrinien au niveau des axes cestrogénique et androgénique, ainsi que le potentiel dioxin-like.

Ainsi, plusieurs études ont montreé le potentiel perturbateur endocrinien associé aux particules
atmosphériques. L’étude de van Drooge et al. (2017), a montré une inhibition de I’activité
aromatase d‘échantillons de PM issus de zone urbaine, cette inhibition d’activité étant un
marqueur de I’effet perturbateur endocrinien, suggérant bien I’impact de cette pollution sur le
systeme endocrine. Le potentiel dioxin-like de la pollution atmosphérique a également été
étudié par Novakova et al. (2020), qui ont montré que seule la phase particulaire de 1’air ambiant

induisait une activation du récepteur AhR, particuliérement en hiver.

Avant de présenter le potentiel biologique des extraits de PM sur les différents modeles
cellulaires, il faut signifier que les extraits n’ont pas engendré de cytotoxicité, quelle que soit
leur concentration testée. De plus, leurs blancs correspondants n’ont engendré aucun niveau
d’activité significatif (tous <a 10 % de la réponse maximale d’E2). Le potentiel cestrogénique
des extraits de PM est exprimé en % de la réponse maximale d’E2. Les résultats présentés sont
ramenés au pg de particules extraites dans une premiére partie, mais aussi au m* d’air dans une

seconde partie.

Les courbes dose-réponse présentées dans cette partie sont un exemple d’une des répétitions
d’expérience réalisées pour chaque échantillon, et les données en encarts des représentations
graphiques correspondent aux courbes présentées. Les répétitions (dans les tableaux appelées
N=1, pour la premiere répétition, N=2 pour la seconde et N=3 pour la troisiéme) sont
considérées pour estimer les paramétres dose-réponse liés a chaque effet biologique de chaque
échantillon (EC50 et TOP). Les tests statistiques réalisés dans ce chapitre sont des modéles
mixtes, prenant en compte la répétition des données pour un méme échantillon, avec o = 0,05 ;
les tests dont les resultats sont non significatifs seront notés « ns ». Alors que les courbes dose-
réponse sont représentées selon les sites, les analyses statistiques ne tiendront pas compte de ce
paramétre. En effet, pour un site donné, les échantillons par type de PM et de saison n’étaient
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pas en nombre suffisant pour prendre en compte le parametre site dans les calculs.
Similairement aux analyses chimiques, nous avons choisi de comparer les fractions
granulométriques entre elles, en tenant compte des saisons. Les résultats présentés intégrent
uniquement les dilutions d’extraits particulaires qui n’ont montré aucun impact sur la viabilité
cellulaire et ceux dont les échantillons blancs de laboratoire correspondants n’ont engendré

aucun effet biologique significatif.
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|. Potentiel cestrogénique des extraits de PM

1. Potentiel cestrogénique des extraits de PM rapporté au g de particules
a. TSP
La Figure 45 montre des exemples de courbes dose-réponse du potentiel cestrogénique mesuré
pour tous les extraits de particules de type TSP. Il a été possible d’obtenir des courbes
sigmoidales complétes pour presque tous les échantillons, ces courbes permettant un calcul
précis de valeur de concentration d’effet a 50 % (notée EC50, en ug de particules extraites) et
de valeur maximale d’induction d’effet (notée TOP, en % d’E2). Selon la qualité des courbes
dose-réponse incomplétes estimée dans GraphPad Prism, ces valeurs sont notées « NC » pour
non calculables, ou en italique si les courbes sont considérées comme ambigués, dans le Tableau
28. Le résultat indiqué en italique n’est pas retenu comme valeur fiable. Seuls deux échantillons
présentent un TOP ne dépassant pas les 10 % de réponse maximale d’E2 (seuil de

significativité) : les extraits TSP Etel et Ete 12 prélevés en saison chaude.

Les valeurs d’EC50 des extraits de particules en hiver tendent a étre plus faibles que celles
calculées en été : 26 ug en moyenne de particules extraites (23 pg en médiane) en saison froide

contre 32 pug en moyenne (36 ug en médiane) en saison chaude (Tableau 28).

La quantité de particules extraites nécessaire pour atteindre 50 % d’effet, sera donc plus faible
en saison froide qu’en saison chaude. Le potentiel cestrogénique des particules TSP semble de

ce fait, étre le plus élevé en saison froide.

Cependant, en raison de la variation de valeurs des EC50 au sein d’une méme saison, les
différences de moyenne d’EC50 entre saisons froide et chaude ne sont pas significatives (p =
0,9174). Neanmoins, le décalage vers la gauche des courbes dose-réponse d’extraits prélevés
en hiver s’observe graphiquement, surtout pour le site de P15 (Figure 45), spécialement en
hiver, mettant en évidence un potentiel cestrogénique induit a des quantités particulaires plus

faibles que pour les autres sites.
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Tableau 28 : Valeurs EC50 (en ug de particules) des extraits TSP pour toutes les répétitions d’expérience (de
n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée.

TSP EC50 (ug particules extraites)
n=1 n=2 n=3 Moyenne
Hiv3 NC 50 58 54
Hiv4 30 46 65 47
Hiv5 11 11 11
Hiv6 5 6 6
Hiv7 11 10 11
Hiv8 22 28 25
Hiv9 8 9 8
Hiv10 23 23 23
Hivll 54 28 41
Hiv12 9817 51185 NC
Moyenne Hiver 26
Etel 57 6 8 6
Ete2 18 17 17
Ete3 NC 11 7 9
Eted NC 39 37 38
Ete5 36 27 34 32
Ete6 39 32 36 36
Ete7 NC 134 44 44
Ete8 24 25 25 25
Ete9 35 42 42 40
Etel0 68 2902 2580 68
Etell NC NC 52 52
Etel2 NC 36 NC 36
Moyenne Eté 32
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Site P13
80+ EC50 (ug part.)] TOP (%E2)
-o- Hiv3 50 36
604 -o- Hiv4 46 49
-o- Ete9 43 24
i e Etel0| 164 44
> o Etell 52 13
-o- Etel2 NC NC
1 10 37.5 100
Hg de particules extraites
Site P15 EC50 (ug part)| TOP (%E2)
80- -~ Hivb 11 37
S o Hiv6 6 31
60 -~ Hiv7 10 42
N i o Hiv8 29 53
5 40- F B - Etel 8 7
° o Ete2 17 82
204 )_.—-’ -o- Ete3 7 32
o Eted 38 22
I 10 375 100
ug de particules extraites
Site Champigny EC50 (ug part.)| TOP (%E?2)
80- - Hiv9 9 30
o Hivl0 21 11
60 -o- Hivll 25 10
o o Hivl2 94 26
;3,40— . - Ete5 27 10
-o- Ete6 35 13
20 -o- Ete7 42 28
o Ete8 25 16
0_

1 10 37.5 100
pg de particules extraites
Figure 45 : Potentiels cestrogénique des extraits de TSP (en pg de particules) prélevées en hiver (Hiv) et en été
(Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 + SEM).
Résultats d’une expérience répétée jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2 (%
E2). En encart : valeurs EC50 (en wg de particules extraites) et valeur TOP (en % d’E2) — dégradé de gris de clair & foncé
selon valeurs croissantes.
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En plus de la concentration d’effet a 50 %, le deuxieme parametre important a considérer pour
caractériser le potentiel cestrogénique des extraits particulaires est le niveau maximal d’effet
induit pour chaque extrait de PM (TOP), et rapporté a la réponse maximale d’E2 (100 %). Cette
valeur TOP permet d’estimer le niveau de potentiel agoniste des extraits particulaires. Les
valeurs de TOP vont de 1,8 % (Etel2) a 98,9 % (Ete2) (Annexe 36), mais ce niveau maximal
mesuré pour Ete2 correspond a une projection de la courbe. Les échantillons n’atteignent pas
100 % d’effet a leur plateau maximal, ce sont des extraits TSP présentant un potentiel agoniste

partiel du récepteur nucléaire a I’E2 (a I’inverse de total si 100 % était atteint).

Cet effet cestrogénique maximum moyen tend a étre plus élevé pour les extraits de TSP
prélevées en saison froide (37,4 %) que pour ceux issus de la saison chaude (29,3 %), mais ces
différences saisonnieres entre valeurs moyennes de TOP ne sont pas significatives (p=0,7395).

Les valeurs de TOP sont dans I’ensemble plus faibles pour le site de Champigny.

b. PMag
La Figure 46 montre que tous les extraits de particules de type PMio, a I’exception de
I’échantillon Etel0, induisent un effet cestrogénique significatif, puisqu’ils présentent des
valeurs de TOP toutes supérieures a 10 % d’E2. Les courbes dose-réponse des extraits de PM1o
prélevées en hiver montrent un décalage vers la gauche par rapport a ceux d’origine estivale,

spécialement pour le site de Champigny.

Mais, les valeurs moyennes d’EC50 mesurées pour ces extraits ne sont pas significativement
différentes (p=0,2718) entre les saisons, méme si celles-ci sont plus faibles en saison froide,
soit 13,9 pug de masse de particules extraites (12,6 g en médiane), qu’en saison chaude, soit
38,1 ug (34,2 ug en médiane) (Tableau 29). En saison froide, un niveau d’effet cestrogénique
donné est donc induit par une exposition cellulaire a une quantité de PM1o extraites plus faible

qu’en saison chaude, mais cette différence n’est pas significative.
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Tableau 29 : Valeurs EC50 (en ug de particules) de tous les extraits PMio pour toutes les répétitions d’expérience
(de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée.

PMuo EC50 (ug particules extraites)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv3 17,9 25,0 21,4
Hiv6 6,3 6,3 6,3
Hiv8 12,8 12,4 12,6
Hiv9 10,8 10,6 10,7
Hiv1l 18,2 19,2 18,7
Moyenne Hiver 13,9
Ete2 21,6 14,6 18,1
Ete4 NC 36,7 20,5 28,6
Ete5 48,1 131 288 30,0
Ete7 NC 67,6 68,9 68,3
Etel0 NC 28,9 479 38,4
Etel2 NC 448 533 49,0
Moyenne Eté 38,1

Concernant les niveaux d’induction d’effet cestrogénique maximaux, les valeurs TOP vont de
6 % (été 10, P13) a 65 % (Eté 2, P15), montrant un potentiel agoniste partiel pour tous les
extraits PM1o (Annexe 37). En moyenne, en saison froide, les PM1o induisent un effet maximum
de 35,4 % d’E2, alors qu’il est de seulement 21,7 % en saison chaude. Cependant, cette
différence saisonniére de valeurs moyennes de TOP ne ressort pas comme significative (p =
0,8868).
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Site P13
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Figure 46 : Potentiel cestrogénique des extraits de PMyo (en pg de particules) prélevées en hiver (Hiv) et en été
(Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 + SEM).
Résultats d’une expérience répétée jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2 (%
E2). En encart : valeurs EC50 (en ug de particules extraites) et valeur TOP (en % d’E2) — dégradé de gris clair a foncé
selon valeurs croissantes.
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c. PMgzs
La Figure 47 montre que tous les extraits de particules PM.s induisent une réponse
cestrogénique significative : tous les TOP des échantillons sont en effet supérieurs a 10 %. Les
courbes sigmoides dose-réponse montrent un déecalage des réponses vers les faibles teneurs en
particules (a gauche) plus important pour les extraits prélevés en hiver que pour ceux en été, et
ce, quel que soit le site considéré. Cette observation graphique est en accord avec les valeurs
moyennes d’EC50 des PM2 5 (Tableau 30), significativement plus faibles en hiver qu’en été (p
= 0,0205), avec respectivement une moyenne de 15 pg (16 pg en médiane) et 31 ug (32,5 pug
en médiane). Ainsi, la quantité d’extraits de PM25 nécessaire pour atteindre 50 % d’effet est

deux fois plus faible en saison froide qu’en saison chaude.

Tableau 30 : Valeurs EC50 (en ug de particules) de tous les extraits PM2s pour toutes les répétitions
d’expérience (de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée.

PMzs EC50 (ug particules extraites)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv4 17 13 19 16
Hiv5 NC 5 5
Hiv7 6 6 6
Hiv10 24 22 23
Hivl2 29 3 16
Moyenne Hiver 15
Etel 25 44 34
Ete3 NC 31 19 25
Ete6 NC 38 25 31
Ete8 NC 35 33 34
Ete9 28 30 18 25
Etell 119 13 51 51
Moyenne Eté 31

Concernant les niveaux d’induction d’effet cestrogénique maximaux, les valeurs TOP vont de
98 % (Hiv12) a 4 % (Ete8) (Annexe 38) montrant un potentiel agoniste partiel des extraits de
PMg2s, méme s’il se rapproche de 100 % pour 1’échantillon Hiv12 (site de Champigny). En
moyenne, les PM_ s induisent au maximum un effet de 54 % d’E2 en saison froide, alors qu’il
est de seulement 17 % en saison chaude. Cette différence saisonniere des valeurs TOP
moyennes n’est pas significative (p=0,2628), méme si les extraits de PMzs prélevés en hiver
semblent étre ceux qui présentent le potentiel agoniste du récepteur nucléaire a E2 le plus elevé.
En effet, les courbes dose-réponse des extraits de saison froide obtenues expérimentalement
sont complétes (plateau haut et plateau bas), alors que ce n’est pas le cas pour tous les
échantillons de saison chaude. Dans ce cas, les valeurs de TOP sont des projections obtenues

avec le logiciel GraphPad Prism.
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Figure 47 : Potentiel cestrogénique induit par les extraits de PM2 5 (en pg de particules) prélevées en hiver (Hiv)

et en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 + SEM).

Résultats d’une expérience répétée jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2 (%
E2). En encart : valeurs EC50 (en ug de particules extraites) et valeur TOP (en % d’E2) — dégradé de gris clair a foncé

selon valeurs croissantes.
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De I’ensemble de ces données, il ressort que la contamination organique des TSP, PM1o et PM25
collectées en air extérieur sur les trois sites urbains sélectionnés présente un potentiel agoniste
partiel du récepteur nucléaire a ’E2. Ces données tendent aussi a montrer un potentiel

cestrogénique plus important en hiver qu’en été.

d. Comparaison entre les types de particules
Au-dela de la mise en évidence de 1’cestrogénicité in vitro de chaque classe de PM selon les
saisons, la question de la différence de potentiel cestrogénique entre les différents types
d’extraits particulaires (TSP, PMyo et PM2s) doit étre étudiée afin de mieux comprendre quelle
fraction granulométrique supporte la contamination organique présentant le plus grand potentiel

cestrogénique.

COMPARAISON DES EXTRAITS PARTICULAIRES D’APRES LEUR VALEUR EC50

Précédemment, il a été montré que pour les particules extraites de type PM1o et PM35, la saison
exercait une influence significative au moins sur la quantité d’extraits particulaires nécessaire
pour atteindre 50 % de I’effet maximal (EC50). Et pour les PM35, la saison s’avére également
influencer le niveau du potentiel agoniste du récepteur ER (TOP). La comparaison du potentiel
cestrogénique entre les différentes fractions granulométriques de PM a donc éte faite selon les
saisons. Les résultats présentés dans la Figure 48 montrent qu’il n’y a pas de différence
significative de valeurs d’EC50 (en pg de particules extraites) entre les trois classes de
particules, quelle que soit la saison considérée. La fraction PM2s présente un potentiel
cestrogénique significatif et I’EC50 associé est similaire a celui des autres fractions (PMio et
TSP). Sachant que les fractions PM1g et TSP contiennent les PMzs, cette fraction fine des PM

peut étre en grande partie a I’origine de 1’cestrogénicité associée aux PM1o et TSP.
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Figure 48 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a E2 (en pg de particules) selon les types de particules (PMzs,
PMao, TSP) en saisons froide et chaude.

COMPARAISON DES EXTRAITS PARTICULAIRES D’APRES LEUR VALEUR TOP

La Figure 49 montre les valeurs maximales d’effet cestrogénique (TOP, en % d’E2) induites
par I’ensemble des extraits particulaires par chaque classe granulométrique et par chaque
saison. Elle permet donc de comparer les fractions granulométriques entre elles pour leur
potentiel agoniste du récepteur nucléaire aux cestrogenes, ainsi que les niveaux maximaux

d’induction entre les saisons.

Que cela soit en saison froide ou chaude, il n’y a pas de différences significatives entre les
fractions granulométriques quant a leurs valeurs TOP, avec des moyennes en saison froide
de 37,4 % (TSP), 35,4 % (PMuo), 54 % (PM2,5) et en saison chaude des moyennes de TOP de
29,3 % (TSP), 21,7 % (PMu1o), 17 % (PM25). On peut cependant noter que le niveau maximal
induit est atteint par les PM_s en saison froide.

De plus, il n’y a pas de différence significative observée entre les saisons. Cela est notamment
dd a quelques valeurs TOP qui s’écartent un peu de la moyenne, en saison chaude.
Particulierement, les échantillons « Eté 1 » et « Eté 2 », qui ont été prélevés a la suite, sur le
site de P15, présentent un profil qui differe énormément des autres échantillons prélevés en
saison chaude, ces échantillons ont un niveau de réponse environ 5 fois plus élevé que les autres

échantillons TSP et PMyg, et environ 3 fois plus éleves que les autres échantillons PM2s. Si on
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exclut ces échantillons, le niveau de réponse maximale des extraits particulaires tend a étre plus

¢levé en saison froide qu’en saison chaude.
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Figure 49 : Histogramme des TOP induits (en % d’E2) selon les types de particules (PMzs, PM1g, TSP) en
saisons froide et chaude.

Puisque la fraction PM2s présente un potentiel agoniste significatif et que un TOP non
significativement différent de celui des autres fractions (PMio et TSP qui contiennent les PM2s),
cette fraction fine des PM peut contribuer en grande partie a I’cestrogénicité associée aux PMio
et TSP, et ce quelle que soit la saison. 1l semblerait que les PM2 s induisent un effet cestrogénique

et que celui-ci est augmenté ou reduit par les fractions PM25.10 ou PM25.7sp.

Dans la littérature, une étude (Wenger et al., 2009) a montré que des PM: récoltées en zone
urbaine, en hiver, pouvaient induire une activité cestrogénique sur les cellules T47D-KBLuc,
de I’ordre de 30 a 60 % de la réponse maximum a I’E2. Et 1’étude de Clemons et al. 1998 a
montré une induction de 20 a 50 % de la réponse maximum d’E2 par des extraits de PMio
d’origine urbaines sur cellules MCF-7. Les resultats observés pour les fractions
granulométriques étudiées ici se placent également dans cette gamme d’effet, et tendent a étre

plus élevés pour la fraction la plus fine les PM2s.
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2. Potentiel cestrogénique des extraits de PM rapporté au m* d’air
En considérant les résultats de I’induction cestrogénique rapportés au pig de particules extraites,
I’activité amenée par 1 pg de chaque fraction granulométrique a pu étre estimée. Afin d’étre
plus représentatif de I’exposition pulmonaire, il est aussi important de considérer le potentiel
cestrogénique des extraits particulaires rapporté au m® d’air, expression qui tient compte des

concentrations des trois classes de particules dans I’air.

Rappelons que les concentrations atmosphériques des PM (en pg/m®) dépendent des sources
d’émissions et sont trés différentes selon la taille granulométrique des particules ainsi que la
saison. Les particules les plus fines, PM2s, étant retrouvées en moindre quantité dans 1’air que
les PMyo (Tableau 13). C’est donc un paramétre important dont il faut tenir compte pour estimer
le potentiel cestrogénique portée par les différentes classes de PM en fonction de 1’exposition
aux particules. Les courbes dose-réponse pour chaque échantillon, représentant le niveau de %
d’E2 induit en fonction des m3 d’air prélevés figurent en Annexe 39, Annexe 40, Annexe 41,
respectivement pour les extraits de TSP, PM1o et PM> 5. Quel que soit le type particulaire (TSP,
PMio, PM25s), les courbes doses-réponses des extraits obtenues avec des dilutions d’extraits
rapportées au m® d’air montrent globalement un décalage vers la gauche des courbes issues des
échantillons prélevés en hiver par rapport a ceux prélevés en été, en particulier pour le site de
P15. Ainsi le m3 d’air prélevé en hiver sur ce site exposerait & une contamination particulaire

en composés cestrogéniques « actifs » plus importante que le m® d’air prélevé en été.

Les valeurs d’EC50 en m?® d’air extrait pour tous les échantillons sont présentées en Annexe 42,
Annexe 43 et Annexe 44, respectivement pour les extraits de TSP, PM1o et PM2s. Elles sont

présentées ci-apres pour chaque classe de particules.

Les valeurs TOP ne sont pas présentées, car elles ne different pas selon que les activités
cestrogéniques soient données pour des dilutions d’extraits exprimées en pg de particules ou en

m?3 d’air extrait.
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a. TSP
Les valeurs d’EC50 des extraits de TSP vont de 0,5 4 2,2 m® d’air en été, et de 0,1 4 2,5 m® d’air
en hiver selon les échantillons (Annexe 42). Méme si I’EC50 moyen des TSP en hiver est de
1,0 m® d’air alors qu’en saison chaude cette valeur monte a 1,4 m® d’air, cette différence

saisonniére n’est pas significative (p = 0,7472).

b. PMio
Concernant les valeurs d’EC50 des extraits de PM1o, elles vont de 1,3 & 2,8 m® d’air en été, et
de 0,1 & 1,7 m® d’air en hiver selon les échantillons (Annexe 43). La moyenne des EC50 des
PM1o n’est pas significativement plus faible en saison froide qu’en saison chaude, méme si les

valeurs sont respectivement de 0,7 et 2,0 m® d’air (p = 0,3749).

c. PMzs
Les valeurs d’EC50 des PM2s vont de 1,3 & 4,4 m® d’air en été, et de 0,2 & 3,0 m® d’air en hiver
selon les échantillons (Annexe 44). En saison froide, la moyenne des EC50 est de 1,9 m® d’air
contre 2,8 m® d’air en saison chaude, néanmoins, ces différences saisonniéres ne sont pas
significatives (p = 0,8926).

d. Comparaison des effets eestrogéniques entre les fractions granulométriques
Les classes de particules ont cette fois été comparées entre elles, par saison, pour leur potentiel

cestrogénique d’aprés les valeurs EC50 exprimées en m® d’air, Figure 50.

Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative entre les différentes classes de
particules quant & leurs valeurs d’EC50 exprimées en m® d’air prélevé. En théorie, a volume
d’air égal (1 m® par exemple), une exposition pulmonaire aux PM2s, PMio ou TSP apporterait

le méme potentiel cestrogénique associé a leur contamination organique.

Les PM_s représentent la fraction granulométrique la moins présente dans 1’air, au moins deux
fois moins par rapport aux PMz1o ou aux TSP pour rappel (Tableau 13). Bien qu’il n’y ait pas de
différences statistiques, une tendance semble se dégager avec une valeur moyenne d’EC50
exprimées en m® d’air extrait deux fois plus élevée pour les PM2s que pour les PMio et TSP.
Cela suggere qu’il faudrait inhaler deux fois plus de m? d’air (contenant uniquement des PMz 5)
pour étre exposé au méme niveau de potentiel oestrogénique apporté par la contamination

organique des TSP contenues dans 1 m? d’air.

Tenant compte du fait que les PM2s sont inclues dans les PMyg et les TSP, s’il n’y a pas de

difference significative avec les classes particulaires contenant des particules d’un diamétre
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plus élevé, on peut supposer que I’effet cestrogénique est apporté par la classe la plus fine de
particules, les PM2 5. Concernant le potentiel cestrogénique des PM observés ici, il est en accord
avec les observations de I’étude de Novékova et al. (2020) qui a montré que I’activité
cestrogénique semblait étre majoritairement apportée par la fraction la plus fine des particules

(dans 1’étude, PM<y 5, en hiver).
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Figure 50 : Boxplot des valeurs EC50 relatives & E2 (en m® d’air extrait) selon les types de particules (PMys,
PMao, TSP) en saisons froide et chaude.

Les données du potentiel cestrogénique des extraits de PM rapporté au m® d’air donnent des
conclusions similaires a celles des activités ramenées au pg de particules. Une seule différence
est notable. Alors qu’un effet saison est significatif pour les PM2s quant aux valeurs EC50
exprimées en ug de particules extraites, il ne I’est plus lorsque les valeurs EC50 exprimées en
m? d’air extrait sont considérées. Il ressort que les teneurs atmosphériques en PMys, environ

deux fois plus faibles que celles des PM1o ou TSP (en pg/m®), influent sur ces résultats.
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3. Calcul des EEQbio
Les activités transcriptionnelles dépendantes du récepteur ER et induites par les extraits
particulaires ont été présentées jusqu’ici en % de la réponse maximale d’E2 sous forme de

courbe dose-réponse et selon deux parameétres : les valeurs EC50 et les valeurs TOP.

Ces activités transcriptionnelles ont été in fine quantifiées en équivalents E2 (EEQbio) par la
méthode non linéaire, comme décrit dans le Chapitre 2 Il1.5.a.Choix de la méthode
d’exploitation des données d’activité transcriptionnelle. Ces valeurs EEQbio permettent
d’avoir une estimation du potentiel cestrogénique d’un échantillon donné ramené a I’activité du
composé hormonal de référence, ici E2, en considérant I’ensemble de ses paramétres dose-
réponse par régression non linéaire de Hill (Bottom, TOP, EC50, la pente Hillslope). Ces
EEQbio sont présentés en pg d’E2/m?, afin de mettre en perspective cet effet avec I’exposition
par inhalation. Par exemple, un extrait particulaire de type PM2s dont la valeur EEQbio est de
X pg d’E2/m® signifie qu’inhaler 1 m® de PM2s revient & étre exposé a sa contamination
organique dont le potentiel cestrogénique équivaut a celui de X pg d’E2. De plus, estimer les
activites cestrogéniques des extraits particulaires en bio-équivalents par rapport a I’activité d’E2
permet de comparer les résultats avec les données de la littérature, qui utilisent majoritairement
ces équivalents hormonaux pour quantifier le potentiel cestrogénique associé aux particules

atmosphériques.
Les résultats de ces calculs sont présentés (valeur moyenne par échantillon) dans le Tableau 31.

Les valeurs d’EEQbio calculables vont de < 0,001 40,391 pg d’E2/m?, avec une valeur médiane
sur I’ensemble des extraits particulaires de 0,016 pg d’E2/m®. Les valeurs médianes sur
I’ensemble des saisons sont similaires entre les trois classes de particules, TSP

(0,020 pg d’E2/m®), PM1o (0,011 pg d’E2/m®) et PMas (0,014 pg d’E2/m?).
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Tableau 31 : EEQbio calculés pour les échantillons (en pg d'E2/m? d'air extrait), gradient de couleur allant du
vert (valeurs faibles) au rouge (valeurs fortes).

EEQ BIO HIVER et ETE (pg/m?®)
Site Echantillon PM25 (pg/m3) PMio (pg/m?) TSP (pg/md)
Hiv3 0,007 0,008
P13 -
Hiv4 0,007 0,017
Hiv5 0,210 0,252
Hiv6 0,339 0,391
P15 -
Hiv7 0,177 0,200
Hiv8 0,129 0,100
Hiv9 0,002 0,001
. Hiv10 0,000 0,000
Champigny -
Hiv1ll 0,006 0,002
Hiv12 0,025 0,002
Etel 0,002 0,080
Ete2 0,009 0,003
P15
Ete3 0,020 0,012
Eted 0,027 0,035
Ete5 0,026 0,024
. Ete6 0,014 0,025
Champigny
Ete7 0,011 0,016
Ete8 0,012 0,033
Ete9 0,023 0,086
Ete10 0,013 0,020
P13
Etell 0,000 0,000
Etel2 0,000 NC

Ces résultats sont du méme ordre de grandeur que les EEQDbio calculés dans d’autres études.
Ainsi, Wenger et al. (2009) ont estimé des EEQbio pour des particules de type PM; en zone
urbaine (Bern) qui se situent dans la gamme de 0,07-0,77 pg d’E2/m®. Dans 1’étude de Croes et
al., (2016), des extraits de PMio d’un site urbain (Belgique) ont montré un potentiel
cestrogénique de 0,036 pg d’E2/m® (en médiane).

Concernant les valeurs d’EEQDbio selon les saisons, elles sont plus élevées en moyenne en hiver
qu’en été, que ce soit pour les TSP (0,097 versus 0,030 pg d’E2/m?®), les PM1o (0,097 versus
0,014 pg d’E2/m®) ou les PM25 (0,084 versus 0,012 pg d’E2/m®). Ces données montrent par
ailleurs des EEQbio similaires entre classes de particules pour une méme saison. En revanche,

les valeurs médianes des EEQbio sont similaires entre saisons sur I’ensemble des échantillons.
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Alors qu’en hiver et en été les valeurs sont respectivement de 0,094 et 0,021 pg d’E2/m? en

moyenne, elles sont de 0,013 et 0,016 pg d’E2/m? en médiane (Tableau 31).

La comparaison des EEQbio (Figure 51) montre qu’il n’y a pas de différence significative entre
les fractions granulométriques et les saisons testées ici. Ce résultat va dans le sens de ce qui a
été observe préecédemment. Compte-tenu que les PM2 s sont contenues dans les autres fractions
granulométriques et, en dépit du fait que cela soit la fraction la moins présente dans 1’air, cette

absence de différence significative d’EEQbio entre fractions laisse penser que la majorité du

potentiel cestrogénique est apportée par les PMzs.
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Figure 51 : Boxplot des valeurs EEQbio relatives a E2 (en pg d’E2 par m® d’air extrait) selon les types de
particules (PMa;s, PM1o, TSP) en saisons froide et chaude.
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4. Voie d’action des extraits de PM
L’induction du potentiel cestrogénique s’appuie sur 1’activation des récepteurs aux cestrogenes,
appelés ER pour rappel. Les récepteurs aux cestrogénes, sont des récepteurs nucléaires existant
sous deux formes : la forme ERa et la forme ERp. Ces deux formes possédent une similarité de
structures, mais le récepteur de type ERPB possede une séquence d’acides aminés plus courte

que celle d’ERa.

Pour mieux comprendre la voie d’action cestrogénique impactée par les extraits de PM, une
molécule a été utilisée : I’'ICI 182, 780 (ICI), aussi appelé « Fulvestrant ». Cette molécule est
un antagoniste compétitif total du récepteur o aux cestrogénes. Une fois liée au récepteur ERa,
elle va le dégrader, ce qui va inhiber son action, et ainsi empécher la transcription génique.
C’est une molécule qui, par ses propriétés, peut étre utilisée dans le cadre d’un traitement contre
le cancer du sein; elle fait partie de la classe des SERD (Selective Estrogen Receptor

Degrader)(Carlson, 2005). Son mécanisme d’action est illustré par la Figure 52.

Fulvestrant
() ER degradation

High-affinity
OeStrOQ”‘& v binding of
QJ fulvestrant

ER/ligand interaction ———. \63 ER dimer dissociation
()

Altered or absent DNA binding f : X »No transcription

5’

Oestrogen-sensitive gene  |—3’

Figure 52 : Mécanisme d’action du Fulvestrant (F) sur le récepteur ERa (ER) ; ERE : estrogen response element
(Osborne, Wakeling et Nicholson, 2004).

Afin d’estimer la part de la réponse cestrogénique qui passe par la voie génomique dépendante
d’ERa, les cellules T47D-KBIluc ont été exposées a chaque extrait de PM (a une dilution proche
de ’EC50 ; détail des dilutions pour chaque échantillon en (Tableau 8) seul ou en co-exposition

a I’antagoniste compétitif de ce récepteur, I'ICI (2 10° M).

La Figure 53 présente les niveaux d’induction cestrogéniques (en % d’E2) engendrés par chaque
extrait particulaire en présence ou absence d’ICI. Que cela soit en saison froide ou en saison
chaude, I’ajout d’ICI & 10° M induit une diminution significative (p < 0,01) du niveau de

réponse cestrogénique engendré par chaque type de particules, quel que soit I’échantillon. De
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plus, les niveaux de réponse obtenus en présence d’ICI sont systématiquement non significatifs
(< 10 % de la réponse maximale d’E2), et majoritairement inférieurs a 1 % d’E2. Ainsi, ICI est
donc capable d’inhiber quasiment 100 % de 1’activité des extraits de PM. Les cellules T47D-
KBLuc expriment les deux isoformes o et B d’ER, mais I’ICI n’est pas spécifique de ’isoforme

B du récepteur ER.

Il ressort que la contamination organique des particules atmosphériques urbaines présente un
potentiel cestrogénique qui semble passer exclusivement par la voie d’activation du récepteur
ERa. A notre connaissance, il n’existe pas a ce jour de littérature renseignant sur le potentiel
cestrogénique des extraits organiques de particules atmosphériques quant a leur speécificité

d’action vis-a-vis des deux isoformes du récepteur ER.
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Figure 53 : Potentiel cestrogénique (en % d'E2) des extraits de PM (PMas, PM1o, TSP) prélevées en saisons
froide et chaude sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 £ SEM).
Testés a une dilution proche de I'EC50 (en ug de particules), seuls (Echantillon a I’EC50) ou en présence d’ICI a 10-9 M
(Echantillon EC50 + ICI). Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2. Comparaison des
échantillons avec le test d’ANOVA (a. =0,05).
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5. Effets hormono-compétitifs des extraits de PM

Au-dela du type de récepteur ciblé, une des questions possibles sur la modularité de la réponse
aux cestrogenes est celle des effets hormono-compétitifs. En effet, nous avons observés via les
analyses chimiques que les extraits de PM sont composés d’un mélange complexe de molécules.
Ce mélange peut avoir une action inductrice ou inhibitrice sur le récepteur aux cestrogénes,
entrainer une compétitivité pour le récepteur entre les molécules. Et, aussi plus
particulierement, les composés perturbateurs endocriniens sont des molécules connues pour
induire des courbes dose-réponse non-monotones (DRNM), c’est-a-dire que ce sont des
composés qui peuvent entrainer des niveaux de réponse n’augmentant pas forcément de fagon
proportionnelle avec des doses croissantes, engendrant des courbes dose-réponse en forme de
U ou de U inversé.

EFFETS DES EXTRAITS DE PM EN PRESENCE D’E2
Les cellules T47D-KBIluc ont été exposées a chaque extrait de PM (toujours a une dilution
proche de I’EC50), avec ou sans E2 & 101 M (concentration saturante d’ER). L’objectif est

d’étudier la compétitivité éventuelle des extraits de PM vis-a-vis d’une réponse maximale d’E2.

La Figure 54 présente les niveaux d’induction cestrogéniques (en % d’E2) engendrés par chaque
extrait particulaire en présence ou absence d’E2. Les résultats montrent, qu’a I’exception d’un
échantillon PM_s en saison froide (site P15, correspondant a Hiver5) et un échantillon TSP en
saison chaude (site P15, correspondant a Etel3), tous les échantillons co-exposés a une
concentration saturante d’ER en E2 ont un niveau de réponse significativement plus faible que
celui induit par I’E2 seul, & la méme concentration (107° M). Ces résultats confirment que la
contamination organique des particules atmosphériques urbaines présente une action hormono-
compeétitive vis-a-vis de I’activité d’E2. Puisque les extraits de PM étudiés semblent interagir
avec le récepteur ERa des cellules T47D-KBluc, cet effet peut étre lié a une compétition avec
E2 au niveau de cet isoforme d’ER ou a un effet anti-cestrogénique uniquement visible lorsque

les récepteurs ER sont saturés, et induit par certains composés contenus dans les extraits.

Il ressort que la contamination organique des particules atmosphériques urbaines présente un
potentiel cestrogénique qui peut diminuer les effets d’E2 vis-a-vis du récepteur ERa, inhibant

en partie son activité transcriptionnelle dépendante d’E2.
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Figure 54 : Potentiel cestrogénique (en % d'E2) des extraits de PM (PMzs, PMao, TSP) prélevées en saisons

froide (en haut) et chaude (en bas) sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 + SEM).
Les extraits ont été testés a une dilution proche de I'EC50 (en ug de particules), seuls (Echantillon a I'EC50) ou en présence
d’E2 a 101° M (Echantillon a I'EC50 + E2), par comparaison a I'E2 seul. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de
réponse maximale d’E2. Comparaison des échantillons avec le test d’ANOVA (a =0,05).

144



Chapitre 4 — Caractérisation des effets biologiques

6. Cas particulier DRNM
Le cas des courbes DRNM, représente un defi pour les concepts fondamentaux de la toxicologie
sur lesquels s’appuie la démarche d’évaluation des risques sanitaires. Celle-ci se base sur la
comparaison entre la dose d’exposition réelle ou estimée a un toxique et la dose d’exposition
acceptable a ce toxique, ramenée a une unit¢ de temps d’exposition (journaliere ou
hebdomadaire en général). Une dose journaliére acceptable pour un toxique correspond a sa
valeur toxicologique de référence (VTR) en évaluation des risques, qui est calculée pour une
voie d’exposition donnée (pulmonaire, orale ou cutanée), un type d’exposition donnée (aigu ou
chronique) et un type d’effet donné (a seuil ou sans seuil). Concernant les toxiques qui
répondent au principe de seuil d’effet, une dose critique est déterminée pour calculer la VTR a
seuil : elle s’approche de la dose seuil de bascule entre la plus forte dose qui n’engendre pas
d’effet significatif par rapport au témoin négatif (dose sans effet nocif observé) et la plus faible
dose qui engendre un effet significatif (dose minimale avec effet toxique) ; au-dela de ce seuil
de dose sans effet observable estimé chez I’Homme ou chez 1’animal a partir des gammes de
concentrations, [’effet augmente proportionnellement avec la dose d’exposition jusqu’a
atteindre une limite, un niveau d’effet maximal, résultant en une courbe dose-réponse en forme

de sigmoide (Hill, Myers et Vandenberg, 2018).

Les courbes DRNM sont des profils d’effets qui ont déja été observés pour des composés PE.
Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer ces profils de réponse non-monotonique
(US EPA, 2016). En dehors de la cytotoxicité induite par le mélange de composés des extraits
(hypothése réfutée dans notre cas), I'nypothése la plus fréqguemment proposée pour expliquer
les profils de DRNM est liée a l'induction d'effets opposés (agoniste contre antagoniste)
évoluant selon la gamme de doses testées. Ces effets pourraient étre déclenchés par plusieurs
cibles (principalement des récepteurs) qui pourraient étre activées de maniére différenciée par
la méme substance a différents niveaux de concentration et dépendraient de I'affinité des cibles
pour la substance (Lagarde et al., 2015). Les substances contenues dans les échantillons
pourraient donc produire des résultats biologiques différents selon leurs niveaux de

concentration et leurs affinités aux récepteurs biologiques ciblés.

Certains échantillons testés ici ont montré un profil d’activité cestrogénique « non-
monotonique », avec une diminution d’effet au-dela d’une certaine dose d’exposition donnant
graphiquement une courbe dose-réponse en forme de « U inversé » (Figure 55). La chute

d’activité observée ne correspond pas a une toxicité cellulaire. Ce type de profil DRNM en « U
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inversé » a uniquement été observeé sur les échantillons Hiv5, Hivé et Hiv7. Ces échantillons

correspondent & des extraits de PM préleves sur le site P15, en saison froide (fin février 2019).

A dilutions d’extraits équivalentes, ces échantillons ont montré un potentiel cestrogénique plus
élevé que les autres (Figure 44, Annexe 39). Malgré le peu de courbes DRNM ayant pu étre
obtenues, il ressort des données de la Figure 55 que les courbes, et le point de bascule, sont
extrémement proches entre les échantillons PM2,s/TSP et PM1o/TSP prélevés en méme temps.
Cela signifie que, méme en prélevant des particules sur deux appareils différents, et en
recueillant une fraction granulométrique sélectionnée (PM2,5 ou PMyo) et les particules totales,

la courbe DRNM est observée dans les deux cas.

Ce type de réeponse DRNM a été également observé par Wenger et al. (2009), sur des cellules
de type ER-CALUX exposées a des extraits de PM; issus d’environnement urbain (Bern,
Payerne). Mais, cette étude a attribué la chute de 1’effet cestrogénique pour des doses d’extraits
plus élevées a un effet cytotoxique. A notre connaissance, il n’existe pas a ce jour de références
bibliographiques expliquant I’induction de DRNM par des extraits particulaires. La difficulté
pour expliquer ces effets non monotones observés sur nos extraits de PM, réside dans le fait
qu’ils résultent d’une exposition, non pas a une seule molécule, mais a mélange complexe de
molécules organiques d’origine environnementale. Appréhender les effets mélanges entre
composés (les effets cocktail) en évaluation des risques sanitaires reste un enjeu qui s’avere
complexe a aborder, mais de plus en plus étudié (Mauderly et Samet, 2009 ; Delfosse et al.,
2015).
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Figure 55 : Potentiel cestrogénique (en % E2) des échantillons Hiv5, Hiv6 et Hiv7 (en g de particules extraites)
de PM prélevées sur le site de P15 présentant un profil DRNM.
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Points clés de la voie d’activation cestrogénique

La fraction PM25 a besoin d’une quantité de particules plus faible en saison froide
qu’en saison chaude pour induire 50 % de I’effet cestrogénique, ce qui suggere que le
potentiel oestrogénique des PMzs est plus fort en saison froide qu’en saison chaude.
De maniére générale, I’effet cestrogénique induit par les particules semble étre plus

important en hiver, et de type agoniste partiel du récepteur ERa.

L’effet cestrogénique induit en considérant la masse de particules ou le volume d’air
semble étre amené en majorité par la fraction PMz;s, que cela soit en saison froide ou

en saison chaude.

Malgré la prédominance de I’effet pro-cestrogéenique observé, un effet hormono-
compétitif en présence d’E2 a été mis en évidence, prenant probablement place au

niveau du récepteur ERa.

Des effets non-monotoniques ont été observés sur certains échantillons, mais aucune

conclusion formelle ne peut étre établie sur I’origine de cet effet.
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ll. Potentiel anti-androgénique des extraits de PM

Le potentiel anti-androgénique des extraits organiques de PM a également été étudié a partir de
cellules AlZ-AR exposées aux échantillons en présence de DHT, a une concentration saturante
du récepteur AR. La Figure 56 illustre le potentiel anti-androgénique des seuls échantillons qui
ont permis d’obtenir des courbes dose-réponse complétes permettant d’obtenir des paramétres
BOTTOM et IC50 avec GraphPad Prism : Hiv12, Ete2 et Ete10. Ces parametres sont présentés
dans le Tableau 32. La concentration inhibitrice médiane, 1C50, est du méme ordre de grandeur

entre les trois échantillons : voisine de 8,5 ug de particules.

Le BOTTOM est ici, le paramétre de référence. En effet, il permet d’estimer le niveau de
potentiel antagoniste de 1’échantillon : plus sa valeur se rapproche du niveau basal (valeur du
témoin DMSO), plus le niveau d’antagonisme va étre considéré comme élevé. L’échantillon
peut étre considéré comme antagoniste partiel si sa valeur BOTTOM est supérieure a 10 % de
DHT, et comme antagoniste total si elle atteint 10 % de DHT. Il ressort que les échantillons
PMyo induisent une chute de plus de 50 % de I’activité androgénique de la DHT, tandis que
I’extrait de TSP inhibe que d’environ 30 % cette activité. Méme s’il est compliqué de comparer
les différents types de particules entre elles considérant le nombre insuffisant d’échantillons
présentant un potentiel anti-androgénique significatif et exploitable dans nos conditions
d’expérience, il ressort quand méme que les extraits de PM montrent un potentiel anti-
androgeénique partiel vis-a-vis de I’activité de la DHT. D’aprés ces seules données exploitables,
le potentiel anti-androgénique des PM d’origine urbaine étudiés tend a étre plus élevé pour les

PMyo (par rapport aux TSP) et en saison chaude.

D’autres échantillons ont pu montrer des concentrations d’inhibition significative par rapport a
’activité de la DHT, mais sans que les relations dose-réponse soient exploitables par le logiciel
GraphPad Prism pour confirmer ou non leur effet anti-androgénique. D’autres répétitions
d’expérience auraient €té nécessaires, notamment en exposant les cellules AIZ-AR sur des
gammes de dilutions d’échantillons intégrant des concentrations plus importantes en extraits
particulaires. En raison des quantités restantes et limitées pour chaque échantillon, ces
experiences supplémentaires n’ont pu étre réalisées, au profit de I’approfondissement des effets
cestrogéniques et dioxin-like. Néanmoins, 1’ensemble de ces résultats est également en
cohérence avec la littérature qui rapporte un potentiel anti-androgénique de la contamination de
I’air ambiant. Novakova et al. (2020) ont montré que 1’effet anti-androgénique avait tendance

a étre observe uniquement dans la phase gazeuse de I’air.
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Considérant le peu d’échantillons pour lesquels une courbe sigmoidale compléte a permis de
calculer les paramétres dose-réponse par régression de Hill, le potentiel anti-androgénique n’a

pas été exprimé en équivalents hormonaux.

Tableau 32 : Valeurs IC50 (en ug de particules) et BOTTOM (en % de DHT) des extraits de TSP (Hiv12) et de
PMyo (Ete2, Etel0).

IC50 (en g de particules) BOTTOM (% DHT)
TSP (Hiv12) ‘ 8,053 71,340
PM1o(Ete2) ‘ 9,645 46,860
PM1o(Ete10) ‘ 7,712 42,810
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Figure 56 : Courbes dose-réponse complétes obtenues pour I'effet anti-androgénique selon les échantillons (en %
de DHT, abscisse en pug de particules).
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lll. Potentiel dioxin-like des extraits de PM

Le potentiel dioxin-like des extraits de PM a été étudié sur les cellules AZ-AhR, en exprimant
les activités en % de la réponse maximale du contrdle positif, la TCDD. Quelle que soit leur
concentration testée, ces extraits n’ont engendré aucune cytotoxicité. De plus, leurs blancs
correspondants n’ont pas engendré de niveau d’activité significatif (< a 10 % de la réponse
maximale de TCDD). Les résultats présentes sont ramenés au g de particules extraites dans
une premiére partie, mais aussi au m* d’air dans une seconde partie. Dans cette partie, pour les
résultats de I’effet maximal induit par les extraits particulaires (TOP, en % de TCDD ; en
Annexe 45, Annexe 46, Annexe 47), les valeurs dépassant les 100% d’effet induit ont été
ramenées a 100 dans les calculs (moyennes, tests statistiques). Ce calcul de TOP par le logiciel
GraphPad Prism fait suite a la régression non linéaire de Hill appliquée aux courbes dose-
réponse obtenues. Le TOP peut constituer une projection de 1’effet maximal dans les conditions
ou le plateau haut d’effet induit par les extraits n’est pas complet, et de ce fait étre estimer a
plus de 100%. Neéanmoins, cette projection indique que ces échantillons ont la capacité
d’atteindre les 100% d’effets et de se comporter comme agonistes totaux du récepteur AhR. Ici,
les échantillons sont considérés comme agonistes totaux lorsque leur valeur TOP correspond a
100 + 10 % de I’effet du composé de référence, la TCDD.

1. Potentiel dioxin-like des extraits de PM rapporté au pg de particules
a. TSP
La Figure 58 présente les courbes dose-réponse du potentiel dioxin-like de tous les extraits de
TSP selon les sites (P13, P15, Champigny) et les saisons (été, hiver). Le bilan des valeurs
d’EC50 calculées pour toutes les expérimentations (échantillons testés jusqu’a n=3) est présenté

dans le Tableau 33 ; ce bilan est présenté pour les valeurs TOP en Annexe 45.

Les courbes sigmoidales obtenues pour les échantillons de la saison froide, completes pour la
grande majorité, ont permis le calcul des paramétres dose-réponse par régression non linéaire
de Hill, notamment les valeurs EC50 et TOP présentées ici. En revanche, aucune courbe
sigmoidale compléte n’a pu étre établie pour les échantillons de la saison chaude, ce qui entraine

une robustesse moins importante pour le calcul des valeurs d’EC50 et du TOP de cette période.

Tous les échantillons hiver, sauf I’échantillon Hivl2 du site de Champigny, ont un niveau de
réponse significatif (> 10% d’effet de la TCDD). Seuls les échantillons de la saison chaude

Ete9, Etel0, Ete5 et Ete6 montrent un niveau de réponse non significatif.
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Des données TOP, il ressort que le niveau d’induction du potentiel dioxin-like semble étre bien
plus important en saison froide plutdt qu’en saison chaude, pour les extraits de TSP, avec
respectivement 86% contre 29% en moyenne. Ces différences saisonnieres entre valeurs TOP
sont significatives (p < 0,0001), Figure 57. Notons également que pour les échantillons TSP de
saison froide, 6 sur les 10 étudiés ont la capacité d’étre agoniste total du récepteur AhR,
d’induire un niveau de réponse de 100 + 10%. Un seul échantillon a ce profil en saison chaude,
c’est Etel1, mais ce résultat n’a pu étre observé deux fois, et de ce fait, il faudrait tester de
nouveau cet échantillon pour le confirmer, mais une quantité insuffisante de cet échantillon a

empéché de réaliser ce nouveau test.

Tableau 33 : Valeurs EC50 (en pg de particules) de tous les extraits TSP pour toutes les répétitions d’expérience
(de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée.

TSP EC50 (ug particules extraites)
N=1 N=2 N=3 Moyenne

Hiv3 44 82 63
Hiv4 77 121 99
Hiv5 13 31 22
Hiv6 14 15 13 14
Hiv7 19 32 25
Hiv8 55 112 83
Hiv9 20 30 35 28
Hiv10 35 61 48
Hiv1l 45 NC 70 57
Hiv12 65 NC 95 80
Moyenne Hiver 49
Etel NC 47 53 47
Ete2 NC 62 165 114
Ete3 NC 17 14 15
Ete4 182 NC NC 182
Ete5 50 115 79 82
Ete6 NC 397 53 225
Ete7 NC NC 84 84
Ete8 NC 536 102 319
Ete9 NC NC 83 83
Etel0 82 83 170 82
Etell 137 NC 137
Etel2 NC 114 114
Moyenne Eté 125
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Concernant les valeurs d’EC50 des extraits de TSP, la moyenne en saison froide est de 49 ug
contre 125 pg en moyenne en saison chaude. Il faut donc en moyenne 2,5 fois moins d’extraits
organiques de TSP prélevés en saison froide pour obtenir le méme effet dioxin-like que la
contamination organique de TSP prélevées en saison chaude. Mais cette différence été/hiver
n’est pas significative (p-value = 0,3019), certainement en raison de certaines valeurs extrémes

pour chaque saison.

Il ressort que la contamination organique des TSP présente un potentiel agoniste du récepteur
AhR ala TCDD qui est plus élevés en hiver qu’en été ; ce potentiel agoniste peut étre considéré

comme total en saison froide.
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Figure 57 : Histogramme des TOP induits (en % de la TCDD) selon les types de particules (PMa;s, PM1o, TSP)
en fonction des saisons froide et chaude.
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Site Champigny EC50 (ug part) [ TOP (%TCDD)
-o- Hiv9 20 98
-o- Hiv10 61 166
-~ Hivll 43 95
8 -o- Hivl2 NC NC
o -o- Eteb 115 71
X -o- Ete6 49 20
-o- Ete7 NC NC
o Ete8 NC NC
1 10 375 100
ug de particules extraites
Site P15 EC50 (ug part) [ TOP (%TCDD)
-o- Hiv5 31 129
-o- Hiv6 15 129
-~ Hiv7 19 96
8 -o- Hiv8 112 242
E -o- Etel 47 5
X -o- Ete2 NC NC
-o- Ete3 17 7
-o- Eted NC NC
1 10 375 100
ug de particules extraites
Site P13
EC50 (ug part.)|TOP (%TCDD
Hiv3 82 143
100 - Hivd 121 129
8 Ete9 83 11
E - Etel0 82 10
$ 50 Etell NC NC
Etel2 NC NC
0 o—e -
1 10 375 100

ug de particules extraites

Figure 58 : Potentiel dioxin-like des extraits de TSP (en g de particules) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete)
sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % de TCDD + SEM).
Résultats d’'une expérience répétée jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale de la TCDD
(% TCDD). En encart : valeurs EC50 (en xg de particules extraites) et valeur TOP (en % TCDD) — dégradé de gris de clair
a foncé selon valeurs croissantes ; NC : non calculable.
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b. PMuo
La Figure 59 présente les courbes dose-réponse du potentiel dioxin-like de tous les extraits de
PMyo selon les sites (P13, P15, Champigny) et les saisons (été, hiver). Le bilan des valeurs
EC50 de toutes les expérimentations (échantillons testés jusqu’a n=3) est présenté dans le

Tableau 34. Les valeurs TOP pour chaque test sur ces échantillons sont en Annexe 46.

Tous les extraits de PM1o en saison froide et saison chaude, a I’exception de 1’échantillon Ete10,
ont un niveau de réponse significatif (> 10 % d’effet de la TCDD). Avec les dilutions d’extraits
qui ont pu étre testées, des sigmoides dose-réponse completes ou presque, ont pu étre obtenues
uniquement pour les échantillons de la saison froide. Comme pour les TSP, les extraits de PM1g
prélevées en hiver présentent des courbes dose-réponse les plus décalées vers les masses en
particules les plus faibles par rapport aux échantillons de la saison chaude, et ce quel que soit

le site.

Cette observation graphique est en accord avec une moyenne des valeurs EC50 plus basses en
saison froide (30 pug) qu’en saison chaude (88 pug). Il semblerait qu’il faille donc globalement
2 fois moins d’extraits de PM1o prélevées en saison froide pour obtenir le méme effet dioxin-
like que la contamination organique de PMyo prélevées en saison chaude. Mais cette différence
saisonniére entre valeurs EC50 n’est pas significative (p= 0,1773), certainement en raison de

certaines valeurs extrémes pour chague saison.

Tableau 34 : Valeurs EC50 (en pg de particules) de tous les extraits PMigpour toutes les répétitions d’expérience
(de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée.
PM EC50 (ug particules extraites)
10

n=1 n=2 n=3 Moyenne
Hiv3 38 44 41
Hiv6 13 16 10 13
Hiv8 22 41 32
Hiv9 44 31 23 33
Hiv1l 29 43 38 37
Moyenne Hiver 30
Ete2 40 65 69 65
Eted 32 69 48 49
Ete5 86 101 NC 93
Ete7 NC NC 150 150
Etel0 NC NC NC NC
Etel2 94 211 152
Moyenne Eté 88
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Concernant les valeurs TOP, elles montrent un niveau d’induction de I’activité dioxin-like plus
élevé en saison froide qu’en saison chaude, avec respectivement des valeurs moyennes totales
de 96 et 52 % de la TCDD. Cependant, ces différences saisonniéres ne sont pas significatives
(p = 0,2567), en raison de quelques échantillons de saison chaude ayant des niveaux d’activité
élevés. Néanmoins, quel que soit le site urbain, les courbes dose-réponse montrent que les
échantillons issus de la saison froide engendrent un niveau d’induction de I’activité dioxin-like
qui atteint les 100 + 10 % de réponse équivalente a la TCDD, et que les 5 échantillons de saison

froide testés peuvent étre considérés comme agonistes totaux.

Ainsi la contamination organique des PMio prélevées présenterait donc aussi un potentiel
dioxin-like qui tend a étre plus élevé en hiver qu’en été, et montre un potentiel agoniste total du
récepteur AhR a la TCDD en hiver.
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Site Champigny
EC50 (ug part.) [TOP(%TCDD)
Hiv9 44 133
100 Hiv1l] 43 95
8 Ete5 101 48
|9 Ete7 150 14
¥ 501
0
1 10 37.5 100
Hg de particules extraites
Site P15
EC50 (ug part.)|[TOP(%TCDD)
“‘__.0_...'.:-’ -o- Hivé 16 118
00 S ———— ;I.,:T ............. ’ ........... -o- Hiv8 41 134
a P - Ete2 65 41
[a) )
© o Eted 69 17
S 501
[ ] ’.
1 10 37.5 100
Hg de particules extraites
Site P13
EC50 (ug part.)] TOP (%E2)
-~ Hiv3 14 120
100 -o- Etel0 NC NC
Q -o- Etel2 93 73
@]
|_
¥ 501
0_.

1 10 37.5 100
Hg de particules extraites

Figure 59 : Potentiel dioxin-like des extraits de PM1o (en g de particules) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete)
sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % de TCDD + SEM).
Résultats d’une expérience répétée jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale de la
TCDD. En encart : valeurs EC50 (en ug de particules extraites) et valeur TOP (en % de TCDD) — dégradé de gris de clair a
foncé selon valeurs croissantes ; NC : non calculable.
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c. PMgzs
La Figure 60 présente les courbes dose-réponse du potentiel dioxin-like de tous les extraits de
PM2s selon les sites (P13, P15, Champigny) et les saisons (été, hiver). Le bilan des valeurs
d’EC50 calculées pour toutes les expérimentations (échantillons testés jusqu’a n=3) est présenté

dans le Tableau 35. Les valeurs de TOP sont indiquées en Annexe 47.

Tous les échantillons, a I’exception de 1’échantillon Ete3, engendrent un niveau de réponse
significatif (> 10 % d’effet de la TCDD). Le décalage des courbes dose-réponse vers la gauche
(et donc vers des quantités de particules extraites plus faibles pour induire un effet) entre les
extraits de PMz s prélevées en hiver et ceux issus de 1’été est marqué pour tous les sites. Cette
observation graphique est en accord avec les valeurs EC50 des échantillons : la moyenne en
saison froide est de 25 g contre 56 g en saison chaude. A masse égale, les extraits de PM2s
prélevés en saison froide induisent en théorie une activité dioxin-like environ deux fois plus
élevée que ceux récoltés en saison chaude. Mais, cette différence saisonniére n’est pas
significative (p = 0,227).
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Tableau 35 : Valeurs EC50 (en ug de particules) de tous les extraits PM2 s pour toutes les répétitions
d’expérience (de n=1 & n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée.

PMzs EC50 (ug particules extraites)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv4 44 17 31
Hivs 10 12 11
Hiv7 13 19 16
Hiv10 23 32 28
Hiv12 30 NC 47 38
Moyenne Hiver 25
Etel 23 27 29 26
Ete3 16 20 27 21
Ete6 76 49 123 83
Ete8 47 NC NC 47
Ete9 NC NC 81 81
Etell 127 86 107
Moyenne Eté 56

Concernant le niveau d’induction du potentiel dioxin-like, il est bien plus important en saison
froide (valeurs TOP moyenne de 91 %) qu’en saison chaude (valeurs TOP moyenne de 34 %).
Cette différence saisonniére de valeurs TOP est significative (p < 0,05). De plus, comme pour
les TSP et les PM1o, des extraits PM2 s atteignent en saison froide le niveau de réponse maximal
de la TCDD (100 +10 %) ; trois échantillons hiver sur les cing testés sont dans ce cas. Pour ces
trois échantillons, la contamination des extraits organiques de PM2 s présente donc un potentiel

agoniste total.

Comme pour les TSP et les PM1o, la contamination organique des PMzs présente un potentiel
dioxin-like qui tend a étre plus €élevé en hiver qu’en été, un potentiel agoniste du récepteur AhR
a la TCDD plus élevé en hiver qu’en été et ce potentiel agoniste peut étre considéré comme

total en saison froide pour trois échantillons.
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Site Champigny
EC50 (ug part.)|TOP(%TCDD)
-o- Hiv1Q 32 126
NC NC
49 20
NC NC

% TCDD

1 10 37.5 100
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Figure 60 : Potentiel dioxin-like des extraits de PM2s (en g de particules) prélevées en hiver (Hiv) et en été
(Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % de TCDD + SEM).
Résultats d’une expérience répétée jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale de la TCDD
(% TCDD). En encart : valeurs EC50 (en pg de particules extraites) et valeur TOP (en % de TCDD) — dégradé de gris de
clair & foncé selon valeurs croissantes. NC : non calculable.
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d. Comparaison entre les types de particules (TSP, PM1o et PM2;5)
Afin d’appréhender ’influence de la fraction granulométrique et de la saison, sur le potentiel
dioxin-like, les différents types d’extraits particulaires (TSP, PM1o et PM2s) ont été comparés

entre eux pour une saison donnée, quant a leurs valeurs TOP et EC50.

COMPARAISON ENTRE TYPES D’EXTRAITS PARTICULAIRES D’APRES LEUR VALEUR EC50

Les résultats présentés dans la Figure 61 montrent qu’il n’y a pas de différence significative de
valeurs EC50 relatives a la TCDD obtenues en g de particules extraites entre les différents
types de particules au sein d’une méme saison. Puisque la fraction PM2s présente un potentiel
dioxin-like significatif et que I’EC50 associé est similaire a celui des autres fractions (PMig et
TSP), fractions qui contiennent les PMys, cette fraction fine des PM semble contribuer en

majorité a I’activité associée aux PMyo et TSP.
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Figure 61 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a la TCDD (en ug de particules) selon les types de particules
(PM_5, PM1o, TSP) en saisons froide et chaude.

En saison chaude, les classes de particules tendent a suivre I’ordre croissant suivant quant a leur
potentiel dioxin-like, PM25 < PM1o < TSP, en regard de leurs valeurs EC50, soit respectivement
56,3 < 87,6 < 125 ug de particules. Ces données confortent le fait que la majorité du potentiel

dioxin-like des particules atmosphériques proviendrait de la contamination organique des PMz;s.

162



Chapitre 4 — Caractérisation des effets biologiques

En saison froide, les classes de particules tendent a suivre 1’ordre croissant suivant quant a leur
potentiel dioxin-like : PM2s < PM1o < TSP en regard de leurs valeurs EC50, soit respectivement
24,6 < 30,3 < 49,3 ug de particules. De I’ensemble de ces données, il ressort que la fraction
granulométrique la plus fine tend a supporter la majorité de la contamination particulaire a

potentiel dioxin-like.

COMPARAISON ENTRE TYPES D’EXTRAITS PARTICULAIRES D’APRES LEUR VALEUR TOP
La Figure 62 présente le potentiel dioxin-like maximal (TOP, en % de la TCDD) induit par les
extraits particulaires pour chaque classe granulométrique et pour chaque saison.

Pour une méme saison (froide ou chaude), il n’y a pas de différence significative entre les
niveaux de réponses maximales (valeurs TOP) entre les particules. Puisque la fraction PMas
présente un potentiel agoniste significatif et que le TOP associé est similaire a celui des autres
fractions (PM1o et TSP) qui contiennent les PMzs, cette fraction fine des PM peut contribuer en

grande partie au potentiel dioxin-like associé aux PMyg et TSP.
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Figure 62 : Boxplot des TOP induits (en % de la TCDD) selon les types de particules (PMz;s, PM1o, TSP) en
saisons froide et chaude.
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En saison froide, les classes de particules PMzs, PMzo et TSP sont similaires quant a leurs
valeurs TOP (en % de la TCDD), soit respectivement 91 %, 96 % et 86 %. Une faible différence
d’effet maximal induit existe entre les PMas et les PM1o (5%), et elle n’est pas significative.
Considérant que les PM2s sont inclues dans les PMyg et les TSP, la quantité de contaminants a
potentiel dioxin-like de type agoniste total pourrait étre atteinte dans 1 pug de PM2s, et retrouvée
dans les PM1o et TSP. Le potentiel dioxin-like semble donc étre supporté en saison froide par
la fraction PM.;5, méme si les niveaux les plus hauts sont ici mesurés pour les échantillons
PMao.

En saison chaude, I’ordre décroissant des TOP (en % de la TCDD) est le suivant : PMzig >
PM25> TSP, avec respectivement 52 % > 34% > 29 %. A I’inverse des échantillons PM2s et
PMyohiver, ces pourcentages moyens n’atteignent pas le plateau 100 £ 10% et tendent & montrer

une différence entre particules, méme si elle n’est pas significative, Figure 62.

L’ensemble de ces observations vont dans le sens de ce qui est décrit dans la littérature. Ainsi,
I’étude de Novakova et al. (2020) a montré que les niveaux d’activité dioxin-like les plus élevés
étaient mesurés en phase particulaire, sur des échantillons hiver, en zone urbaine. De plus, cette
étude ayant utilisé un impacteur pour fractionner les différentes classes granulométriques de
particules issues d’'un méme prélévement, les auteurs ont déterminé que ce sont les fractions de
PM < 1 um qui induisaient le potentiel dioxin-like le plus élevé. Cette fraction granulométrique
n’a pu étre étudiée ici, néanmoins ces données vont dans le sens des observations (Figure 61).

Le potentiel dioxin-like serait amené en majorité par la fraction la plus fine, les PM2s.

2. Potentiel dioxin-like des extraits de PM rapporté au m? d’air
Les résultats de I’induction dioxin-like en pg de particules extraites ont permis d’estimer
I’activité amenée par 1 g de chaque fraction granulométrique. Afin de remettre en perspective
ces résultats, il est nécessaire de considérer le potentiel dioxin-like des extraits particulaires
rapporté au m3 d’air, expression qui tient compte des teneurs variées en types de particules dans

I’air et permettant d’avoir des clés de compréhension pour 1’exposition pulmonaire humaine.

Les PM2,5 semblent étre la fraction granulométrique porteuse du potentiel dioxin-like le plus

élevé mais, ce sont également les particules les moins concentrées dans 1’air. Il est donc

nécessaire de prendre en compte ce parametre pour déterminer si dans un méme volume d’air,

le potentiel dioxin-like est toujours amené par cette fraction granulométrique. Des courbes dose-

réponse représentant le niveau de % de la TCDD induit en fonction des m® d’air extraits pour

chaque échantillon figurent en annexe, Annexe 48, Annexe 49 et Annexe 50, ainsi que le détail
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des valeurs EC50 par répétition d’expérience et en moyenne par saison (Annexe 51, Annexe
52, Annexe 53) respectivement pour les extraits de TSP, PM10 et PM2,5. Les valeurs TOP ne
sont pas présentées, car elles ne different pas selon que les activités dioxin-like soient données

pour des dilutions d’extraits exprimées en pg de particules ou en m® d’air extraits.

a. TSP
Les valeurs d’EC50 des extraits de TSP vont de 1,2 & 12,5 m® d’air en été, et de 0,3 a 3,7 m?
d’air en hiver selon les échantillons (Annexe 51). En saison froide, I’EC50 moyen des TSP est
de 1,7 m® d’air extrait, alors qu’en saison chaude cette valeur est de 5,9 m® (Tableau 36).
D’apres les concentrations efficaces médianes de leurs extraits, les TSP présentent un potentiel
dioxin-like similaire entre les deux saisons pour un volume d’air inhalé environ 3,5 fois plus

faible en hiver qu’en été. Mais cette différence saisonniere n’est pas significative (p = 0,9698).

b. PMio
Les valeurs d’EC50 des extraits de PMio vont de 0,7 & 3,3 m® d’air en été, et de 0,1 a 0,7 m®
d’air en hiver selon les échantillons (Annexe 52). En saison froide, I’EC50 moyen des PMyg est
de 1,5 m?, alors qu’en saison chaude cette valeur est de 5,4 m>. Cette différence saisonniére est
significative (p = 0,0331, Figure 63). Comme pour les TSP, les PMyg présentent un potentiel
dioxin-like similaire entre les deux saisons pour un volume d’air inhalé environ 3,5 fois plus

faible en hiver qu’en été¢, comme pour les TSP.

c. PMys

Les valeurs d’EC50 des extraits de PM25 vont de 3,4 a 7,8 m® d’air en été, et de 0,5 a 6,4 m®
d’air en hiver selon les échantillons (Annexe 53). En saison froide, ’EC50 moyen des PM25 en
m3 d’air extrait est de 3,0 m®, alors qu’en saison chaude cette valeur est de 4,5 m3. Les PM2s
présentent donc un potentiel dioxin-like similaire entre les deux saisons pour un volume d’air
1,5 fois plus faible en hiver qu’en été. Cette différence saisonniere entre valeurs d’EC50 est
moins marquée que pour les TSP ou les PMio. Elle n’est d’ailleurs pas significative (p =
0,1109).

d. Comparaison entre les types de particules (TSP, PM1o, PM2;5)
Comme pour les résultats rapportés au pg de particules extraites, il est maintenant nécessaire
de comparer les classes de particules entre elles pour leur potentiel dioxin-like d’apres les EC50
exprimées en m® d’air. La Figure 63 présente la comparaison des EC50 entre les fractions

granulométriques testées pour chague saison.
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Figure 63 : Boxplot des valeurs EC50 relatives a la TCDD (en m® d’air extrait) selon les types de particules
(PM_5, PM1o, TSP) en saisons froide et chaude

Les résultats présentes dans la Figure 63 montrent qu’il n’y a pas de différence significative
entre les différents types de particules en regard de leurs valeurs EC50 exprimées en m?® d’air
extraits, que ce soit pour la saison froide ou la saison chaude. En théorie, a volume d’air égal
(1 m® par exemple), une exposition pulmonaire aux PMzs, PM1o ou TSP apporterait le méme
potentiel dioxin-like. Puisque les PM1o et les TSP incluent les PM2 s, la contamination des PMa 5
apportée dans 1 m® d’air pourrait étre déja en quantité suffisante pour engendrer le potentiel

dioxin-like associé a la contamination particulaire atmosphérique totale en milieu urbain.
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Tableau 36 : Récapitulatif des valeurs EC50 pour les effets dioxin-like (moyenne * écart-type) pour chaque
classe de particules (PM.s, PM1o, TSP) et saison (froide, chaude). Les EC50 sont exprimées en pg de particules
extraites et en m3 d'air extrait.

EC50 (ug part.) EC50 (m?3 d'air)
Type de particules PMz2;5 PMu1o TSP PMzs PMwo TSP

Saison froide

. 246+132 30,3+123 493+324 |(30+£29 15+13 17+14
(moyenne + écart-type)

Saison chaude
56,3+38,9 876+524 1250+1244 | 45+24 54+16 59+55
(moyenne + écart-type)

Les données du potentiel dioxin-like des extraits de PM rapporté au m® d’air donnent des
conclusions similaires a celles des activités ramenées au pg de particules (Tableau 36).
Néanmoins, une différence est observée : les EC50 exprimées en m® d’air extrait sont
significativement plus basses pour les échantillons PMyo en saison froide, par rapport a la saison

chaude, en lien avec leur présence dans I’air plus élevée que les PMas.

3. Calcul des TEQbio
Les activités transcriptionnelles dépendantes du récepteur AhR et induites par les extraits
particulaires ont été présentées jusqu’ici en % de la réponse maximale de la TCDD sous forme
de courbe dose-réponse, avec les parametres TOP (en % de TCDD) et EC50 (en g de

particules ou en m® d’air extraits).

De maniére similaire a EEQbio pour les effets cestrogéniques, ces activités transcriptionnelles
ont été in fine quantifiées en équivalents TCDD (TEQbio) par la méthode non linéaire, comme
décrit dans le Chapitre 2 — Matériels et Méthodes. Ces valeurs TEQbio permettent d’avoir une
estimation du potentiel dioxin-like d’un échantillon donné ramené a I’activité du composé de
référence, ici la TCDD. Ces TEQbio sont présentés en pg de TCDD/m?, afin de rapporter le

potentiel dioxin-like a un volume d’air inhalé.

Les valeurs TEQDbio calculées (en moyenne par échantillon) sont présentées dans le Tableau 37.
Certaines valeurs de TEQbio n’ont pas pu étre calculées (notées NC), en raison d’une courbe
dose-réponse non exploitables pour déterminer les parametres principaux de la régression non

linéaire de Hill.

Les valeurs TEQbio calculables s’étalent sur une large plage de valeurs, allant de <0,001 a
1392 pg de TCDD/m?3, avec une valeur moyenne sur I’ensemble des extraits particulaires de

17,2 pg de TCDD/m®. Les valeurs moyennes sur I’ensemble des saisons sont décroissantes
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entre les trois classes de particules selon 1’ordre suivant : TSP (22,0 pg de TCDD/m®) > PM1o
(7,85 pg de TCDD/m?) > PM,5 (2,37 pg de TCDD/m3).

Concernant les valeurs de TEQbio selon les saisons, elles sont largement plus élevées en
moyenne en hiver qu’en été, que ce soit pour les TSP (99 versus 2,26 pg de TCDD/m3), les
PMyo (251 versus 0,87 pg de TCDD/m?®) ou les PM25 (104 versus 1,47 pg de TCDD/m?3). Ces
données montrent par ailleurs des TEQbio variables entre classes de particules. En été, les
valeurs moyennes baissent avec la diminution des tailles de particules (TSP > PMzio > PM25),
alors qu’en hiver les TEQbio sont les plus élevés pour les PMig et similaires entre les TSP et
les PM2s.
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Tableau 37 : Valeurs TEQbio (en pg de TCDD/m3 d'air extraits) selon les types de particules (PMzs, PM1g, TSP)
prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete) sur les sites de P13, P15 et Champigny ; gradient et dégradé de couleurs

allant du vert foncé au rouge foncé selon valeurs croissantes ; NC : non calculable

TEQbio (pg TCDD/m3)
Site Ech. PM_s (pgTCDD/m®) | PMyo (pgTCDD/m®) | TSP (pgTCDD/mq)
P13 Hiv3 647,892 66,197
Hiv4 80,832 21,518
Hiv5 120,326 1392,443
BlE Hiv6 1157,481 317,966
Hiv7 238,342 182,208
Hiv8 219,395 204,689
Hiv9 250,573 99,138
) Hiv10 88,660 70,805
Champigny -
Hivll 12,782 21,996
Hiv12 NC NC
Etel 0,936 0,499
Ete2 2,908 NC
P15
Ete3 1,470 0,954
Eted 0,874 NC
Ete5 2,902 5,062
) Ete6 1,717 2,896
Champigny
Ete7 0,693 NC
Ete8 NC NC
Ete9 2,371 3,731
Etel0 NC 1,628
P13
Etell 0,003 NC
Etel2 0,000 NC

Par comparaison avec les données issues de la littérature, les niveaux de TEQbio calculés en
saison chaude, allant de << 0,001 pg de TCDD/m? (PM1o Ete12) & 2,908 pg de TCDD/m3 (PM1o
Ete2), correspondent a ceux relevés dans I’étude de Novak et al. (2013). Cette étude avait estimé
des valeurs de TEQbio pour des PMyq collectées sur un site urbain, comprises entre 2 et 10 pg
de TCDD/m?3 (selon le jour et la nuit), Ces prélévements avaient été réalisés en juillet dans la
région de Banja Luka (Bosnie-Herzégovine). Une large gamme de TEQbio (de 0,1 a
100 pg de TCDD/m3) a également été calculée dans une autre étude menée de juillet 2007 a
fevrier 2008. Ils avaient aussi observé une grande variabilité inter-sites (Novak et al., 2014).

Néanmoins, les niveaux trés éleves de TEQbio mesures pour les échantillons (Hiv5 et Hiv6),
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n’ont pas été retrouvés dans d’autres études issues de la littérature. Ces activités équivalentes a
la TCDD sont peut-étre explicables par une contamination ponctuelle a cette date (les périodes
de prélevements se suivent) par des composés dioxin-like au niveau du site de prélevement
(P15).

Points clés sur la voie d’activation dioxin-like par les particules

Les particules totales induisent un effet maximal plus élevé en saison froide qu’en

saison chaude.

Rapporté au volume d’air, ce sont les PMio de saison froide qui semblent avoir le
potentiel dioxin-like le plus important : cette fraction a besoin d’une quantité de
particules plus faible qu’en saison chaude pour induire 50 % de leur effet dioxin-like,
et ¢’est celle qui induit le plus d’effet maximal, mais cet effet semble étre

principalement amené par la fraction la plus fine des particules étudiées ici, les PMzs.

Les extraits particulaires de saison froide ont la capacité d’étre agonistes totaux du
récepteur aryl aux hydrocarbones. Tous les extraits particulaires PM2;s de saison

froide ont montré un profil d’agonistes total pour AhR.

Les niveaux d’équivalent du composé de référence dans I’air atteignent jusqu’a 1 ng
d’équivalent TCDD/m® d’air, pour des échantillons PM1o et TSP issus du méme site

en hiver sur une période de prélevement proche.
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Chapitre 5 — Activité biologique en lien avec la contamination chimique

L’analyse chimique a montré que les composés majoritairement quantifiés dans les
particules proviennent des familles de phtalates et de HAP. Les analyses biologiques ont mis
en évidence que les effets in vitro testés ayant les plus hauts niveaux d’induction étaient de type
dioxin-like et cestrogénique, ces effets étant particulierement marqueés pour les échantillons issus
de saison froide. En I’absence de différence significative des profils de contamination chimique
ainsi que des effets biologiques entre les fractions granulométriques testées, et considérant que
les PM2 s sont inclues dans les PMyo et les TSP, il semble que les PM2s concentrent une plus

grande quantité de polluants et sont a ’origine de la majorité des effets biologiques testés ici.

Afin de mettre en perspective ces résultats, il a été décidé de les analyser conjointement, a
travers plusieurs méthodes : une approche théorique en lien avec des données extraites de la
littérature et une approche par régression mettant en lien les données obtenues par 1’analyse
chimique et I’analyse biologique. Pour le lien entre la contamination chimique et les effets
biologiques par régression, une approche par famille de composés a été retenue afin d’identifier
quelle famille peut étre a I’origine des effets observés. En effet dans I’environnement, plusieurs
composes issus de la méme famille sont potentiellement émis des mémes sources et au méme
moment, ce qui incite a considérer les composés chimiques par familles. Cette mise en
perspective des analyses chimiques et biologiques réalisées dans ce doctorat, se basera
uniquement sur les effets biologiques marquants ayant été observés : les effets de type

cestrogéniques et dioxin-like.
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l. Influence de la contamination chimique sur les effets biologiques
in vitro observés

1. Approche globale
Les résultats de la somme des composés des différentes familles quantifiés dans les
¢chantillons, sont mis en relation avec les valeurs d’EC50 (concentration d’effet a 50 %) et les
valeurs TOP (effet maximum induit par les échantillons) calculés par les analyses biologiques
(Tableau 38). Les valeurs prises en compte dans 1’analyse sont les moyennes pour un
échantillon donné. Les tests biologiques pris en compte pour 1’analyse globale établissant le
lien entre les analyses chimiques et biologiques, sont ceux quantifiant les potentiels

cestrogénique et dioxin-like, car ce sont ceux ayant montré les effets les plus significatifs.

Tableau 38 : Matrice de corrélation de Pearson entre la somme des teneurs des composés par famille (en ng/g) et
les valeurs d’EC 50 et TOP pour les effets cestrogéniques et dioxin-like.

Variables EC50 cestrogénique TOP EC50 dioxin-like TOP

(ug de particules) (% E2) (ug de particules) (% TCDD)
Somme phtalates 0,282 -0,134 0,191 -0,292
Somme HAP -0,443 0,290 -0,304 0,198
Somme PCB 0,363 -0,242 0,259 -0,253
Somme PBDE -0,236 0,167 -0,189 0,253
Somme pesticides sans DEET -0,004 -0,060 -0,060 -0,009
Somme AP-APEO 0,044 0,141 -0,071 -0,052
Somme Parabenes -0,067 0,169 0,195 -0,149

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

Lorsqu’une corrélation significative et positive est observée entre la somme des teneurs des
composés et ’EC50, cela signifie que plus les concentrations dans les particules d’une famille
de composés est élevée, plus I’effet a 50% sera induit avec une grande quantité de particules,

et donc moins le potentiel d’effet biologique de la masse de particules sera élevé.

Parmi les résultats, les phtalates sont significativement corrélés avec I’EC50 oestrogénique (r =
0,282) et dioxin-like (r = 0,191), ce qui induit que plus les phtalates sont concentrés dans les
particules atmosphériques, plus la concentration d’effet a 50% sera atteinte avec une grande
quantité de particules extraites. Cette information indique que cette famille de molécules ne
semble pas étre a I’origine des effets cestrogéniques et dioxin-like observés sur les cellules. Pour
I’effet dioxin-like, ces composés sont négativement corrélés (r = -0,292) avec la valeur TOP

(effet maximal induit par les echantillons, en % de TCDD), ce qui indique que plus les teneurs
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seront élevées, plus la valeur maximale d’effet induite par les échantillons pour 1’effet dioxin-

like sera faible. Les composeés de la famille des PCB semblent également avoir le méme profil.

La deuxiéeme famille de composeés les plus concentres dans les particules sont les HAP. lls
semblent avoir un profil opposé au phtalates et aux PCB. En effet, ils sont négativement corrélés
avec les EC50 cestrogénique (r = -0,443) et dioxin-like (r =-0,309), ce qui signifie que plus les
teneurs en HAP seront élevées dans les particules, plus la quantité de particules extraites sera
faible pour atteindre 50% de la réponse maximale. Cette corrélation semble indiquer que I’effet
est plus rapidement atteint lorsque les teneurs sont grandes. De plus, I’effet maximal est
significativement corrélé avec la présence de HAP (r = 0,290 pour I’effet oestrogénique et r =
0,198 pour ’effet dioxin-like). L’effet maximal sera donc plus élevé si la teneur en HAP dans

les particules est élevée. Le profil d’effet induit par les PBDE, semble étre similaire aux HAP.

Pour donner suite aux corrélations observées sur la matrice de Pearson entre la contamination
des particules et les effets biologiques, les relations mises en évidence pour certaines familles
de composes ont été étudiées plus précisément, par régression linéaire. Une transformation des

données de type log-normale a été réalisée au préalable.

177



Chapitre 5 — Activité biologique en lien avec la contamination chimique

2. Familles de composés identifiees comme diminuant les effets biologiques
a. Phtalates
EFFETS (ESTROGENIQUES
La relation entre la somme des phtalates quantifiée dans les particules et les effets
cestrogéniques a été investiguée. Les régressions linéaires présentées en Figure 64 illustrent ce

lien.
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Figure 64 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) et TOP (% E2) calculés pour I'effet
cestrogénique et la somme des phtalates quantifiées dans les particules.

Une relation lin€aire est observée entre les phtalates et I’augmentation de I’EC500est pour 1’effet
cestrogénique [significatif, S = 639497 ; p = 0,001], le R est de 0,246. De plus, une relation
linéaire significative a également été observé entre la somme des teneurs en phtalates et la
diminution du TOPest [Significatif, S = 1120942 ; p < 0,0001], le R est de - 0,321. Ces

observations confirment ce qui a été vu précédemment dans la matrice de corrélation de
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Pearson. Les phtalates, bien que présents en grande quantité dans les particules, ne semblent

pas participer au potentiel cestrogénique induit par les extraits de particules.

EFFETS DIOXIN-LIKE

La régression linaire entre la quantité de phtalates retrouvés dans les particules et les
parametres mesurés pour 1’effet dioxin-like montre que les teneurs en phtalates tendent a
augmenter I’EC504qiox [significatif, S = 617251 ; p < 0,001], avec un R de 0,272 (Figure 65). De
maniere similaire a ’effet cestrogénique, I’augmentation des teneurs en phtalates dans les
particules sera associée a une diminution de I’effet dioxin-like maximal (TOPgiox €n % de
TCDD) induit par les extraits de particules [significatif, S = 1145809 ; p < 0,001], avec un R de
-0,558.
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Figure 65 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) et TOP (% TCDD) calculés pour
I'effet dioxin-like et la somme des phtalates quantifiées dans les particules.

Bien qu’étant la famille de composés majoritairement retrouvés dans les particules, le role des

phtalates semble ici étre plutdt un élément « diminuant » les effets biologiques observés, de

179



Chapitre 5 — Activité biologique en lien avec la contamination chimique

manicre globale, que cela soit pour 1’effet cestrogénique ou 1’effet dioxin-like. Leur présence

est associée a une diminution de 1’effet biologique induit par la masse de particules.

Une étude portant sur I’inhibition de 1’activité de I’aromatase (enzyme permettant notamment
la transformation de la testostérone en cestradiol) suite a 1’exposition de cellules JEG-3 a des
niveaux environnementaux de phtalates a conclu que ces composés n’étaient pas ceux ayant un
impact sur P’activité cellulaire (van Drooge et al., 2017). Mankidy et al. (2013) a mis en
évidence que le potentiel agoniste cestrogenique des phtalates était observé pour une
concentration allant de 0,01 a 10 mg/L de chaque composé étudié (Mankidy et al., 2013). Ils
ont également étudié 1’effet dioxin-like potentiellement induit par les phtalates, sur les cellules
H4I1IE (transfectées avec un gene rapporteur a la luciférase). La réponse équivalente a la TCDD
induite par différents composés était de ’ordre de 2 x 107 mg/L de TCDD. Mais, ils ont
également mis en évidence que le métabolisme des xénobiotiques (lié au récepteur AhR) était
impacté a différents niveaux, suivant le phtalate en contact avec les cellules. Par exemple, les
DBP (DiBP+DnBP) affectent davantage les enzymes de phase 1 du métabolisme par rapport au
DEHP et DEP (Mankidy et al., 2013). Au regard des quantifications chimiques des composés
phtalates dans les particules extraites, les résultats obtenus sont en accord avec la littérature.
Les composés mesurés ne sont pas en suffisamment grande quantité pour étre a 1’origine de
I’effet cestrogénique ou dioxin-like induit par les extraits de particules sur les cellules. En
comparaison avec les données de 1’étude de Mankidy et al. (2013), I’exposition de nos cellules
a 25 ug de particules extraites dans un puits de culture correspondait en moyenne a 0,1 mg/L

pour la somme des phtalates.

180



Chapitre 5 — Activité biologique en lien avec la contamination chimique

b. PCB

EFFETS CESTROGENIQUES

Pour donner suite a la matrice de corrélation, une régression linéaire a été réalisée pour étudier
les liens entre les composés de type PCB et I’effet cestrogénique. De la méme manicre que les
phtalates, plus les teneurs en ces composés sont élevées dans les extraits de particules, plus
I’EC500est calculé est élevé [significatif S = 105526 ; p = 0,0211] (Figure 66), avec un R de

0,237. Cependant, ici I’effet sur I’effet maximal induit, le TOPqest, n’est pas significatif.

ECSE0 KBLuc (ug part extraites)

T T T T T T T
0.02 0.05 0.10 0.20 0.50 1.00 2.00

I PCB

Figure 66 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) calculés pour I'effet dioxin-like et la
somme des teneurs en phtalates quantifiées dans les particules.

EFFETS DIOXIN-LIKE

Pour I’impact des teneurs en PCB sur I’effet dioxin-like, il est observé une augmentation de
I’EC504iox avec la quantité de PCB mesurés [significatif S = 90242 ; p = 0,0144], avec un R de
0,257, comme pour I’effet cestrogénique. Ces composés semblent avoir également un effet sur
le TOPdiox : plus les teneurs sont élevées, plus I’effet maximal sera diminué [significatif S =

138671 ; p =0,0384], avec un R de — 0,221 (Figure 67).
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Figure 67 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) et TOP (% TCDD) calculés pour
I'effet dioxin-like et la somme des teneurs en PCB quantifiées dans les particules.

Les PCB étant une famille connue de composés pour leurs effets dioxin-like, ce résultat peut
sembler en désaccord avec les effets induits par les PCB retrouvés dans la littérature
scientifique. Mais, ici, seuls les PCB indicateurs ont été recherchés dans cette étude. Or, les
PCB connus pour I’induction de I’effet dioxin-like sont appelés PCB-DL, et dans ce doctorat,
ces composés n’ont pas été recherchés. Ils avaient été recherchés lors de travaux précédents
portant sur la contamination de 1’air, phase gazeuse et particulaire (Laborie, 2015 ; Surchamp,
2016). Les niveaux précedemment quantifiés étaient trés faibles, voire inexistant sur les TSP,
en air intérieur comme extérieur. Les PCB etudiés dans cette thése, ne sont donc pas connus
pour leurs effets dioxin-like. Ces résultats sont en accord avec 1’é¢tude de Giesy et Kannan,
(1998) qui a montré que les PCB n’étant pas répertoriés dans la catégorie des dioxin-like,

n’interagissent pas avec le récepteur AhR, récepteur impliqué dans 1’effet dioxin-like. Pour
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I’effet cestrogénique, une étude in vivo, a montré que les PCB peuvent étre considérés comme
des composés ayant une activité cestrogénique faible (Ma et Sassoon, 2006). Cependant, les
PCB ne semblent pas induire d’effet cestrogénique dans les cellules in vitro testées dans cette
these. Les concentrations de ces composes sont faibles, car ce sont des concentrations
environnementales, contrairement a 1’étude de Ma et Sassoon (2006) qui a mis en évidence cet
effet cestrogénique par injection d’un mélange industriel de PCB a des souris. Une autre étude
in vitro, réalisée sur des cellules T47D-KBLuc, a également mis en évidence que I’effet
cestrogenique des PCB est dépendant du nombre d’atomes de chlore sur leur structure, les
congéneres étant les moins chlorés étant cestrogénique (PCB28, PCB52...) , les plus chlorés
ayant un comportement plutot anti-cestrogénique (PCB138, PCB153...) (Pliskova Martina et
al., 2005). D’apres une nouvelle matrice de corrélation de Pearson mettant en relation le
potentiel cestrogénique et la contamination des particules en PCB recherchés (Tableau 39), on
peut observer qu’il existe une corrélation significative entre la diminution du potentiel
cestrogénique et la présence de PCB-153 (r = -0,393), ce qui est cohérent avec 1’étude de
Pliskova et al. (2005) montrant un potentiel effet anti-cestrogénique lié a ce congénére.
Néanmoins, pour le PCB-52, on observe aussi la méme relation (r = -0,317), ce qui tend a
montrer qu’ici, ce congénére n’a pas d’effet pro-cestrogénique. Cela peut étre di aux
concentrations environnementales faibles qui ne semblent pas étre suffisamment importantes

pour induire un effet.

Tableau 39 : Matrice de corrélation de Pearson entre les activités cestrogéniques EEQbio et les PCB

Variables EEQbio
(P9/u9)
PCB-118 0,100
PCB-138 -0,230
PCB-153 -0,393
PCB-180 -0,028
PCB-28 0,011
PCB-52 -0,317
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3. Familles de composés identifietes comme augmentant les effets
biologiques

a. HAP
EFFETS (ESTROGENIQUES
La relation entre les teneurs en HAP et leur effet cestrogénique sur cellules exposés aux extraits

de particules a été étudiée par régression linéaire (Figure 68).
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Figure 68 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) et TOP (% E2) calculés pour I'effet
cestrogénique et la somme des teneurs en HAP quantifiées dans les particules.

Une relation linéaire est observée entre I’augmentation des teneurs en HAP et la diminution de
I’EC500est [significatif, S = 1411672 ; p < 0,001], le R est de -0,664. Une relation linéaire
significative a également été observé entre cette somme des teneurs en HAP et I’augmentation
du TOPest [significatif, S = 422612 ; p < 0,0001], le R est de 0,501. Ces résultats sont en accord

avec ceux de la matrice de corrélation de Pearson ; les HAP présents dans les particules
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semblent étre a I’origine d’une augmentation du potentiel cestrogénique, que cela soit pour la
diminution de 'EC500est ou 1’augmentation du TOPoest. Plus la teneur en HAP est élevée, plus
la quantité de particules nécessaire pour induire 50 % de 1’effet maximal sera faible. De plus,

I’effet maximal induit par les particules pour 1’effet cestrogénique augmentera également.

EFFETS DIOXIN-LIKE

Les régressions linéaires observées entre la somme des teneurs en HAP et les parameétres,
EC504iox €t TOP4iox, induits par les extraits de particules sont significatives. En effet, le modele
linéaire concernant le lien entre la somme des teneurs en HAP et I’EC504iox €n g de particules
montre que plus les HAP sont quantifiés dans les extraits de particules, plus la concentration de
particules nécessaire pour induire 50 % de I’effet maximal, sera faible [significatif, S = 1462689
; p < 0,0001], le R du modele est de -0,725. Et, plus les composés seront présents dans les
échantillons, plus I’effet maximal induit sera important [significatif, S = 467978 ; p < 0,0001],
le Rest de 0,363 (Figure 69).
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Figure 69 : Régressions linéaires entre les EC50 (g de particules extraites) et TOP (% TCDD) calculés pour
I'effet dioxin-like et la somme des teneurs en HAP quantifiées dans les particules.

Au vu de la littérature, les HAP sont connus comme composés porteurs d’effets biologiques
dans les particules atmosphériques, une analyse plus approfondie a donc été réalisée pour tenter
d’identifier les composés HAP ou groupe de composés a I’origine des effets biologiques sur ces
extraits de particules. Une analyse en composante principale a été faite, en utilisant les valeurs
d’EEQbio, mais aussi de TEQbio associés aux échantillons (Chapitre 4 I111.3.Calcul des
TEQDbio) ; ces variables permettent ainsi d’attribuer un potentiel cestrogénique et dioxin-like
global a chaque échantillon. Les variables sélectionnées sont explicatives a hauteur de 60,92 %.
Les résultats de I’ACP montrent que le potentiel cestrogénique (EEQbio en pg/pg) et dioxin-
like (TEQbio en pg/ug) sont davantage corrélés aux HAP de type lourd (Figure 70).
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Figure 70 : Analyse en composantes principales entre les teneurs en HAP et les EEQbio et TEQbio (pg/ug).

Cette observation est en accord avec les données de la littérature. Pour I’effet cestrogénique,
plusieurs études (Clemons et al., 1998 ; van Lipzig et al., 2005) ont indiqué que les HAP
« lourds » semblaient présenter une activité cestrogénique. L’étude de Clemons et al. (1998) a
également déterminé que des HAP issus de particules urbaines extraites collectées a Toronto
au Canada étaient a 1’origine d’effets dioxin-like. L’étude de Novéakova et al. (2020) a aussi
montré que ce sont les composés de type HAP qui expliquaient I’induction de I’effet dioxin-
like, aprés I’exposition de cellules AZ-AhR & des extraits de particules. Les conditions
d’exposition étant trés similaires a celles présentées ici et les résultats étant équivalents, cela
confirme que les résultats de ce doctorat sont en concordance avec la littérature. L’induction de
I’activité transcriptionnelle du récepteur AhR par des composés de type HAP a aussi été
montrée dans d’autres ¢tudes (Olivares et al., 2011 ; Mesquita et al., 2014, Vondracek et al.,
2020) .

Pour compléter, I’étude de Clemons et al. (1998) a aussi déterminé que ce sont plus
particulierement le benzo[a]pyréne, le chryséne et le benzo[a]anthracéne (HAP de haut poids
moléculaire, structure chimique contenant au moins 4 cycles) qui étaient a I’origine de la
majorité des effets biologiques. Une autre étude a aussi montré que des HAP de type lourds,

retrouvés dans 1’environnement, sont des agonistes potentiels du récepteur AhR, et y ont une
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affinité particuliérement haute lorsqu’il est d’origine humaine (Vondracek et al., 2020). Au
regard de I’ACP (Figure 70), ces résultats sont en cohérence avec cette étude. En effet, ce sont
les HAP de haut poids moléculaire, comprenant le benzo[a]pyréne, le chrysene, le

benzo[a]anthracéne, qui sont corrélés aux TEQbio et EEQbio des extraits de particules.

Il est & noter que les teneurs en HAP de type lourd sont plus élevées en saison froide en raison
de leur émission en lien avec les processus de combustion, et en particulier avec le chauffage
résidentiel et tertiaire (Motelay-Massei, 2003 ; Fauches, 2017). Ces relations entre
I’augmentation des teneurs en HAP de type lourd et la diminution de la température de 1’air
d’une part et I’augmentation du potentiel biologique des extraits de particules d’autre part, ont

été étudiées par le biais d’une matrice de corrélation de Pearson (Tableau 40).

Tableau 40 : Matrice de corrélation de Pearson considérant la température, les teneurs en HAP et les effets
biologiques.

Température EEQbio TEQbio Y HAP Y HAP

Variables
Moyenne (°C) (po/1g) (po/ug)  légers  lourds
Température Moyenne (°C) 1 -0,351 -0,437  -0,008 -0,400
EEQbio (pg/ug) -0,351 1 0,275 0,030 0,492
TEQbio (pg/ug) -0,437 0,275 1 0,016 0,292
> HAP légers (pg/ng) -0,008 0,030 0,016 1 0,384
> HAP lourds (pg/ng) -0,400 0,492 0,292 0,384 1

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

La matrice de Pearson, montre qu’il existe une corrélation significativement négative entre la
température et les EEQbio (r = -0,351) et les TEQbio (r=-0,431) des extraits de particules. Ce
résultat indique que, plus la température augmente, moins les effets biologiques potentiels
seront importants, et inversement. La matrice montre également qu’une corrélation positive
significative existe entre la somme des teneurs en HAP lourds et les potentiels cestrogénique (r
=0,492) et dioxin-like (r = 0,292). Ces composés présentant des teneurs plus élevées lorsque la
température diminue (r = -0,400), ces résultats laissent a penser que les effets biologiques qui
augmentent en saison froide, lorsque la température diminue, sont directement liés aux teneurs
élevées a cette période en composés HAP de type lourd. Ces résultats sont en cohérence avec
une étude précédente, ayant mis en evidence que le potentiel biologique de particules extraites
augmente lors de conditions climatiques froides, en lien avec la quantité de HAP lourds
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(Novékova et al., 2020). Cette étude a également indiqué que ce potentiel biologique était

conditionné a la taille des particules, la fraction granulométrique la plus fine ayant le plus

d’effets biologiques de type cestrogénique et dioxin-like.

Une matrice de corrélation de Pearson a donc été effectué avec nos données en considérant un

diamétre granulométrique de 2,5 pm aux PMzs, de 10 um aux PMyo et de 100 pm aux TSP.

Aucune corrélation n’a €té observée entre la diminution du diamétre des particules étudiées et

I’augmentation de 1’effet biologique ou des teneurs en HAP lourds (Tableau 41). Des tendances

peuvent étre observées mais elles ne sont pas significatives. Ce résultat est notamment

attribuable au fait que les TSP contiennent les PM1o, qui elles-mémes contiennent les PMz 5

contrairement a 1’étude de Novéakova et al., (2020), qui a utilisé un impacteur permettant une

distinction stricte des fractions granulométriques entre elles.

Tableau 41 : Matrice de corrélation avec attribution d'une valeur de diamétre par fraction particulaire testée.

Variables Diamétre  Température  EEQbio TEQbio > HAP > HAP
attribué moyenne (pa/ung) (po/ug) légers lourds
(pg/Hg) (pg/Hg)
Diamétre attribué 1 -0,013 -0,108 -0,133 0,032 -0,126
Température moyenne -0,013 1 -0,351 -0,437 -0,008 -0,400
EEQbio (pg/ug) -0,108 -0,351 1 0,275 0,030 0,492
TEQDbio (pg/ug) -0,133 -0,437 0,275 1 0,016 0,292
> HAP légers (pg/ug) 0,032 -0,008 0,030 0,016 1 0,384
> HAP lourds (pg/ug) -0,126 -0,400 0,492 0,292 0,384 1

Les valeurs en gras sont différentes de 0 & un niveau de signification alpha=0,05
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b. PBDE
Les PBDE sont les autres composés ayant été identifiés dans la matrice de corrélation de
Pearson globale avec un profil d’effets biologiques similaire aux HAP. L’augmentation de leur
présence dans les particules semble étre en lien avec une augmentation de I’induction

cestrogénique uniquement.

EFFETS (ESTROGENIQUES

Une régression linéaire a été réalisée afin d’évaluer les liens entre les composés de type PBDE
et I’effet cestrogénique (Figure 71). De la méme maniere que les HAP, plus ces composés sont
présents dans les extraits de particules, plus ’EC50 calculé semble diminuée [significatif S =
8193,2 ; p = 0,03448 ; R = - 0,369]. Cependant, contrairement aux HAP, les PBDE n’ont pas
d’impact significatif sur I’effet maximal induit. Ces résultats laissent a penser que ces composés
dans les particules atmosphériques peuvent avoir un impact sur la quantité de particules
induisant 50 % de I’effet maximal du potentiel cestrogénique sur cellules in vitro de type T47D-
KBLuc. Ces résultats correspondent a ce qui a été décrit dans la littérature. En effet, une étude
in vitro, menée sur les mémes cellules (T47D-KBLuc) a montré que des congéneres PBDE
sont inducteurs de I’activité transcriptionnelle des récepteurs cestrogéniques ERoa et ER,
néanmoins, cette étude releve que parmi les PBDE, ce sont les composés de type OH-PBDE
qui sont les plus inducteurs (Meerts et al., 2001), composés ici non recherchés lors de I’analyse

chimique.
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Figure 71 : Régression linéaire entre les EC50 (g de particules extraites) calculés pour I'effet oestrogénique et la
somme des teneurs en HAP quantifiées dans les particules.
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4. Echantillons a hauts niveaux d’activité biologique
Certains échantillons, ont été identifiés comme ayant un haut niveau d’activité biologique, par
le calcul de ’EEQbio et du TEQbio. Afin de mieux comprendre 1’origine de cet effet plus élevé
ils ont été considérés pour leur activité biologique en lien avec leur contamination,
individuellement. Parmi notre pool d’échantillons, ce sont les échantillons « Hiv5 » TSP,
« Hivé » PMyg et « Hiv6 » TSP qui ont induit les valeurs EEQbio et TEQbio les plus éleveées.
De plus, ce sont ces mémes échantillons qui ont été identifiés comme ayant potentiellement

induit une courbe de type DRNM.

Ces trois échantillons ont été prélevés sur le méme site P15, en saison froide et & des périodes
qui se suivent : du 11/02/19 au 14/02/19 pour Hiv5 TSP et du 15/02/19 au 18/02/19 pour Hiv6
PMyo et Hive TSP. Il est a noter que le site P15 a précédemment été identifié comme amenant
des particules potentiellement plus chargées en HAP que les autres sites d’étude (Chapitre 3.
[11. Particularité selon les sites). Dans le Tableau 42, les concentrations de COSV retrouvés
dans ces échantillons ont été comparées a leurs concentrations dans la fraction granulométrique
correspondante pour la saison froide (tous les échantillons, excepté les trois identifiés a haut
potentiel biologique identifiés). Pour les PMio et TSP de Hiv6, il ressort qu’ils ont une
contamination beaucoup plus importante en HAP lourds et en parabénes que les autres
échantillons PMyg et TSP de la méme période : les PM1o Hiv6 contiennent trois fois plus de
HAP lourds et de parabenes, les TSP Hiv6 contiennent quatre fois plus de HAP lourds et trois
fois plus de parabenes que les particules. Pour TSP Hiv5, I’échantillon est un peu plus
contaminé que les autres TSP en saison froide pour les HAP et les phtalates, mais il n’y a pas
de distinction aussi nette que pour les échantillons Hivé.

Au regard des corrélations observées dans la partie précédente, et de la littérature, on peut
envisager I’hypothése que le potentiel cestrogénique et dioxin-like augmenté des PM1o et TSP
Hiv5 est en relation avec leurs concentrations élevées en HAP. Néanmoins, pour 1’échantillon
TSP Hiv5, cela ne semble pas étre a ’origine de I’effet. Il est cependant possible qu’ un
composé non quantifié dans cette étude soit a I’origine du haut potentiel biologique de ces trois

échantillons.
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Tableau 42 : Comparaison des sommes moyennes de la contamination des échantillons a haut niveaux d'activité
biologique par rapport aux autres échantillons saison froide de la fraction correspondante (ng/md).

Echantillons > HAP lourds Y HAP légers 3 Phtalates Y AP-APEO Y Pesticides > Parabénes
PMz1o Hive 4,176 0,199 12,783 0,111 <LD 0,389
PMzo Hiver 1,223 0,107 8,755 0,076 0,007 0,122

Rapport
(PMuoHiv6/PMoHiver) 3,414 1,861 1,460 1,450 NC 3,190
TSP Hivé 3,632 0,181 19,181 0,463 <LD 0,461
TSP Hiver 0,830 0,097 7,855 0,239 0,006 0,143
Rapport 4,378 1,860 2,442 1,940 NC 3,227
(TSPHiv6/TSPHiver) ’ ' ' ’ '
TSP Hivs 1,098 0,118 8,933 <LD <LD 0,000
TSP Hiver 0,830 0,097 7,855 0,239 0,006 0,143
Rapport
(TSPHiV5/TSPHiver) 1,324 1,213 1,137 NC NC 0,000
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Approche théorique de mise en relation de la contamination chimique et des effets biologiques

Cette approche implique d’estimer pour chaque échantillon, I’EEQchim, et le TEQchim. Le
calcul est détaillé dans le Chapitre 2 (I11.3.Calcul de bio-équivalents a partir des données
d’analyse chimique) et le potentiel biologique connu de COSV cibles est rapporté en Annexe
13, Annexe 14 et Annexe 15. Pour rappel, cette méthode se base sur I’additivité des potentiels
biologiques (cestrogénique ou dioxin-like) de chaque COSV cible pondérés de la quantité de
composeé retrouvé dans un échantillon. En raison des interactions entre les différents composés
présents en mélange environnementaux, c’est une approche théorique et non une réelle
quantification de I’effet biologique attendu, mais cette méthode de croiser les effets biologiques
attribués aux composés recherchés et les résultats issus de 1’analyse biologique a partir des
extraits particulaires. Cependant, la limite de cette méthode réside également dans le fait que
tous les composés étudiés ne sont pas répertoriés pour leurs effets cestrogéniques et dioxin-like,
en raison du manque de données pour certaines familles chimiques. Les valeurs de ’EEQchim
et du TEQchim ont été calculées ici en équivalent pg du composé de référence (E2 ou TCDD)
par pg d’extraits de particules, et en pg du composé de référence par m® d’air extrait. Les

données ont été transformées par log et les tests réalisés ici sont de type Anova (o = 0,05).

1. Potentiel oestrogénique EEQchim

Le potentiel cestrogénique théorique, EEQchim, en g de particules extraites, a été évalué en
fonction des types de PM. Les valeurs des EEQchim varient dans ’ordre suivant croissant :
PMyo > PM25s> TSP. Les résultats ont été comparés avec le cestrogénique exprimé en EEQDbio.
Les valeurs d’EEQchim ne sont pas totalement explicatives des valeurs EEQbio. Par exemple,
pour les PM2s le calcul EEQchim ne représente que 38 % du potentiel cestrogénique observé.
Pour les TSP, cela représente 51 % et pour les PMzo, la différence est la plus faible mais
I’EEQchim reste inférieur, de I’ordre de 73 %. De plus I’EEQbio a montré que le potentiel
cestrogénique, par g de particules extraites était, en ordre croissant : PM2s> PM1g >TSP. Les
détails des résultats en pg/ug sont présentés dans le Tableau 43.
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Tableau 43 : Valeurs moyennes des EEQbio et EEQchim pour les effets cestrogéniques.

Type particulaires PM2s PMjio TSP
EEQbio (pg/ug) ‘ 2,45x10°% 1,55x10°% 1,47x103
EEQchim (pg/ pg) ‘ 9,41x10°%4 1,13x10°% 7,49x10°04

Rapport EEQchim/EEQbio ‘ 38 % 73% 51 %

Un des paramétres expliquant cette différence entre les calculs théoriques et les valeurs
observées est le mangue de données sur le potentiel oestrogénique de chague composé quantifié
dans les extraits de particules. Comme vu en Annexe 13, 46 composés, quantifiés dans cette
¢tude, sont renseignés dans la base de données ToxCast de I’EPA pour leurs effets

cestrogéniques, et 18 de ceux-ci sont considérés comme activateurs du récepteur ER.

Ainsi, certaines molécules, quantifiées chimiquement, n’ont pas pu étre considérées pour leur
potentiel cestrogénique, en raison d’un manque d’études sur leur activité cestrogénique sur le
modele in vitro sélectionné. Aussi, on peut également considérer que tous les composes
potentiellement a I’origine de I’effet cestrogénique induit par les échantillons n’ont pas été
quantifiés dans cette thése, et leur potentiel cestrogénique théorique et répertorié¢ par I’EPA n’a
pu étre pris en compte dans le calcul de ’EEQchim. De plus, le calcul de ’EEQchim ne prend
pas en compte les éventuels synergies ou inhibitions pouvant exister dans un mélange
environnemental. Cela est cohérent avec la littérature, Firman et al. (2021) décrivent le manque
de certaines bio-activités de composés comme facteur d’incertitude dans 1’utilisation de la base

de données ToxCast.

En dépit des différences d’EEQchim entre les différentes fractions granulométriques, il ne
semble pas y avoir de différence significative entre PM2s, PM1o et TSP lorsque le potentiel
cestrogénique est pris en compte par pg de particules. Cela peut s’expliquer, car nous avons
observé que la contamination chimique des PM2 s semblent étre a 1’origine de la contamination
des fractions PMyo et TSP (Chapitre 3).
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Figure 72 : EEQchim oestrogénique en pg/ug et en pg/m® pour les PMzs, PMyo et TSP.

En revanche, en m® d’air extrait, I’EEQchim des PMz est significativement inférieur a ceux
calculés pour les PM1g et des TSP, avec respectivement p = 0,009 et p < 0,001 (Figure 72). Cela
peut s’expliquer par la différence de concentrations en PMz s dans 1’air par rapport aux PM1o et

TSP, puisque les PM2 s sont moins concentrées dans 1’atmosphere (Tableau 1).

Néanmoins, en comparant statistiquement les EEQbio et EEQchim en pg/m® (Figure 73).,
aucune différence significative n’est observée. Cette approche pour les effets cestrogéniques
pourrait donc étre pertinente pour les particules testées ici, les PMas, les PMyg et les TSP. Les
données renseignées dans la base de données de I’EPA semblent étre suffisamment importantes

pour estimer un potentiel proche de celui calculé par méthode expérimentale.
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Figure 73 : Comparaison des EEQchim et EEQbio en fonction des fractions granulométriques.

2. Potentiel dioxin-like TEQchim
Le potentiel dioxin-like théorique, TEQchim, a également été calculé de la méme facon que les
EEQchim, sur la base de la sélection des composés étudiés ayant une action sur le récepteur
d’aryl hydrocarbones identifiée sur la base ToxCast. Ces résultats ont également été mis en
relation avec les TEQbio calculés pour les effets dioxin-like sur les échantillons d’extraits de

particules.

Le potentiel dioxin-like évalué par la méthode TEQchim, montre que les potentiels varient dans
I’ordre suivant : PM1p > PM2s > TSP (Tableau 44). Ce résultat est cohérent avec les TEQbio
calculées précédemment pour 1’effet dioxin-like. Néanmoins, les résultats du potentiel dioxin-
like calculé avec les TEQchim sont bien inférieurs au potentiel dioxin-like évalué a partir des
échantillons par tests biologiques (TEQbio). Ainsi, les TEQchim estimés représentent entre
0,002 et 0,004 % des TEQbio mesurés (Tableau 44). Cette différence entre les deux approches
pour estimer le potentiel dioxin-like peut s’expliquer par le faible nombre de composés étant

renseignés dans la base de données ToxCast pour leurs effets dioxin-like (Annexe 15).

De plus, il n’y a pas de différence significative entre les différentes fractions granulométriques

pour le TEQchim en pg/ug (Figure 74).
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Tableau 44 : Valeurs moyennes des TEQbio et TEQchim pour les effets dioxin-like en fonction des fractions
granulométriques.

Type de particules PM2,5 PM1o TSP
TEQbio (pg/ug) 3,11E x10% 6,34 x10% 2,02 x10%
TEQchim (pg/ pg) 1,04 x10°04 1,12 x10°% 7,16 x10°0
Rapport TEQchim/TEQbio 0,003 % 0,002 % 0,004 %

En revanche, le potentiel dioxin-like calculé en pg/m? d’air montre une différence significative
entre les différentes fractions granulométriques. En raison de la présence moindre des PMazs
dans I’air (Figure 74), une diminution significative du potentiel des PM2 s (p <0,02) est observée

par comparaison avec les TSP.
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Figure 74 : EEQchim en pg/ug et en pg/m?® pour les effets dioxin-like.

Lorsque la méthode de calcul théorique TEQchim est comparée avec le calcul du TEQbio
expérimental (Figure 75), pour toutes les fractions particulaires testées, le calcul du TEQchim
est significativement inférieur (p < 0,001) a celui du TEQbio expérimental. Cette différence
s’explique par le fait que les échantillons testés ici ont eu de forts effets dioxin-like,
particulierement en hiver, ou des profils de type agoniste total ont été observés. Cela peut
¢galement s’expliquer, par le manque de données issues de la littérature sur I’effet dioxin-like.

En effet, la base ToxCast pour I’effet sur le récepteur aryl selon les composés, répertorie 46
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composés recherchés dans ce doctorat, et sur ces 46 composés renseignés, seuls 9 sont
renseignés pour leur activité sur le récepteur aryl aux hydrocarbones. Un autre parameétre
pouvant expliquer cette différence est, que lors de cette étude, certains composés dont les effets
dioxin-like sont connus, n’ont pas été recherchés chimiquement. Ainsi, les PCB-DL, ou méme

plus directement la dioxine (TCDD) elle-méme, pourraient étre recherchés, comme facteur

explicatif de ces hauts niveaux d’activité.
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Figure 75 : Comparaison des EEQchim et EEQbio en pg/m? pour les effets dioxin-like.
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L’objectif de ce doctorat a été¢ de mettre en regard la contamination chimique de classes de PM
urbaines en COSV aux propriétés PE (suspectées ou avérées) et le potentiel biologique in vitro
associé¢ a la contamination organique de ces particules. Ce travail s’est intéressé aux classes
particulaires actuellement réglementées dans 1’air, les PM2s et les PM1o, mais aussi aux TSP,
afin de considérer toutes les particules atmosphériques, sans distinction de taille. Le choix de
sites de prélévements de type fond, a permis une caractérisation du potentiel impact sanitaire
d’une pollution particulaire urbaine représentative de 1’exposition des habitants de la zone
étudiée.

La premiére étape de ce doctorat a consisté a collecter et a caractériser chimiquement les
différentes classes granulométriques ciblées sur trois sites de prélevement, au cours de deux
saisons contrastées. Ainsi, les fractions particulaires collectées ont été extraites et analysées
pour rechercher 59 molécules, précédemment identifiées pour leur présence dans I’air, ainsi que
pour leur potentiel biologique de type PE ou dioxin-like. La quantification chimique des extraits
particulaires a révélé que, la somme des contaminants recherchés était plus élevée en saison
chaude qu’en saison froide. Cette contamination se révele largement dominée par les composés
de la famille des phtalates, quelle que soit la classe granulométrique considérée. Les phtalates
¢tant retrouvés en plus forte concentration en saison chaude, ils sont a l’origine de
I’augmentation de la contamination globale pour cette saison. Etant contenus dans les matiéres
plastiques, les phtalates sont présents dans de nombreux objets d’usage domestique et leur
présence en air intérieur a été le sujet de plusieurs études. Au vu de la littérature, leurs
concentrations dans les particules atmosphériques en air extérieur ne semblent pas avoir une
origine spécifique, mais étre une résultante de leur présence ubiquiste dans 1’environnement.
Cette présence serait attribuable a une volatilisation depuis les matieres plastiques, phénoméne
plus important en saison chaude. Par ailleurs, les PM2 s semblent porter la majeure partie de la
contamination des particules en phtalates. La deuxiéeme famille de composés retrouvés
majoritairement a été les HAP. 1l a été noté que le comportement de ceux-ci était influencé par
leurs propriétés physico-chimiques. Ainsi, les HAP de faible poids moléculaire sont retrouvés
en plus faible concentration dans la phase particulaire que les HAP de haut poids moléculaire.
Ces derniers sont concentrés en plus grande quantité dans les particules prélevées en hiver, quel
que soit le type particulaire. Considérant que les PM_ s sont inclues dans les PM1y, cette fraction
granulométrique fine semble contribuer a la contamination élevée en HAP des PM1o. En effet,
la fraction PMyg est la plus concentrée en HAP, que cela soit rapporté a la masse de particules

ou par m® d’air.
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Des autres contaminants recherchés, les parabénes et les alkylphénols/alkylphénols éthoxylates,
ressortent a des quantités plus élevées que les pesticides, PCB et PBDE dont les concentrations
correspondent quant a elles a une contamination dite « bruit de fond ». Les concentrations plus
élevées pour les parabenes et le groupe des alkylphénols pourraient étre liées a leur origine,
notamment leur présence dans des produits d’usage domestique (hygieéne et de soins corporels),

dont I’émission dans I’air contribuerait & la contamination des particules atmosphériques.

Parmi les composés les plus concentrés dans les particules prélevées dans ce doctorat, seuls les
HAP proviennent des processus de combustion (chauffage, moteurs thermiques...). Les autres
composés, phtalates, parabenes et alkylphénols, sont davantage liés a la présence ubiquiste
d’objets en matiéres plastiques ou de produits domestiques les contenant. Leurs concentrations
dans les particules atmosphériques extérieures témoignent de 1’influence des usages
domestiques sur la contamination atmosphérique, et des transferts entre 1’air intérieur (ou ils

sont trés présents, en lien avec leurs sources d’émissions) et I’air extérieur.

Le second volet de ce doctorat a consisté a évaluer les effets biologiques des extraits de
particules étudiés. En raison des propriétés PE suspectées ou avérées des composés recherchés,

les effets cestrogéniques et anti-androgéniques ont été étudiés, ainsi que les effets dioxin-like.

Les extraits organiques de particules ont montré un effet cestrogénique de type agoniste partiel
par test cellulaire in vitro. Ce test a également montré que les PM2 s collectées en saison froide
ont un potentiel cestrogénique plus élevé que celles prélevées en saison chaude. De plus, malgré
une présence moindre dans I’air, la fraction granulométrique participant majoritairement au
potentiel cestrogénique de I’air sont les PM25, qu’il soit considéré la masse de particules ou le
volume d’air. Et, de maniére générale, 1’effet cestrogénique induit tend a étre plus important,
pour toutes les fractions granulométriques, en hiver qu’en été. La quantité de particules

nécessaire pour induire un effet & 50 % y est ainsi moindre qu’en saison chaude.

Afin d’approfondir ces résultats, les voies d’action des extraits particulaires ont été étudiées,
notamment, pour identifier le type de récepteur ER par lequel passe I’induction cestrogénique.
L’utilisation d’une molécule (ICI) bloquant spécifiquement le récepteur ERo lors de
I’exposition cellulaire aux extraits particulaires a permis d’observer 1’inhibition complete de
I’effet initialement induit par les extraits particulaires. Cela a montré que les réponses

cestrogéniques induites par les particules passent par 1’induction spécifique de I’isoforme ERa.

En complément, les effets hormono-compétitifs potentiellement induits par les extraits

particulaires ont également été étudiés. L’exposition conjointe des cellules aux extraits
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particulaires et a une concentration saturante d’E2 a montré une diminution significative de
I’effet cestrogénique induit par E2 pour quasiment tous les extraits particulaires. Ce résultat
montre que, méme si une induction cestrogénique est induite par les particules, la contamination
organique des échantillons a également la faculté de diminuer les niveaux de réponse
cestrogénique d’E2. Le mécanisme sous-jacent reste a déterminer plus précisément. En effet,
ces tests ne permettent pas de distinguer I’origine de cette chute d’activité induit par ces
mélanges de composes environnementaux. Il est possible que la diminution de 1’activité d’E2
soit liée a des composés ayant une forte affinité pour le récepteur ER, induisant des effets
cestrogéniques, mais avec une activité moindre que le composé de référence. Une seconde
hypothése envisagée est que certains composes extraits aient un effet anti-cestrogénique
bloquant ou diminuant I’activité cestrogénique d’E2 une fois fixés sur ER. Le mécanisme précis
induisant cette diminution d’effet n’a pas pu étre déterminé. Ce point serait a étudier de fagon
plus approfondie dans le futur, notamment en réalisant des tests cellulaires sous la forme de
gamme de concentrations des échantillons testés, comme pour I’étude des effets cestrogéniques,

mais en présence d’E2.

Lors de I’é¢tude des effets cestrogéniques, certains échantillons, plus spécifiquement des
échantillons collectés en saison froide et sur le site P15, ont montré une courbe dose-réponse
non-monotonique (DRNM). En effet, une chute des effets cestrogéniques a été observée apres
I’atteinte de I’effet maximal (plateau haut) ; la courbe est dite en « U inversé ». Aucune
cytotoxicité associée n’ayant été mesurée, I’hypothése d’une chute de la viabilité cellulaire
comme explication de la baisse d’effet cestrogénique a été rejetée. Dans la littérature, les
courbes de type DRNM ont déja été mises en évidence pour des composés PE purs, et sont
typiques d’un effet non dose-dépendant. Cette observation conduit a s’interroger sur la
variabilité des niveaux de réponse induits par les extraits organiques particulaires, en fonction
de la quantité d’exposition. Mais, il n’est pas évident de conclure sur I’origine de cette chute
d’effet. Le mécanisme sous-jacent aux DRNM ne faisant pas I’objet d’un consensus pour les
composés PE purs, I’interprétation de cet effet dans le cas d’un mélange environnemental est
d’autant plus complexe. En effet, au-dela d’une explication liée & une modification de la réponse
cellulaire au niveau des récepteurs ER, dans le cas d’un mélange de composés
environnementaux comme ici, on doit considerer les différences de propriétés cestrogéniques
(agonistes ou antagonistes) propres a chaque composé contenu dans le mélange, ainsi que les
interactions possibles entre ces composés. De plus, les composés identifiés dans les extraits

particulaires ont été recherchés en appui de la littérature scientifique pour leur sélection, mais
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d’autres composés non quantifiés ou méconnus sont potentiellement présents et influencent les
effets biologiques induits, sur les cellules et en interaction avec les autres composés du mélange
(effets cocktail). Cette observation demeure a explorer. L’étude d’un mélange a fagon,
concentrant les composes quantifiés pour les extraits particulaires ayant montré un effet
DRNM, pourrait étre une premiére approche pour caractériser les effets cestrogéniques en lien
avec un mélange de contaminants. L’analyse dirigée par bio-essais (EDA, effect-directed
analysis) associée a une analyse chimique non ciblée pourrait étre une seconde approche,
permettant de séparer un extrait environnemental en plusieurs sous-extraits afin de réduire sa

complexite.

L’autre voie d’activité perturbatrice endocrinienne ayant été étudiée ici, est la voie anti-
androgénique. A I’exception de quelques échantillons, les effets observés n’ont pas permis de
calculer les paramétres de la courbe dose-réponse permettant d’estimer 1’activité anti-
androgénique propre & chaque échantillon. Ces tests ont été répétés mais, une trop grande
variabilité dans les niveaux de réponse a empéché une estimation d’activité anti-androgénique
robuste. Cependant, ce résultat est en accord avec certaines études, ayant montré que cet effet
anti-androgénique semblait davantage induit par la phase gazeuse atmosphérique, plutét que la
phase particulaire. Néanmoins, cet effet a été observé pour quelques échantillons et ils
pourraient étre étudiés de facon plus approfondie, en lien avec les propriétés anti-androgéniques

de certains composés retrouvés dans les extraits particulaires.

En complément des effets de type cestrogénique et anti-androgénique, une autre voie d’action a
été étudiée, celle de I’induction du récepteur aryl aux hydrocarbones (AhR). Cette voie d’action
biologique complexe est impliquée dans des effets génotoxiques, immunologiques,
métaboliques, mais également, en lien avec ER, elle peut avoir un impact sur les récepteurs

hormonaux.

Ces tests cellulaires ont montré que certains échantillons ont la capacité d’étre agonistes totaux
du récepteur AhR, c’est-a-dire ils ont la capacité d’induire 1’effet maximal du composé de
référence (la TCDD). Cette observation concerne les extraits particulaires de saison froide, et
particulierement les extraits de PM2s qui se sont tous révélés étre des agonistes totaux de AhR

en hiver.

Parmi les fractions particulaires collectées en hiver, ce sont les PM1o qui ont le potentiel dioxin-
like le plus important. Une quantité moindre de ces particules, comparativement a des

rélevements en été, est nécessaire pour induire 50 % d’effet, et a des niveaux maximaux plus
p
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éleves. Au sein de cette fraction PMyo, ce fort effet dioxin-like semble étre amené par la fraction

fine, les PM2 s contenues dans les PMo.

Ces hauts niveaux d’activité ont également été évalués par le calcul de I’équivalent TCDD dans
un volume d’air (pg/m®). Les TEQbio les plus élevés ont été calculés pour les extraits
organiques des particules issues de saison froide. Certains échantillons ont méme montré un
haut potentiel inducteur dioxin-like, en équivalent TEQbio, correspondant a plus de 1 ng de
TCDD par m® d’air. Ces hautes valeurs de TEQbio ont été observées pour des échantillons
prélevés en saison froide du site P15, de type PMuo et TSP. 1l est a noter que ces hauts potentiels
d’activité dioxin-like ont été ponctuels. Ce calcul s’appuyant sur une comparaison des niveaux
de réponse entre les échantillons et la TCDD, celui-ci donne une idée du potentiel impact fort
des particules atmosphériques urbaines sur le récepteur AhR. Il est a noter que ces mémes
échantillons ont aussi des niveaux d’équivalent E2 en pg/m® les plus élevés, et présentent une
réponse biologique non-dose-dépendante pour I’effet cestrogénique (DRNM). Ces échantillons
(Hiv5 TSP, Hiv6 PM1o et TSP) semblent étre des échantillons ayant un haut niveau d’activité
biologique, que cela soit pour I’effet cestrogénique ou dioxin-like. Des analyses chimiques non
spécifiques pourraient €tre menées afin d’identifier d’autres composés chimiques pouvant étre
présents dans ces extraits organiques a haut potentiel d’activité biologique. De plus, les DL-

PCB et la dioxine (TCDD) pourraient également étre recherchés.

L’objectif de cette thése étant de caractériser les effets biologiques en fonction des
caractéristiques chimiques des particules, la derniére étape de ce travail a été de mettre en regard
les résultats des analyses chimiques et des tests cellulaires in vitro réalisés sur les extraits de
particules. Ce lien entre les analyses chimiques et les analyses biologiques s’est fait de deux
manicres. Il a tout d’abord été décidé d’identifier les potentiels liens de corrélation entre la
quantification des composés, par famille, et les effets biologiques. Cette analyse des
corrélations a montré que certaines familles étaient associées a une augmentation du potentiel

cestrogénique et d’autres a une diminution.

Les familles ayant été identifiées comme étant liées a une diminution de I’effet biologique sont
les phtalates et les PCB. Les phtalates sont les composés les plus concentrés dans la fraction
organique des particules analysées. Bien que des études aient montré que certains congéneres
pouvaient avoir des effets cestrogénique et dioxin-like, ils ne semblent pas contribuer a I’activité
biologique des extraits de ce doctorat. Au contraire, leur présence est liée a une diminution
significative de I’activité biologique. En effet, I’augmentation de leur concentration dans les
particules est en lien avec une augmentation de la quantité de particules nécessaires pour
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atteindre 50 % de I’activité de 1’échantillon, et une diminution de I’effet maximal induit par ces
mémes échantillons, que cela soit pour les effets cestrogéniques ou dioxin-like. Une des
explications possibles de cette observation est que bien que ces composés soient trouvés en
grande quantité dans les particules, leurs concentrations ne sont pas suffisamment élevées pour
induire un effet biologique significatif. Méme si cette famille de composés représente la
majorité de la contamination chimique des particules, leur présence ne semble pas induire le
potentiel biologique des extraits particulaires. Pour identifier formellement les effets induits par
ces familles de composés, des tests biologiques in vitro de type anti-cestrogénique et anti-dioxin-
like pourraient étre réalisés. Ainsi, ces tests complémentaires permettraient d’identifier si leur
présence dans la masse de particules est sans effet biologique et entraine une dilution des effets.
Une seconde hypothése est que ces composés ont une activité biologique antagoniste et donc
bloquent les effets lorsqu’ils sont en mélange avec des composés cestrogéniques ou inducteurs
d’effet dioxin-like. Les familles de composés ayant été identifiées comme augmentant les effets
biologiques sont les HAP et les PBDE. Les PBDE ont uniquement été associés a une diminution
de ’EC50 pour I’effet cestrogénique, c’est-a-dire que leur présence est en lien avec une
diminution de la quantité de particules extraites nécessaires pour induire 50 % de 1’effet de
I’échantillon. Mais, les PBDE n’ont pas été associés a une augmentation de I’effet maximal.
Leur impact semble donc moindre que les autres composés identifiés comme augmentant 1’effet
biologique, les HAP. Les HAP ont été liés a une augmentation du potentiel cestrogénique et
dioxin-like des extraits de particules, sur tous les paramétres d’effets calculés. Ainsi, une
augmentation de leur concentration est associée a une quantité de particules plus faible pour
induire un effet, ainsi qu’une augmentation de 1’effet maximal, que cela soit pour les effets
cestrogéniques et dioxin-like. Cette relation entre la présence d’HAP et les effets biologiques
induits par les particules a été étudiée plus précisément. Il a ainsi été déterminé que les HAP
lourds semblent étre les composés responsables de 1’augmentation du potentiel cestrogénique et
dioxin-like. Ces résultats correspondent a ce qui a précédemment été décrit dans la littérature.
De plus, la contamination chimique des échantillons identifiés précédemment comme ayant les
plus hauts niveaux d’activité biologique a été étudiée. Cela nous a montré que les échantillons
Hiv6 de type PMyo et TSP étaient trois a quatre fois plus contaminés en HAP lourds. Ces
échantillons étant ceux ayant les potentiels biologiques cestrogénique et dioxin-like les plus
élevés, cela confirme que les HAP, et particulierement les HAP lourds, jouent un réle majeur
dans les effets induits par les particules atmosphériques, méme s’ils ne sont pas les composés
majoritaires. Néanmoins, d’autres composés non recherchés pourraient étre également liés a

I’augmentation de I’activité biologique induite par les particules. Des analyses chimiques non
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ciblées pourraient compléter les informations recueillies lors de ce doctorat. Dans un second
temps une estimation du potentiel biologique de la contamination des PM a été réalisée a partir
de données d’effets connus pour chaque composé étudié et de leur concentration particulaire.
Néanmoins, cette estimation théorique s’est révélée étre bien en dega des mesures
expérimentales d’activités calculées pour 1’effet dioxin-like. Cependant, cette comparaison
entre équivalents hormonaux (EEQ) ou toxiques (TEQ) estimés par approche chimique avec
ceux calculés par approche biologique, est un outil intéressant pour mettre en perspective la
contamination chimique en COSV cibles des particules et son potentiel cestrogénique, lesquel

s’avére assez similaire quel que soit son mode de calcul (par approche chimique ou biologique).

Les résultats obtenus lors de cette thése, ont permis de lier la contamination chimique de
fractions particulaires atmosphériques urbaines a des effets biologiques associés. Ces résultats
mettent en exergue le fort potentiel biologique de la fraction granulométrique, PM_ s, ainsi que
le role majeur des HAP dans les perturbations cestrogénique et dioxin-like. Ainsi, ’effet
biologique associé aux particules atmosphériques semble étre moins en relation avec la masse
de molécules transportées dans la fraction organique, mais bien avec le type de composés, et
particulierement les HAP. Cette étude souléve des questions, car seul le benzo[a]pyrene est
réglementé dans 1’air et de maniére générale, ces composés ne sont pas surveillés de facon
automatique. De plus, seule la phase particulaire est étudiée, et les HAP sont aussi retrouvés
dans la phase gazeuse. L’exposition humaine a ces composés par inhalation concerne les deux
phases atmosphériques. Ainsi, il serait intéressant de mener les mémes analyses (chimiques et
biologiques) avec les deux phases atmosphériques, gazeuse et particulaire, pour ainsi tenir
compte de I’exposition globale humaine. En perspective, pour pouvoir lier plus finement ces
résultats a 1’exposition humaine, une étude de la biodisponibilité et de la bioaccessibilité
cellulaire des composés transportés par les particules pourrait étre menée. Une mesure des
polluants transportés par les particules avant et aprés exposition cellulaire permettrait d’estimer
les composés pouvant réellement accéder aux cellules. Cela permettrait de mieux caractériser
le passage de ces molécules depuis les particules vers les cellules pulmonaires. Enfin, pour
mieux caractériser la pollution particulaire et ses effets selon la fraction granulométrique, il
serait intéressant de mener une ¢tude du méme type, mais d’effectuer des prélevements avec un
impacteur. Ainsi, la séparation de fractions granulométriques de particules issues d’'un méme
prélévement permettrait d’identifier plus finement les fractions granulométriques a ’origine

des effets et/ou porteuse de contamination chimique.
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Annexes

Annexe 1 : Comparaison débit affiché par TISCH VFC+ et débitmeétre a bille

Prise débit Tisch VFC + avec un débitmetre Hivolin Bille verte 08F connecté au systeme

de calibration au-dessus du porte filtre :

Soit en surface (Pi *

R2)
Diameétre sortie fuite: 3 mm 7,07 mm2
Diametre sortie principale sur le dessus : 13 mm 132,7 mm2
Graduation bille verte avec systeme Hivolin
08F: 7 mm soit 2,52 m3/h
Débit annoncé systeme Tisch 3
VFC+ 74,80 m3/h
Débit mesuré systéme Hivolin 08F 49,82 m3/h

Ratio entre les 2 systémes (en%)

66,6
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Annexe 2 : Masses de dopage par composé pour chaque pastille

Famille/composé Masse de dopage (ng)
DMP 400
DEP 400
DNBP 400
BBP 400
DEHP 400
DnOP 400
Acenaphtene 40
Acenaphtylene 40
Naphtalene 40
Anthracene 40
Fluorene 40
Phenanthrene 40
Fluoranthene 40
Pyrene 40
Benzo_a_anthracene 40
Chrysene 40
Benzo_a _pyrene 40
Benzo_b_fluoranthene 40
Benzo_k_fluoranthene 40
Benzo g h i perylene 40
Dibenzo_a h_anthracene 40
Indeno_1 2 3-cd_pyrene 40
Bifenthrin 20
Permethrin 87,5
Phenothrin 350
Cyfluthrin 70
Cypermethrin 70
Fenvarelate 52,5
Deltamethrin 70
DEET 20
PeCB 20
HCB 20
Lindane 20
44'-DDE 20
PCB28 20
PCB52 20
PCB101 20
PCB138 20
PCB153 20
PCB118 20
PCB180 20
BDE28 5
BDEA47 5
BDE100 5
BDE99 5
BDE154 5
BDE153 5
BDE209 5
4-NP Mono 40
4-NP Di 40
4-OP Mono 40
4-OP Di 40
oP 50
NP 40
Me Paraben 50
Et Paraben 50
Pr Paraben 50
Bu Paraben 50
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Annexe 3 : Paramétres de la méthode GC-MS/MS

Parametres

Description

Injecteur

GC (7890) triple Quad (7000B)
Agilent Technologies (Les Ulis, France)

Température de I’injecteur 290°C
Mode d’injection Pulsed splitless
Quantite injectée 1pL

Gaz vecteur

Hélium ALPHAGAZ 1 (pureté > 99,999%)
Air Liquide (Paris, France)

Débit

1,6 mL.min%, constant

Type de colonne

Zebron SemiVolatils 30 m (longueur) x 0.25 mm
(diameétre interne) x 0.25 pm (épaisseur du film)
Phenomenex (Le Pecq, France)

En amont : pré-colonne en silice désactivee de 0.25 mm
de diamétre interne
Restek (Lisses, France)

Programme de tempeérature

Gradient de montée en température:
— 70°C pendant 4 min
— puis 25°C/min jusqu’a 150°C
— puis 3°C/min jusqu’a 225°C
— puis 5°C/min jusqu’a 310°C pendant 10 min

lonisation

Impact électronique avec extractor (EI-EX) a 70 eV en
mode positif

Température de la source

250°C

Température de ’interface

250°C
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Annexe 4 : Paramétre de la méthode LC-MS/MS
Parametres Description
Injecteur LC (1200) triple Quad (6410)
Agilent Technologies (Les Ulis, France)
Température de I’injecteur 350°C
Quantité injectée 10 pL
Débit 0,5 L.mint

Type de colonne

Lunal00A-C18 3 x 150 mm, 3 pum
Phenomenex (Le Pecq, France)
avec un disque fritté (0,2 um) chauffé a 40 °C

Phase mobile

Acide formique a 0,1 % dans MetOH : 0,1 %
d'acide formique dans mgH20 (70:30, v/v)
pendant 5 minutes, suivi d'un gradient de 5 minutes
jusqu'a 10 % d'acide formique a 0,1 % dans
mqH20, d'un gradient de 3 minutes jusqu'a 0 %
d'acide formique a 0,1 % dans mqH20 et d'un
dernier gradient de 2 minutes jusqu'a 30 % d'acide
formique & 0,1 % dans mqH20

lonisation

lonisation électrospray (ESI) source en mode négatif

Température de la source

350°C

Température de I’interface

350°C
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Composés

DMP
DEP
DIBP
DNBP
BBP
DEHP
DiDP
DiNP
DnOP

Annexe 5 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les phtalates

Annexes

LD (ng/m®) LQ(ng/m?) LD (pg/ug) LQ(pg/ug)
PMzs = PMwo | TSP | PM2s | PMw | TSP | PM2s | PMwo = TSP | PMas = PMip | TSP
0,002 | 0,002 & 0002 0007 & 0,007 0007 008 | 0052 0060 0298 0173 | 0,199
0,001 | 0,001 & 0002 0005 & 0,005 0007 0061 003 0065 0203 0118 | 0,218
0,002 | 0,002 | 0003 0006 & 0006 0010 0078 0045 0084 0261 0151 | 0,282
0,002 | 0,002 & 0003 0006 @ 0006 0010 0078 0045 0084 0261 0151 | 0,282
0,003 | 0,003 & 0004 0011 = 0010 @ 0014 0140 | 0,08l @ 0127 0467 @ 0271 @ 0,425
0,001 | 0,001 & 0001 0003 & 0003 @ 0005 0036 | 0021 0043 0121 @ 0070 0,144
0,000 | 0,000 & 0000 0000 & 0,000 @ 0000 0000 | 0000 0000 0000 & 0000 0,000
0,000 | 0,000 @ 0,000 0000 & 0,00 @ 0000 0000 | 0000 @ 0000 0000 & 0000 0,000
0,006 | 0,006 & 0009 0020 @ 0019 0029 0261 0151 0258 0,869 0504 | 0,861
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Composés

Acenaphténe
Acenaphtylene
Naphtaléne
Anthracene
Fluoréne
Phenanthréne
Fluoranthéne
Pyréne
Benzo[a]anthracéne
Chrysene
Benzo[a]pyréne
Benzo[b]fluoranthene
Benzo[k]fluoranthene
Benzo[g,h,i]perylene
Dibenzo[a,h]anthracéne
Indéno[1,2,3-cd]pyréne

Annexe 6 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les HAP

Annexes

LD (ng/m®) LQ(ng/m?) LD (pg/pg) LQ(pg/1g)
PM2s PMao TSP PM2s PMao TSP PMas PMao TSP PM2s | PMuo TSP
0,001 0,001 | 0,002 | 0,005 0,005 | 0,007 | 0,061 0,035 | 0,058 | 0,202 0,117 | 0,192
0,003 0,003 | 0,006 @ 0,011 0,011 | 0,019 | 0,146 0,085 | 0,166 | 0,488 0,283 | 0,553
0,002 0,002 | 0,005 @ 0,007 0,007 | 0,016 @ 0,098 0,057 | 0,143 | 0,326 0,189 | 0477
0,006 0,006 | 0,004 | 0,019 0,019 | 0,014 | 0,253 0,147 | 0,127 | 0,844 | 0,489 | 0,424
0,002 0,002 | 0,002 @ 0,007 0,006 | 0,007 | 0,086 0,050 | 0,063 | 0,287 0,166 | 0,212
0,005 0,005 | 0,007 @ 0,017 0,017 | 0,022 | 0,223 0,129 | 0,192 | 0,745 0,431 @ 0,641
0,001 0,001 |H 0,001 | 0,003 0,003 | 0,003 | 0,043 0,025 | 0,031 | 0,142 0,083 | 0,102
0,001 0,001 | 0,002 | 0,005 0,004 @ 0,006 | 0,059 0,034 | 0,049 | 0,198 0,115 | 0,163
0,002 0,002 | 0,000 @ 0,006 0,006 | 0,001 | 0,079 0,046 | 0,006 & 0,264 0,153 | 0,021
0,001 0,001 |H 0,001 | 0,003 0,003 | 0,005 | 0,040 0,023 | 0,040 | 0,134 @ 0,078 | 0,135
0,006 0,006 | 0,012 | 0,020 0,019 | 0,039 | 0,261 0,151 | 0,346 | 0,869 0,504 | 1,153
0,002 0,002 | 0,002 @ 0,007 0,007 | 0,008 | 0,091 0,053 | 0,073 | 0,304 0,176 | 0,242
0,002 0,002 | 0,003 @ 0,007 0,007 | 0,011 @ 0,096 0,055 | 0,101 | 0,319 0,185 | 0,337
0,001 0,001 | 0,002 | 0,005 0,005 | 0,008 | 0,063 0,036 | 0,068 | 0,208 0,121 | 0,228
0,002 0,002 | 0,001 | 0,006 0,006 | 0,002 | 0,079 0,046 | 0,020 | 0,264 | 0,153 @ 0,067
0,001 0,001 |H 0,001 | 0,002 0,002 @ 0,003 | 0,030 0,018 | 0,031 | 0,101 0,059 | 0,103
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Composés

Bifenthrine
Perméthrine
Phénothrine
Cyfluthrine
Cyperméthrine
Fenvarélate
Deltaméthrine
DEET
PeCB
HCB
Lindane
44'-DDE

Annexe 7 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les pesticides

Annexes

LD (ng/m?) LQ(ng/m°) LD (pg/Hg) LQ(pg/ug)
PMz2s PMaio TSP PMzs PMz1o TSP PMzs PMz1o TSP PMzs PMz1o TSP
0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,002 0,016 0,009 0,018 0,053 0,031 | 0,061
0,009 0,009 0,007 0,030 0,029 0,025 0,397 0,230 0,217 1,322 0,766 | 0,722
0,011 0,010 0,018 0,036 0,035 0,059 0,470 0,273 0,524 1,567 0,908 1,748
0,159 0,155 0,134 0,531 0,517 0,445 6,974 | 4,042 3,934 | 23,246 | 13,473 13,113
0,220 0,214 0,147 0,733 0,713 0,491 9,618 5574 | 4,337 | 32,060 18,581 @ 14,457
0,135 0,131 0,070 0,450 0,438 0,233 5,901 3,420 2,068 @ 19,671 11,401 @ 6,861
1,381 1,344 0,573 4,603 4,480 1911 | 60,422 35,019 16,887 | 201,408 116,729 | 56,290
0,007 0,007 0,015 0,023 0,022 0,049 0,299 0,173 0,437 0,996 0,577 1,457
0,001 0,001 0,001 0,003 0,003 0,002 0,043 0,025 0,018 0,142 0,082 | 0,059
0,002 0,002 0,001 0,007 0,006 0,003 0,086 0,050 0,027 0,288 0,167 | 0,088
0,001 0,001 0,002 0,003 0,002 0,005 0,034 0,019 0,046 0,112 0,065 & 0,152
0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,002 0,017 0,010 0,016 0,056 0,032 | 0,053
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Annexe 8 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les PCB

Composés LD (ng/m?) LQ(ng/m?) LD (pg/Hg) LQ(pg/ug)
PMz25 PMaio TSP PMzs PMz1o TSP PMzs PMz1o TSP PMz25 PMz1o TSP
PCB28 0,001 0,001 0,001 0,003 0,003 0,004 0,039 0,023 0,039 0,131 0,076 0,131
PCB52 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,024 0,014 0,020 0,080 0,047 0,067

PCB101 0,001 0,001 0,002 0,003 0,003 0,005 0,040 0,023 0,047 0,134 0,077 0,157
PCB138 0,001 0,001 0,001 0,003 0,003 0,004 0,042 0,024 0,033 0,140 0,081 0,111
PCB153 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,004 0,029 0,017 0,034 0,097 0,056 0,115
PCB118 0,003 0,002 0,002 0,008 0,008 0,006 0,110 0,064 0,057 0,368 0,213 0,190
PCB180 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,009 0,005 0,011 0,029 0,017 0,036
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Composés

4-NP Mono
4-NP Di
4-OP Mono
4-OP Di
OoP
NP

Annexe 9 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les alkylphénols et alkylphénols éthoxylates

Annexes

LD (ng/m?) LQ(ng/m?) LD (pg/Hg) LQ(pg/ug)
PMz25 PMz1o TSP PMz25s PMz1o TSP PMz25s PMzio TSP PMzs PMz1o TSP
0,001 0,001 0,001 0,004 0,004 0,005 0,051 0,029 0,041 0,169 0,098 0,135
0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,025 0,014 0,015 0,083 0,048 0,051
0,025 0,024 0,015 0,083 0,081 0,048 1,095 0,635 0,428 3,651 2,116 1,426
0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,010 0,006 0,007 0,034 0,020 0,024
0,000 0,000 0,003 0,002 0,002 0,010 0,021 0,012 0,089 0,071 0,041 0,296
0,001 0,001 0,011 0,003 0,003 0,038 0,043 0,025 0,333 0,144 0,083 1,111
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Composés

Me Paraben
Et Paraben
Pr Paraben
Bu Paraben

Annexe 10 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les parabénes

Annexes

LD (ng/m?) LQ(ng/m?) LD (pg/Hg) LQ(pg/ug)
PM25s PMz1o TSP PMzs PMaio TSP PMz25 PMaio TSP PMz25 PMz1o TSP
0,001 0,001 0,010 0,004 0,004 0,032 0,054 0,031 0,284 0,179 0,104 0,946
0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,024 0,014 0,016 0,081 0,047 0,054
0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,029 0,017 0,020 0,098 0,057 0,065
0,001 0,001 0,012 0,002 0,002 0,040 0,030 0,017 0,349 0,100 0,058 1,164
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Composés

BDEZ28
BDE47
BDE100
BDE99
BDE154
BDE153

Annexe 11 : Limite de détection (LD) et de quantification (LQ) pour les PBDE

Annexes

LD (ng/mq) LQ(ng/m?) LD (pg/pg) LQ(pg/1g)
PM2s PMuo TSP PMzs PMa1o TSP PMoas PMao TSP PMzs PMa1o TSP
0,001 0,000 0,001 0,002 0,002 0,002 0,022 0,013 0,021 0,074 0,043 0,071
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,004 0,002 0,021 0,012 0,006
0,002 0,001 0,003 0,005 0,005 0,010 0,067 0,039 0,093 0,222 0,129 0,308
0,000 0,000 0,004 0,000 0,000 0,012 0,000 0,000 0,110 0,000 0,000 0,355
0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,006 0,027 0,016 0,049 0,091 0,053 0,164
0,000 0,000 0,004 0,001 0,001 0,014 0,016 0,009 0,127 0,053 0,030 0,423
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Annexe 12 : Taux de recouvrement des composés (en %)

Composés Filtre QMA Filtre fibre de verre

DMP 72,00 64,12

DEP 68,00 93,88
DNBP 85,00 103,17

BBP 110,00 55,17

DEHP 66,33 53,81

DnOP 111,33 91,36
Acenaphtene 46,67 29,81
Acenaphtylene 43,67 31,31
Naphtalene 18,67 20,02
Anthracene 88,33 78,74
Fluorene 65,33 47,21
Phenanthrene 70,67 70,67
Fluoranthene 84,67 85,92
Pyrene 85,67 84,39
Benzo_a_anthracene 59,33 61,65
Chrysene 33,00 34,66
Benzo_a_pyrene 71,33 80,37
Benzo_b_fluoranthene 66,67 65,66
Benzo_k_fluoranthene 38,00 49,02
Benzo_g_h_i_perylene 73,33 82,81
Dibenzo_a h_anthracene 99,00 133,16
Indeno_1 2 3-cd_pyrene 86,67 101,16
Bifenthrin 277,37 288,24
Permethrin 364,22 357,47
Phenothrin 118,85 114,06
Cyfluthrin 72,16 114,19
Cypermethrin 92,17 183,39
Fenvarelate 65,74 137,72
Deltamethrin 54,47 110,23
DEET 479,62 305,41

PeCB 105,05 98,15
HCB 111,40 116,76
Lindane 68,06 69,43
44'-DDE 199,92 192,78
PCB28 120,46 115,67
PCB52 94,41 88,19
PCB101 103,34 98,82
PCB138 54,24 52,37
PCB153 54,81 55,63
PCB118 65,57 66,46
PCB180 63,71 64,64
BDE28 101,99 96,09
BDEA47 95,01 88,00
BDE100 60,30 60,18
BDE99 60,34 62,34
BDE154 96,41 93,43
BDE153 117,02 140,28

4-NP Mono 102,77 36,82
4-NP Di 140,45 55,63

4-OP Mono 22,47 4,93
4-OP Di 123,13 51,78

OP 90,92 91,77

NP 94,11 100,61

Me Paraben 89,69 67,96

Et Paraben 90,26 97,25
Pr Paraben 152,74 153,95
Bu Paraben 30,73 107,26
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Annexe 13 : Extraction de la base de données EPA des résultats du test agoniste ER LUC sur cellules VM7 pour les composés étudiés

PREFERRED NAME CASRN MOLECULAR FORMULA MONOISOTOPIC MASS ToxCast Active ToxCast Total % ToxCast Active HIT CALL TOP SCALED TOP AC50 LOGAC50
(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol 27193-28-8 139 235 59 Active 90,147 4,507 0,756 -0,122
2,2',4,4'5,5'-Hexabromodiphenyl ether 68631-49-2 C12H4Br60 637,536 24 271 9 Inactive
2,2',4,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl 35065-27-1 C12H4Cl6 357,844 4 235 2 Inactive
2,2',4,4' 5-Pentabromodiphenyl ether 60348-60-9 C12H5Br50 559,626 45 271 17 Inactive
2,2',4,4'-Tetrabromodiphenyl ether 5436-43-1 C12H6Br4a0 481,715 63 291 22 Active 59,393 2,970 18,135 1,259
4-Nonylphenol 104-40-5 C15H240 220,183 202 893 23 Active 40,583 2,029 5,894 0,770
4-Nonylphenol, branched 84852-15-3 361 1127 32 Active 81,313 4,066 0,745 -0,128
4-Octylphenol 1806-26-4 C14H220 206,167 222 874 25 Active 74,878 3,744 16,315 1,213
Acenaphthene 83-32-9 C12H10 154,078 26 870 3 Inactive
Acenaphthylene 208-96-8 C12H8 152,063 31 895 3 Inactive 13,030 0,652 80,178 1,904
Anthracene 120-12-7 C14H10 178,078 52 915 6 Active 33,551 1,678 43,023 1,634
Benz(a)anthracene 56-55-3 C18H12 228,094 179 951 19 Active 80,505 4,025 32,277 1,509
Benzo(a)pyrene 50-32-8 C20H12 252,094 79 275 29 Active 41,309 2,065 34,426 1,537
Benzo(b)fluoranthene 205-99-2 C20H12 252,094 199 921 22 Active 20,493 1,025 42,481 1,628
Benzo(g,h,i)perylene 191-24-2 C22H12 276,094 19 271 7 Inactive
Benzo(k)fluoranthene 207-08-9 C20H12 252,094 64 281 23 Inactive
Benzyl butyl phthalate 85-68-7 C19H2004 312,136 108 1024 11 Active 103,696 5,185 17,841 1,251
Bifenthrin 82657-04-3 C23H22CIF302 422,126 159 1142 14 Inactive
Chrysene 218-01-9 C18H12 228,094 8 275 3 Inactive 27,322 1,366 33,166 1,521
Cyfluthrin 68359-37-5 C22H18CI2FNO3 433,065 133 1142 12 Inactive
Cypermethrin 52315-07-8 C22H19CI2NO3 415,074 160 1180 14 Inactive 16,603 0,830 26,711 1,427
DEET 134-62-3 C12H17NO 191,131 29 923 3 Inactive
Deltamethrin 52918-63-5 C22H19Br2NO3 502,973 107 705 15 Inactive
Di(2-ethylhexyl) phthalate 117-81-7 C24H3804 390,277 103 1150 9 Inactive
Dibenz(a,h)anthracene 53-70-3 C22H14 278,110 66 691 10 Inactive
Diethyl phthalate 84-66-2 C12H1404 222,089 11 880 1 Inactive 12,899 0,645 91,714 1,962
Diisobutyl phthalate 84-69-5 C16H2204 278,152 105 905 12 Inactive 18,663 0,933 25,496 1,406
Diisodecyl phthalate 26761-40-0 14 749 2 Inactive
Diisononyl phthalate 28553-12-0 17 618 3 Inactive
Dimethyl phthalate 131-11-3 C10H1004 194,058 18 971 2 Inactive 15,465 0,773 75,479 1,878
Di-n-octyl phthalate 117-84-0 C24H3804 390,277 28 886 3 Inactive
Ethylparaben 120-47-8 C9H1003 166,063 33 891 4 Active 149,123 7,456 27,194 1,434
Fluoranthene 206-44-0 C16H10 202,078 113 947 12 Active 54,794 2,740 61,503 1,789
Fluorene 86-73-7 C13H10 166,078 30 916 3 Inactive
Hexachlorobenzene 118-74-1 C6Cl6 281,813 0 235 0 Inactive
Isobutylparaben 03-02-4247 C11H1403 194,094 41 235 17 Active 235,239 11,762 9,152 0,962
Lindane 58-89-9 C6H6CI6 287,860 97 975 10 Inactive
Methylparaben 99-76-3 C8H803 152,047 24 875 3 Active 24,476 1,224 42,312 1,626
p,p'-DDE 72-55-9 C14H8Cl4 315,938 259 1035 25 Active 35,011 1,751 29,349 1,468
Pentachlorobenzene 608-93-5 C6HCI5 247,852 29 617 5 Inactive
Permethrin 52645-53-1 C21H20CI203 390,079 134 1146 12 Inactive
Phenanthrene 85-01-8 C14H10 178,078 80 976 8 Inactive
Phenothrin 26002-80-2 C23H2603 350,188 55 666 8 Inactive
Propylparaben 94-13-3 C10H1203 180,079 126 964 13 Active 196,055 9,803 17,104 1,233
Pyrene 129-00-0 C16H10 202,078 86 988 9 Inactive
sec-Butylparaben 17696-61-6 C11H1403 194,094 52 401 13 Active 200,291 10,015 6,976 0,844
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Annexe 14 : Extraction de la base de données EPA des résultats du test antagoniste AR LUC sur cellules MDA-KB2 pour les composés étudiés

PREFERRED NAME CASRN MOLECULAR FORMULA MONOISOTOPIC MASS ToxCast Active ToxCast Total % ToxCast Active HIT CALL TOP SCALED TOP AC50 LOGAC50
Chrysene 218-01-9 C18H12 228,094 8 275 3 Inactive
Anthracene 120-12-7 C14H10 178,078 52 915 6 Inactive
Benzo(b)fluoranthene 205-99-2 C20H12 252,094 199 921 22 Inactive 23,470 0,785 2,332 0,368
Benzo(k)fluoranthene 207-08-9 C20H12 252,094 64 281 23 Inactive 24,877 0,832 1,942 0,288
Di-n-octyl phthalate 117-84-0 C24H3804 390,277 28 886 3 Inactive
Cypermethrin 52315-07-8 C22H19CI2NO3 415,074 160 1180 14 Inactive
Benzo(a)pyrene 50-32-8 C20H12 252,094 79 275 29 Active 69,012 2,309 0,571 -0,243
Hexachlorobenzene 118-74-1 C6Cle 281,813 0 235 0 Inactive
Lindane 58-89-9 C6H6CI6 287,860 97 975 10 Inactive 28,702 0,960 53,316 1,727
DEET 134-62-3 C12H17NO 191,131 29 923 3 Inactive
2,2',4,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl 35065-27-1 C12H4Cl6 357,844 4 235 2 Inactive
Benzyl butyl phthalate 85-68-7 C19H2004 312,136 108 1024 11 Inactive
Acenaphthene 83-32-9 C12H10 154,078 26 870 3 Inactive
Dimethyl phthalate 131-11-3 C10H1004 194,058 18 971 2 Inactive
Acenaphthylene 208-96-8 C12H8 152,063 31 895 3 Inactive
Fluoranthene 206-44-0 C16H10 202,078 113 947 12 Inactive 23,824 0,797 59,409 1,774
Pyrene 129-00-0 Cl6H10 202,078 86 988 9 Inactive
2,2',4,4'-Tetrabromodiphenyl ether 5436-43-1 C12H6Br40 481,715 63 291 22 Inactive
Isobutylparaben 03-02-4247 C11H1403 194,094 41 235 17 Inactive 34,561 1,157 88,891 1,949
Diisononyl phthalate 28553-12-0 17 618 3 Inactive
Propylparaben 94-13-3 C10H1203 180,079 126 964 13 Inactive
Methylparaben 99-76-3 C8HB03 152,047 24 875 3 Inactive
Diisodecyl phthalate 26761-40-0 14 749 2 Inactive
2,2',4,4',5,5'-Hexabromodiphenyl ether 68631-49-2 C12H4Br60 637,536 24 271 9 Inactive
Di(2-ethylhexyl) phthalate 117-81-7 C24H3804 390,277 103 1150 9 Inactive
Benz(a)anthracene 56-55-3 C18H12 228,094 179 951 19 Inactive
Benzo(g,h,i)perylene 191-24-2 C22H12 276,094 19 271 7 Inactive
4-Nonylphenol, branched 84852-15-3 361 1127 32 Inactive 20,281 0,679 41,080 1,614
4-Nonylphenol 104-40-5 C15H240 220,183 202 893 23 Inactive
Cyfluthrin 68359-37-5 C22H18CI2FNO3 433,065 133 1142 12 Inactive
sec-Butylparaben 17696-61-6 C11H1403 194,094 52 401 13 Inactive
Naphthalene-2-sulfonic acid 120-18-3 C10H803S 208,019 20 430 5 Inactive
Phenanthrene 85-01-8 C14H10 178,078 80 976 8 Inactive
(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol 27193-28-8 139 235 59 Active 34,971 1,170 47,013 1,672
Diethyl phthalate 84-66-2 C12H1404 222,089 11 880 1 Inactive
Pentachlorobenzene 608-93-5 C6HCI5 247,852 29 617 5 Inactive
Phenothrin 26002-80-2 C23H2603 350,188 55 666 8 Inactive
Deltamethrin 52918-63-5 C22H19Br2NO3 502,973 107 705 15 Inactive
Permethrin 52645-53-1 C21H20CI203 390,079 134 1146 12 Inactive
Fluorene 86-73-7 C13H10 166,078 30 916 3 Inactive
Bifenthrin 82657-04-3 C23H22CIF302 422,126 159 1142 14 Inactive
p,p'-DDE 72-55-9 C14H8Cl4 315,938 259 1035 25 Inactive
Dibenz(a,h)anthracene 53-70-3 C22H14 278,110 66 691 10 Inactive
4-Octylphenol 1806-26-4 C14H220 206,167 222 874 25 Inactive
Diisobutyl phthalate 84-69-5 C16H2204 278,152 105 905 12 Inactive
Ethylparaben 120-47-8 C9H1003 166,063 33 891 4 Inactive
2,2',4,4' 5-Pentabromodiphenyl ether 60348-60-9 C12H5Br50 559,626 45 271 17 Inactive
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Annexes

Annexe 15 : Extraction de la base de données EPA des résultats du test agoniste AhR LUC sur cellules CALUX-AQR pour les composés étudiés

PREFERRED NAME CASRN MOLECULAR FORMULA MONOISOTOPIC MASS ToxCast Active ToxCast Total % ToxCast Active HIT CALL TOP SCALED TOP AC50 LOGAC50
Anthracene 120-12-7 C14H10 178,078 52 915 6 Inactive 15,984 0,799 43,961 1,643
Di-n-octyl phthalate 117-84-0 C24H3804 390,277 28 886 3 Inactive
Cypermethrin 52315-07-8 C22H19CI2NO3 415,074 160 1180 14 Inactive
Hexachlorobenzene 118-74-1 C6Cl6 281,813 0 235 0 Inactive
Lindane 58-89-9 C6H6CI6 287,860 97 975 10 Inactive
DEET 134-62-3 C12H17NO 191,131 29 923 3 Inactive
2,2',4,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl 35065-27-1 C12H4Cle 357,844 4 235 2 Inactive
Benzyl butyl phthalate 85-68-7 C19H2004 312,136 108 1024 11 Inactive 3,815 0,191 34,796 1,542
Acenaphthene 83-32-9 C12H10 154,078 26 870 3 Inactive
Dimethyl phthalate 131-11-3 C10H1004 194,058 18 971 2 Inactive
Fluoranthene 206-44-0 C16H10 202,078 113 947 12 Inactive 4,305 0,215 52,123 1,717
Pyrene 129-00-0 C16H10 202,078 86 988 9 Inactive
2,2',4,4'-Tetrabromodiphenyl ether 5436-43-1 C12H6Br4a0 481,715 63 291 22 Inactive 10,522 0,526 29,684 1,473
Diisononyl phthalate 28553-12-0 17 618 3 Inactive
Propylparaben 94-13-3 C10H1203 180,079 126 964 13 Inactive
Methylparaben 99-76-3 C8H803 152,047 24 875 3 Inactive
Diisodecyl phthalate 26761-40-0 14 749 2 Inactive
2,2',4,4',5,5'-Hexabromodiphenyl ether 68631-49-2 C12H4Br60 637,536 24 271 9 Inactive
Di(2-ethylhexyl) phthalate 117-81-7 C24H3804 390,277 103 1150 9 Inactive
Benzo(g,h,i)perylene 191-24-2 C22H12 276,094 19 271 7 Inactive 9,817 0,491 0,379 -0,421
4-Nonylphenol, branched 84852-15-3 361 1127 32 Inactive
4-Nonylphenol 104-40-5 C15H240 220,183 202 893 23 Inactive
Cyfluthrin 68359-37-5 C22H18CI2FNO3 433,065 133 1142 12 Inactive 12,200 0,610 27,353 1,437
Phenanthrene 85-01-8 C14H10 178,078 80 976 8 Inactive
(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol 27193-28-8 139 235 59 Inactive
Diethyl phthalate 84-66-2 C12H1404 222,089 11 880 1 Inactive 7,598 0,380 48,345 1,684
Pentachlorobenzene 608-93-5 C6HCI5 247,852 29 617 5 Inactive
Phenothrin 26002-80-2 C23H2603 350,188 55 666 8 Inactive 6,382 0,319 56,682 1,753
Deltamethrin 52918-63-5 C22H19Br2NO3 502,973 107 705 15 Inactive
Permethrin 52645-53-1 C21H20CI203 390,079 134 1146 12 Inactive 6,544 0,327 133,995 2,127
Fluorene 86-73-7 C13H10 166,078 30 916 3 Inactive
Bifenthrin 82657-04-3 C23H22CIF302 422,126 159 1142 14 Inactive 4,280 0,214 45,078 1,654
p,p'-DDE 72-55-9 C14H8cCl4 315,938 259 1035 25 Inactive 7,383 0,369 0,004 -2,403
4-Octylphenol 1806-26-4 C14H220 206,167 222 874 25 Inactive
Diisobutyl phthalate 84-69-5 C16H2204 278,152 105 905 12 Inactive
Ethylparaben 120-47-8 C9H1003 166,063 33 891 4 Inactive 3,948 0,197 24,622 1,391
2,2',4,4' 5-Pentabromodiphenyl ether 60348-60-9 C12H5Br50 559,626 45 271 17 Inactive 15,886 0,794 58,466 1,767
Acenaphthylene 208-96-8 C12H8 152,063 31 895 3 Active 76,269 3,813 91,519 1,962
Benz(a)anthracene 56-55-3 C18H12 228,094 179 951 19 Active 216,014 10,801 9,313 0,969
Benzo(a)pyrene 50-32-8 C20H12 252,094 79 275 29 Active 73,861 3,693 2,711 0,433
Benzo(b)fluoranthene 205-99-2 C20H12 252,094 199 921 22 Active 76,563 3,828 0,498 -0,303
Benzo(k)fluoranthene 207-08-9 C20H12 252,094 64 281 23 Active 77,950 3,897 0,013 -1,896
Chrysene 218-01-9 C18H12 228,094 8 275 3 Active 77,946 3,897 7,862 0,896
Dibenz(a,h)anthracene 53-70-3 C22H14 278,110 66 691 10 Active 71,945 3,597 0,055 -1,261
Isobutylparaben 03-02-4247 C11H1403 194,094 41 235 17 Inactive 4,960 0,248 23,308 1,368
sec-Butylparaben 17696-61-6 C11H1403 194,094 52 401 13 Active 23,171 1,159 38,401 1,584
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Annexe 16 : Concentrations en HAP dans les TSP en saison froide (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ
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2,8
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1,6
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1,2
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0,5
0,5
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038
03
04
02
04
06
1,0
1,1
1,6
3,0
31
36
32
2,3
36
33
39
3.2
5.8
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0,9
2,5
2,9
41
36
4,6
4,4
41
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Annexe 17 : Concentrations en HAP dans les TSP en saison chaude (en pg/ug)
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Annexe 18 : Concentrations en phtalates dans les TSP en saison froide (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ
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3,2
4,4
2,7
6,4
09
1,2
1,1
1,1
1,2
0,6
1,2
0,9
09
1,5

6,2
0,4
0,5

3,0
3,1
3,1
2,9
15
2,5

3,1
1,2
19
1,6
038
7,0
2,2
1,1
21

3.2
1,4

256

DEHP
99,4
109,8
103,0
114,1
54,4
70,9
63,6
83,0
101,7
65,0
111,5
84,6
26,8
106,7
76,6
127,2
83,7
69,1
129,8
9,5
264,5
207,1
181,1
170,9
174,6
200,0
205,4
267,4
116,5
164,2
155,7
132,4
146,8
137,5
78,6
118,8
151,4
104,5
143,0
137,8
56,9
64,5

61,3
76,4
84,2
67,5
55,6

DEP
9,4
36,8
12,9
14,7
5,2
5,7
53
14,7
13,3
7,7
9,3
8,6
13,5
15,8
6,7
15,7
38
3,7
43
15,9
6,4
6,2
6,1
5,7
7,4
6,2
7,5
9,9
9,9
17,6
10,0
85
9,2
14,3
4,4
6,5
14,5
11,4
9,3
11,9
84
9,5
9,1
8,0
8,1
10,9
8,1
21,5
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9,3
112,3
93,3
133,9
97,7
109,1
116,9
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59,2
37,0
71,8
51,8
53,8
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20,7
12,9
33,3
53,1
40,2
29,0
59,2
53,9
82,2
112,8
52,3
63,9
69,7
57,0
73,3
67,1
105,3
135,4
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146,2
82,6
121,4
72,8
26,9
17,2
19,6
17,7
22,1
24,9
24,2
26,4
37,8
15,1
33

DMP
03
0,6
0,5
0,7
03
03
04
03
04
0,2
03
03
04
0,6
02
0,9
0,2
0,3
03
0,6
04
04
04
04
03
0,4
04
0,7
02
03
04
03
0,4
03
0,2
03
04
07
0,6
0,8
0,7
0,5
1,6
0,3
02
0,2
0,5
04

DnBP
31,0
36,1
29,0
50,5
61,0
69,5
73,2
76,0
69,6
47,6
87,6
83,8
33,9
30,1
11,5
6,9
21,0
27,5
19,3
52,4
46,9
32,5
49,3
72,7
35,5
32,8
34,8
40,0
32,5
28,5
24,3
59,2
60,5
39,2
21,5
34,3
40,2
14,0
5.2
9,9
8,1
8,8
2,9
9,6
8,9
12,3
56
16
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Annexe 19 : Concentrations en phtalates dans les TSP en saison chaude (en pg/ug)
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14,7
2,1
3,2
3.2

1,5

1,9
3,0
9,5
2,1
1,3
5,2
7,6
3,5
2,7
6,0
48
5,7

10,6

21,9

20,8

12,1

14,3

24,0

18,2

16,2

31,1

39,6

21,2

28,3

30,0
6,2
8,4
78
7,5
2,2
5,9
2,6
37
7,1
8,1
4,0
6,7

25,7

58,9

47,1

60,5

257

DEHP
609,5
89,0

122,8
151,
677,5
74,9

77,9
81,2
360,8
79,4
47,9
390,4
360,8
288,5
286,0
477,2
381,5
578,6
507,3
583,9
771,0
546,9
687,5
792,5
684,3
534,7
1077,1
2643,4
1724,6
876,9
1237,5
114,6
142,6
114,8
169,0
91,5
885,1
1557,4
1848,2
582,4
617,3
294,5
5253
355,4
545,7
408,6
426,3

DEP
2100,7
163,0
598,8
388,3
334,9
11,3

133,5
699,3
2845,1
369,8
672,1
431,1
761,0
128,8
377,2
19,2
15,6
35,2
87,2
21,1
25,6
15,9
18,6
40,6
15,1
21,2
31,4
73,4
54,3
25,6
26,7
34,4
13,1
24,5
27,4
132,8
317,9
230,9
244,2
86,7
41,6
26,8
260,6
26,5
28,3
16,2
15,8

DiBP
811,7
196,1
157,6
243,7

76,4

144,6
136,7

912,6
283,7
7213
281,5
568,3
349,3
107,5

6,8
911,8
211,8
269,4
197,7
169,5
198,6

78,6

16,4

49,2
115,3
139,2
209,4

98,1
116,9
323,0
261,0
238,4
282,6
354,2

37335
856,1

2747,6
1036,8

3505,5

2078,9
513,0
329,9
765,7
317,2
390,5

DMP
92,0
0,6
1,2
1,7

02
94,8
1,3
1,1

78

1,1
3,9
1,8
038
0,5
0,4
0,4
0,5
04
05
08
07
1,1
01
0,5
1,4
1,1
2,8
07
07
0,6
0,5
0,6
0,5

26,1
11,5
2,9
0,4

0,7
1,6

05
07
04

DnBP
519,3
134,2
157,3
176,1
6,1
50,7

74,7
79,5
1412,2
598,7
163,9
586,9
193,0
488,0
256,6
105,4
80,5
1121,4
217,8
2259
205,2
167,3
201,2
68,5
26,2
41,9
92,3
114,3
163,3
80,9
89,5
174,8
159,1
142,4
169,8
3198
3711,7
666,3
2347,9
552,4
2298,4
1332,1
280,5
184,3
467,8
190,2
228,4
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DnOP

37

37

29
1,1
1,7

81
6,5
&9

6,5

54
53

7,4
7,5

09
08

3,9
11
2,4
1,9
2,0
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Hivll
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Annexe 20 : Concentrations en PBDE et PCB dans les TSP en saison froide (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

BDE_100

0,2
0,2

0,3
05

01
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BDE_153
04

06
0,5

09

0,4

1,7
2,2
1,2
1,2
4,1

6,1

BDE_154

0,8

0,5

BDE_28

BDE_47

0,0
0,0

01
01
0,4
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BDE_99

0,3

0,7
0,7

04
05

PCB_101

0,1

PCB_118

0,2

PCB_138

0,2

PCB_153

0,2
0,1

PCB_180

0,2
0,1

0,1

0,1
0,0

0,1

PCB_28

0,1

0,1
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PCB_52
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0,2
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Annexe 21 : Concentrations en PBDE et PCB dans les TSP en saison chaude (en pg/ug)
les cellules vides correspondenta <LD , les valeurs italiques <LQ
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Froide
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P15

Champ
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Annexe 22 : Concentrations en pesticides dans les TSP en saison froide (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD, les valeurs italiques <LQ

N° 44-DDE Bifenthrin Cyfluthrin Cype;‘rr‘nethr DEET Deltanmethrl Fenvarelate HCB Lindane PeCB
1

2 3,1
3

4

1

2 0,1
3

4 0,1 0,0
1

2

3

4

1 5,2 18,0
2 2,2 23,1
3

4 50,8
1

2

3

4

1

2

3 29
4 41
1

2

3

4

1

2 6,5
3 12,1
4 8,9
1 13,8
2 9,2
3

4 12,6
1

2 33,8
3 40,2
4

1

2

3

4

1

2

3

4
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Annexe 23 : Concentrations en pesticides dans les TSP en saison chaude (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD, les valeurs italiques <LQ
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DEET

11,2
1,7
3,0
4,2

2,0
3,1
83
3.2
0,9
1,7
5,0
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11,2
6,5
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6,1

10,6

83
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12,8
15,4
14,8
12,5
27,9
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21,2
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Deltamethri
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Type
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Saison

Froide

Annexe 24 : Concentrations en parabénes, alkylphénols et alkylphénols éthoxylates dans les TSP en saison froide (en pg/ug)

Place

P13

P15

Champ

Ech.

Hivl

Hiv2

Hiv3

Hiv4

Hiv5

Hive

Hiv7

Hiv8

Hiv9

Hiv10

Hivll

Hiv12
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les cellules vides correspondent a <LD, les valeurs italiques <LQ

Bu Paraben

Et Paraben

0,7
03

0,3

0,3

02
02
0,2
02
0,2

0,3
0,2

0,3
0,2
0,2

0,2
0,1
0,0

0,1
0,1
0,1
0,0
0,1
0,1
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Me Paraben
9,7
9,3
19,2
13,5
5,9
5,6
5,9
5,1
29
1,7
a1
2,8
6,6
4,4
5,6
7,4

10,5
8,4
76
5.7
1,9
33
45
6,5
1,6

2,7

3,9
2,1
2,7

4,2
2,1

2,1

3,9

41

87

08
1,7

1,1

1,0

1,5

1,0

1,7

1,4

Pr Paraben

1,1

0,2

0,1

0,1

01
01
01
01
01
01
01

0,1

0,1

0,0

0,0
0,1

NP
8,1
6,6
45
5,0
4,7

43
5,7
54
41
7,0
5,1
3,9
38
2,1
4,7

6,1
53
59
5,1
11,9
7,2
9,5
10,7
7,7
6,3
6,2
48
11,6
15,4

11,3

8,7
9,4
7,6
2,6
3,2
3,9
3,4
33
3,1
3,1
28

op
0,2

0,1

0,3

0,2
0,2

1,2
1,7

14
1,8

0,4
1,0

0,6

5,0

0,6

0,6

0,2

0,2

0,7

19

4-NP Mono

4-0P Di
0,1
0,2
0,2
0,2
03

0,3

0,2
0,1
0,4
03
0,6
08
0,4
0,6

0,8
6,9
14
0,4
9,6
4,5

2,3
2,6

01
01
0.2
0.2
0.2
0.2
01
0.2
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Annexe 25 : Concentrations en parabénes, alkylphénols et alkylphénols éthoxylates dans les TSP en saison chaude (en pg/ug)
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les cellules vides correspondent a <LD, les valeurs italiques <LQ

Bu Paraben
5,8
3,2
1,7

1,3

0,5
0,5
0,5

3,0

Et Paraben
1,4
0,3
0,3
0,3
0,4
0,1

0,1
04
1,2
03
0,2
0,2
0,5
03
03
3,0
2,0
33
2,5
03
03
0,4
07
0,9
0,7
2,7
1,8

15,7

2,1

1,4
33

0,1

0,2

0,2

0,2

0,0

0,1

01

01

0,2

04

0,1

0,5

01

0,1

01

0,1
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Me Paraben
29,5
2,2
8,0
3,4
6,8
2,2

2,1
2,6
12,4
1,9
0,9
7,9
14,5
4,0
2,3
12,0
34
55
15,8
6,9
3,1
38
33
73
4,0
45
5,1
21,7
9,2
7,2
6,9
33
5,6
5,0
7,9
08
2,0
1,5
2,4
2,0
2,7
08
3,6
1,7
1,2
1,2
2,5

Pr Paraben
1,1
1,8

0,0
0,2

0,2
0,1
0,2
1,1

0,1
0,1
0,3
03
1,5
04

04
01
02
01
02
01
0.2
01
02
02
34
0,9
05
01
01
01
01

NP
20,2
2,1
7,0
4,9
15,7
4,9

3,5
5,7
33,2
58
38
55
16,2
59
3,9
1,4
1,0
1,8

1,0
15

11

18
11
1,0

opP

36
1,9

26
3,5

1,6
2,1

1,7
6,2
45

11,2
9,9
2,9
1,8

1,4

1,5

2,2

2,3

2,2

3,1

11,0
3,0
2,9

2,6
2,6
4,2
8,5
37,4
13,0
47,1
3,0
6,7
2,1
11,9

3,6
2,8

4-NP Mono

4-0P Di
38
0,7
08
1,0
1,1
0,4

0,5
0,4
2,5
03
0,4
1,0
1,5
0,7
0,5
0,2
0,2

0,2

0,1

0,3
0,1

0,4
03
03
0,4
0,6
1,6
1,2
1,6
0,9
1,0
0,4
1,1
0,7
1,0
0,7
08
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4-OP Mono
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Annexe 26 : Concentrations en HAP dans les PMag (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

Benzo_a Benzo_b Benzo_g Benzo_k Dibenzo Indeno_
. o Acenaph Acenaph Anthrac = Benzo_a - N - Chrysen _a Fluorant 123- Naphtal Phenant
Type Saison Place Ech. N _anthrac _fluoran _h_i_per _fluoran Fluorene Pyrene
tene tylene ene _pyrene e h_anthr hene cd_pyre ene hrene
ene thene ylene thene
acene ne
1 0,1 0,6 4,7 4,7 6,0 87 iy 1,0 4,3 0,2 52 0,2 2,6 4,6
) 2 0,2 0,7 53 5,1 6,6 4,0 1,9 45 1,1 5,0 0,2 5,5 03 2,9 5,2
Hiv2 3 0,2 0,5 4,7 53 6,3 4,5 49 4,2 il 4,3 0,2 6,0 04 2,6 4,7
- 4 0,6 3,9 3,4 a4 2,8 1,3 33 0,7 3,7 0,4 3,6 2,5 4,0
1 0,5 0,8 1,9 1,3 06 06 0,2 09 1,7 1,4 1,1
Hiv3 2 0,6 1,1 23 1,7 0,6 0,7 0,3 1,1 0,1 2,2 0,1 2,5 13
3 0,9 1,6 35 2,5 1,0 1,0 0,5 1,5 0,1 32 5,8 1,8
4 0,3 0,8 15 3,2 2,4 1,0 1,0 0,4 1,3 0,1 31 0,1 15 1,6
1 0,1 0,4 53 9,4 14,6 9,4 3,8 3,2 46 0,2 15,6 0,2 33 46
. 2 0,2 0,7 7,2 15,9 26,1 17,8 6,1 10,2 5,8 5,4 0,2 27,9 0,3 3,6 5,4
3 0,2 0,6 5,8 11,0 17,0 11,4 4,4 3,8 5,0 0,2 19,9 0,2 33 5,4
) 4 0,2 0,7 7,4 15,3 23,6 15,7 5,8 5,0 5,6 0,2 25,9 0,3 3,6 5,8
Froide P15
1 0,2 0,8 0,7 13 0,7 i3 0,3 1,0 0,8 0,1 0,6 09
) 2 0,3 46 8,6 13,9 8,8 3,8 10,2 2,1 6,4 0,1 11,1 2,9 6,4
Al 3 0,3 43 83 13,7 7,6 3,5 8,7 2,0 6,6 01 10,6 0,1 2,6 5,7
4 0,5 8,1 11,5 20,5 10,4 5,4 15,6 2,8 10,5 0,1 14,1 0,1 4,0 9,8
1 0,2 0,8 46 5,5 6,7 26 1,7 45 0,8 3,0 0,1 4,2 02 4,0 3,1
Hiva 2 0,2 0,9 5,5 6,3 8,1 2,7 2,1 5,5 0,7 2,9 0,2 4,2 0,2 4,7 3,6
3 04 4.8 10,7 12,3 58 36 52 1,6 1,8 01 9,4 36 2,8
Champ 4 0,5 4,3 8,9 8,9 4,9 2,6 4,4 1,6 2,2 8,4 36 2,8
1 0,1 2,2 5,0 g2 1,6 14 2,0 2,0 0,6 i3
Hivil 2 0,9 2,1 13 12 0,2 08 01 1,2 0,6 09
3 11 1,7 11 1,0 0,2 1,2 0,7 11
PMuo 4 1,6 0,9 1,0 1,0 0,9 0,2 1,0 0,1 0,9 1,1
1 2,8 53 15 7.8 21,4 32,8 54 14,7 3,8 29,7 3,0 25,5 30,5 32,6
Ete2 2 0,5 0,3 0,6 23 3,2 0,5 13 0,3 2,7 0,3 2,5 0,2 37 33
3 0,1 0,3 0,6 0,4 0,6 2,7 3,9 0,6 15 0,4 3,4 0,5 31 15 4,3 39
P15 4 0,1 04 0,3 0,4 1,8 2,5 0,4 1,0 0,3 2,2 0,3 2,0 0,1 3,0 2,5
1 1,9 1,0 3,0 4,7 1,6 2,6 5,1 2,4 9,4 6,2
- 2 0,9 1,6 0,3 1,1 1,5 03 07 01 1,7 01 1,1 2,7 2,1
3 1,5 0,7 11 04 0,5 1,2
4 0,8 1,3 0,3 0,7 1,1 0,3 0,6 0,1 1,3 0,2 08 0,1 2,6 1,8
1 03 02 0,1 01 01 06 0,5 06 0,9
2 2 0,4 0,3 0,1 0,1 0,1 04 0,4 0,5 0,6
3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,3 0,5
4 0,2 0,1 0,1 04 0,5 04 0,6
Chaude Champ 1 01 03 02 02 05
2 0,1 0,1 04 0,2 0,3 0,6
Ete7
3 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 04
4 0,1 0,1 04 03 0,2 0,6
1 01 0,5 0,4 03 0,4 0,9 1,7 01 0,3 3,9 1,5
— 2 01 0,5 0,3 0,3 0,3 0,8 15 01 0,2 0,2 2,9 1,4
3 01 0,4 0,2 0,2 03 07 1,4 0,2 24 1,3
P8 4 01 0,3 0,2 0,2 0,3 0,6 1,2 0,2 2,6 1,1
1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,9 03 0,7 0,7
R 2 0,1 0,3 03 02 1,0 03 08 09
3 01 0,2 0,2 0,1 0,7 0,2 0,1 0,6 0,6
4 0,1 02 03 02 09 0,1 03 0,1 06 08
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Annexe 27 : Concentrations en phtalates dans les PM1o (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

Z

PBWNREWONRAEWNREWNRAEWNREWNREWNRAEWNRDEWNRDEWNRDEWNRRWNR

BBP
56
5,7
45
4,9
1,8
2,9
2,1
1,9
53
5,7
6,5
4,6

45,9
2,4
2,6
34

16,8
49
2,0
2,2
3,7
7,6

10,6
7,2

134,2

19,2

21,5

13,2

51,9

20,7

11,0

15,0

24,2

23,5

22,7

23,1

10,1
9,5

10,1

16,8

11,2

11,3
9,4
8,3

26,3

41,7

22,7

2,4

265

DEHP
67,0
68,7
66,0
56,8
61,4
78,0
97,7
90,1
103,9
152,4
107,6
125,1
76,7
89,5
95,0
84,2
23,5
82,8
70,5
66,0
38,1
36,2
44,3
38,3
1180,7
167,5
186,5
120,3
740,5
219,0
132,4
178,5
4445
393,7
296,9
321,3
599,6
554,7
470,4
623,3
176,6
153,0
128,0
103,8
107,6
139,6
100,3
106,0

DEP
9,9
5.8

12,2
5,9
15,8
12,1
83
6,0
3.2
3,7
2,7
2,6
51
3,4
41
5,2
2,8
3.2
1,5
1,7
73
6,7
6,1
23,3
1494,3
188,5
166,0
161,3
2155,4
404,3
251,5
248,0
23,0
9,3
9,6
19,4
9,4
11,3
7,8
12,2
36,2
122,3
87,9
71,0
6,4
97,9
78,1
6,1

DiBP
348,3
337,5
372,3
194,3
128,7
151,8
139,0
140,6
59,6
73,6
92,2
100,3
45,4
145,5
174,7
238,7
30,7
46,6
25,3
63,0
54,3
37,8
20,7
27,2
1692,8
260,0
327,5
168,5
1268,2
294,4
185,5
183,4
116,2
102,4
92,3
95,8
34,8
73,6
26,8
57,5
54,3
98,8
34,4
31,6
171,3
206,3
157,2
127,6

DMP
04
0,5
04
1,2
02
04
03
03
03
0,4
03
03
0,6
0,2
0,2
0,3
02
03
02
01
04
1,1
04
04
11,4
1,4
1,2
1,2
59
1,1
1,3
1,1
0,7
0,4
03
03
03
03
03
0,4
1,6
41
1,5
1,2
03
03
0,2
04

DnBP
308,6
281,4
320,6
158,2
240,6
228,1
211,2
192,2

67,4
76,0
98,6
106,1
134,7
105,5
110,6
179,0
28,1
35,0
17,9
26,3
29,5
35,1
73
9,9

1740,7
245,5
303,4
164,7

1608,7
3304
203,7
181,5
174,3

80,7
88,9
98,8
28,3
48,7
17,4
35,2
62,9
125,8
48,5
48,5
152,5
186,3
139,9
113,1
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1,2
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1,3

0,9

1,3

17

08

12

12,7
1,4
1,6
08

7,0
1,8
3,0
2,2
4,7

4,9

10,2

1,8
1,2
1,5
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Annexe 28 : Concentrations en PBDE et PCB dans les PM1 (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ
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0,2
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0,0
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Annexe 29 : Concentrations en pesticides dans les PMio (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

44-DDE

0,2

0,0

Bifenthrin

Cyfluthrin

Cypermethr
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DEET

52,2
54,7
54,1
48,6
10,2
21,8
16,0
14,0

6,6

6,6
59
47,8
11,7
15,5
25,7
2,0

16,8
67,8
13,3
52,5
6,8
46
6,8
17,0
5,9
34
58

3,8
5,7
6,1
1,5

4,5
49
4,3
49
15,6
19,5
9,1
25,7

Deltamethri
n

Fenvarelate

HCB Lindane PeCB Permethrin

38

24,0

32
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Type

PM1o

Saison

Froide

Chaude

Annexe 30 : Concentrations en parabénes, alkylphénols et alkylphénols éthoxylates dans les PM1o (en pg/ug)

Place

P13

P15

Champ

P15

Champ

P13

Ech.

Hiv2

Hiv3

Hive

Hiv8

Hiv9

Hivll

Ete2

Ete4

Ete5

Ete7

Etel0

Etel2

Z
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les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

Bu Paraben

0,1

0,1

0,0

0,0

1,8
9,0
0,2

03
0,6
01
0,1
1,2
1,6
1,3
0,6
0,2
01
01

Et Paraben
1,5

6,8
1,6
0,7

0,5
03
0,6
03
03
0,2

0,2
0,2
0,2
0,1

02
0,0
01
01
13
02
0,9
02
1,0
02
02
02
44
21
26
3,1
038
038
038
06
01
01
01
0,0
01

0,1
0,1
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Me Paraben
9,8
19
20,2
9,0
2,3
0,3
3,1
3,7
7,6
10,6
8,38
7,2
5,7
23
2,5
2,2
33
4,9
2,2
2,3

1,4
0,9
1,5

19,5
6,5
8,6
7,2

20,4
55

2,7
41

14,7
9,5
6,9
83
3,9
35
48
34
1,0
1,4
08
0,6
1,9
08
1,2
0,7

Pr Paraben

0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1

0,1

0,0
0,0

02
0,2
04
0,3
0,2
03

0,1
0,1
0,1
0,0
0,1

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

NP
1,4
1,9
16
1,5
1,1
1,5
1,8
1,6
2,3
3,0
1,3
1,6
3,5
1,9

1,9
3,1
3.2

32
28
2,7
1,6
2,0

26,8
3,6
3,5

22

14,1
43

2,7
2,7

11,4
6,6
83
3,9
08

0,7

opP

0,2

4,0
07

1,0

0,6

1,5

1,7
1,1
1,1
13

03
0,9
1,0
13
1,1
1,4
56
8,2
35
2,9
1,1
1,9

4-NP Mono

4-0P Di
0,4
0,5
0,4
0,4
0,2
03
03
03

0,7
1,6
1,7
1,3

0,9

02
03
02
02
43
0,6
07
05
1,7
09
05
06
01

01
0,1

0,1
0,4
0,4
03
03
0,4
0,4
03
03
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4-OP Mono
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Annexe 31 : Concentrations en HAP dans les PM. s (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

Benzo_a Benzo_b Benzo_g Benzo_k Dibenzo Indeno_
. o Acenaph Acenaph Anthrac = Benzo_a - N - Chrysen _a Fluorant 123- Naphtal Phenant
Type Saison Place Ech. N _anthrac _fluoran _h_i_per _fluoran Fluorene Pyrene
tene tylene ene _pyrene e h_anthr hene cd_pyre ene hrene
ene thene ylene thene
acene ne

1 0,2 0,9 13 2,4 2,1 0,7 235 0,4 42 01 2,1 12 2,6
) 2 0,1 0,2 0,4 1,4 1,9 4,0 3,2 1,0 4,2 0,5 1,9 0,2 33 04 1,6 4,0
Hivl 3 0,1 0,2 0,7 2,5 4,1 9,4 6,8 %5 7,9 1,0 3,5 03 6,8 3,4 7,5
- 4 0,2 0,5 0,9 3,7 57 11,0 8,4 3,0 11,0 1,3 5,1 0,5 9,2 1,1 47 11,3
1 03 0,7 0,9 1,8 2,1 0,4 1,9 0,3 1,1 0,2 1,6 1,7 2,7
Hiva 2 0,4 16 0,3 0,7 0,7 0,2 19 0,1 1,0 0,5 0,5 1,0 19 2,5
3 01 0,2 0,5 1,0 1,1 1,6 1,9 0,6 2,3 0,5 1,2 0,3 1,6 0,5 2,0 3,2
4 0,7 2,9 2,8 4,1 6,7 16 8,0 1,7 6,3 15 4,8 3,8 7,8 10,1
1 1,4 1,6 2,6 36 4,4 2,9 1,3 5.9 0,5 2,6 0,4 32 0,7 2,4 5,8
. 2 0,2 0,6 2,4 51 6,6 48 2,1 7,2 0,8 2,4 0,2 52 0,3 2,0 5,5
3 0,1 0,3 0,9 4,1 90 10,8 8,7 3,4 12,2 4,0 03 9,3 0,2 33 9,1
— - 4 3,1 3,4 45 56 7,2 43 1,9 10,5 0,8 4,0 1,2 4,7 06 3,8 8,6

1 3,6 19 2,5 2,8 3,9 0,2 2,5 6,8 0,5

) 2 2,8 1,4 2,2 2,2 3,4 02 16,6 48 32

A 3 33 31 15 22 23 34 02 34,4 6,3 53
4 0,3 0,8 8,2 12,0 15,8 9,8 4,2 4,6 4,5 0,2 12,9 0,4 2,2 5,0
1 0,1 0,8 1,9 5,6 58 8,9 48 23 5,1 1,5 3,5 0,8 71 08 7,6 4,9
Hiv10 2 11 2,4 59 1,9 3,1 11 0,9 4,3 2,4 1,5 2,4 0,9 7,5 3,6
3 0,3 0,7 1,8 23] 3,6 2,9 1,0 2,2 12 il 04 52 0,3 4,1 1,7
4 1,0 73 12 19 2,5 0,9 6,1 2,3

Champ

1 0,7 0,9 273 1,4 0,6 0,7 0,4 09 1,0 04 0,7
V2 2 0,7 0,7 1,8 0,9 0,4 0,7 0,3 0,9 0,6 0,4 0,7
3 0,1 0,7 12 1,8 1,8 0,7 1,1 1,6 05 09
PMas 4 0,5 0,9 2,0 1,4 0,5 0,6 0,3 0,9 1,0 0,4 0,7
” 1 0,1 0,3 0,7 0,3 08 2,2 4,0 0,6 2,0 0,4 4,0 0,7 2,7 1,0 5,6 51
Etel 2 0,3 0,3 0,4 1,0 1,8 0,4 1,1 0,2 2,1 0,3 1,2 3,2 2,7
3 0,7 0,5 0,5 13 2,2 0,3 13 0,3 2,6 0,3 16 39 33
P15 4 0,1 0,3 0,8 0,4 0,7 2,1 3,4 0,5 19 0,3 4,4 0,7 2,5 13 59 53
1 0,5 0,9 0,5 15 1,9 0,4 11 0,2 23 03 1,4 0,1 2,8 2,9
Ete3 2 0,5 0,8 0,5 14 1,8 0,4 11 01 2,3 0,3 13 3,0 2,7
3 0,1 0,2 0,6 0,8 0,7 1,8 25 0,6 15 0,3 3,0 04 1,8 1,1 3,4 3,5
4 3,7 2,5 7,2 8,4 54 0,7 11,6 0,9 6,8 13,8 13,9
1 0,1 02 01 03 04 0,3 0,6
5 2 0,1 0,2 01 0,3 0,4 0,3 0,5
3 01 0,3 0,2 0,2 0,4
4 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,5
Chaude | Champ 1 01 01 02 00 03 04 02 06
Etes 2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,7 1,0 0,5 11
3 01 0,2 0,2 0,0 0,1 04 0,5 0,3 0,6
4 0,2 0,2 0,2 0,0 0,1 04 0,7 0,3 0,7
1 01 01 01 08 01 0,1 0,1 07 0,7
2 0,2 0,2 0,1 1,1 0,1 0,2 0,2 1,0 1,0
EieS 3 01 01 01 08 0,1 06 0,7
P8 4 01 0,2 0,2 01 0,2 1,4 0,1 0,2 1,3 1,4
1 01 01 0,2 01 1,1 01 1,0 09
— 2 0,1 01 0,2 01 1,1 01 1,5 1,0
3 01 0,1 0,2 0,1 0,9 01 0,1 1,0 1,0
4 01 0,1 01 09 0,1 01 0,2 1,0 08
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Type

PMa,5

Saison

Froide

Chaude

Place

P13

P15

Champ

P15

Champ

P13
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Hivl

Hiv4

Hivs

Hiv7

Hiv10

Hiv12

Etel
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Etell

Annexe 32 : Concentrations en phtalates dans les PMzs (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

Z

PBWNREWONRAEWNREWNRAEWNREWNREWNRAEWNRDEWNRDEWNRDEWNRRWNR

BBP
58
7,8
18,1
24,3
4,7
75,0
5,1

35,8
2,2
2,8

53,5
73
5,5

15,8
14,8
50,9

3.2

2,1
2,7
3,9
1,7
43,3
28,0
31,6
46,2
13,4
12,5
12,2
61,3
38,7
38,5
27,2
39,6
51,0
113,8
61,6
63,3
18,9
28,8
21,4
48,6
15,4
12,3
14,7
13,6
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DEHP
79,1
52,6
192,4
282,6
163,6
171,6
152,9
561,4
75,2
85,4
136,6
133,2
105,4
80,0
86,3
120,9
177,7
116,1
83,7
28,3
27,3
30,2
40,2
28,9
320,0
191,8
218,3
308,1
98,0
94,5
105,1
468,5
511,5
242,0
4113
476,3
718,3
1742,2
730,0
1066,0
89,7
133,5
92,7
248,1
99,3
89,0
92,1
86,6

DEP
83
6,1
16,1
30,1
45,6
36,7
68,5
137,1
5,6
4,2
58
6,1
44
38
3,9
7,5
29,8
16,7
12,2
120,6
4,9
8,6
58
4,6
301,6
138,5
119,4
205,1
4204
a44,8
425,7
564,9
17,8
16,2
11,6
14,9
21,4
110,2
31,0
26,5
66,7
11,5
12,8
1001,8
4,6
4,9
46
56

DiBP
345,6
3348
974,7
1396,3
527,4
93,9
385,5
515,6
69,7
244,7
3153
91,2
426,7
347,9
315,0
122,0
250,9
107,5
117,0
27,3
63,2
81,7
88,2
59,2
538,6
241,6
400,6
430,5
248,5
219,4
369,7
1324,1
315,7
370,6
120,6
153,8
86,2
178,5
99,7
117,3
159,6
195,8
153,3
481,6
151,4
122,0
112,4
106,9

DMP
03
0,4
1,0
1,4
0,7
1,9
0,9
6,5
08
0,3
0,4
1,3
0,4
03
03
0,9
1,5
0,9
0,7
0,9
0,2
0,4
0,6
0,4
5,6
2,4
2,1
2,9
1,0
0,9
1,0
2,8
0,4
03
0,4
0,7
0,7
1,4
0,9
0,9
0,5
0,7
04
1,1
0,2
03
0,4
04

DnBP
176,1
142,6
407,0
612,7
905,8
124,5
589,8
617,8
47,7
145,7
183,5
58,2

74,8
200,0
721
92,4
20,3
31,1
43,1
46,9
27,7
545,7
235,9
410,3
435,2
211,8
189,1
308,7
1137,7
197,7
240,4
79,0
101,3
61,1
126,1
72,4
74,3
153,2
188,3
148,3
452,8
145,6
115,9
88,4
102,5
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3,9
1,9

1,6

2,0

0,7

0,7
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2,6
6,3
16
1,4
1,5
5,6
7,8
8,5
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11,1
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12,1

1,2

1,7

1,4

1,3
1,2
1,4
1,1
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Annexe 33 : Concentrations en PBDE et PCB dans les PM_5 (en pg/ug)
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BDE_47

0,3

0,1
01

0,0

BDE_99

08

0,8

0,4
03
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PCB_118

0,5

1,0

0,2
0,4
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0,1
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0,0
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0,0
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0,0
0,1
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0,0
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01
01
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01
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Annexe 34 : Concentrations en pesticides dans les PM2s (en pg/ug)
les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

44-DDE
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Bifenthrin
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Cyfluthrin

Cypermethr
in

11,4
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DEET

29,1
38,0
80,3
87,0
45,6
99,3
32,6

124,3
97,7
70,8

164,9

274,6
63,5
29,6
29,1

138,5

289,9

172,4
86,4

220,2

41
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3,5

5,0
6,3
6,4
6,8
13,1
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6,0
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41
9,6
18,2
8,7
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23,6
22,6
23,1
15,1
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18,1
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HCB Lindane PeCB Permethrin
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Annexe 35 : Concentrations en parabénes, alkylphénols et alkylphénols éthoxylates dans les PM2s (en pg/ug)
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P15
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les cellules vides correspondent a <LD , les valeurs italiques <LQ

Bu Paraben

0,0

1,6

15
0,38
03
04
01
03
0,1

03
2,2
03
09

01
01
01

Et Paraben

0,1
0,1
0,2
03
04
03
0,2

0,4

01
0,0
038
1,0
05
07
02
03
05
0,9
1,4
16
03
04
35
34
2,4
26
02
03
02
04
01
03
01
01
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Me Paraben
8,6
16,4
23,6
48,3
3,6
4,6

14,4

3,7
2,8
3,0
46
8,6
8,0
58
6,7
1,2
0,9
0,9
0,5
38
2,9
2,1
7,0
2,3
2,1
3,6
11,0
10,1
8,0
45
5,6
88
17,8
9,0
8,4
3,0
7,0
3,6
7,5
08
1,4
0,6
0,9

Pr Paraben

0,1

0,1

0,1
0,1
0,3

0,3
0,3

0,1

0,1

0,0
02
06
04
03
01
02
01
02
0,0
01
0,0
0,0

NP
2,9
1,9
41
4,6
41
6,0
54

3,6
3,4
26
2,1

12,4
8,3
83
9,2

1,7
2,2
34
2,5
5,6
5,0
5,0

10,4
2,7

2,7
3,8

14,4
08
1,1
1,2
1,0
08
2,3
1,0
1,4
03

op
0,2
1,0

3,0
0,6
4,9
2,3

0,5

0,6
41
4,0

0,2
0,1

0,2
18
2,9
1,5
1,7
2,0

2,5
7,8
1,9
21
1,0
1,9
25
5,7
34
3,2

12
4,1
3,2
3,4
2,0
2,6

4-NP Mono

4-0P Di
0,2
03
0,7
1,0
0,7
0,7
0,9
9,4

2,0
1,0
1,2
1,5

02
0.2
03
0.2
18
1,4
1,1
1,7
05
04
0,6
25
02
01

0,9
0,5
03
0,6
03
03
0,4
0,2
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Annexe 36 : Valeurs d'effet maximal (TOP, en % d'E2) pour tous les extraits TSP sur cellules T47D-KBLuc,
pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non

considérée
TSP TOP (%E2)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv3 NC 35,9 34,3 35,1
Hiv4 29,8 45,7 65,0 46,8
Hiv5 55,1 37,4 46,3
Hiv6 50,0 31,3 40,7
Hiv7 53,0 45,4 49,2
Hiv8 43,4 52,5 48,0
Hiv9 24,8 26,5 25,6
Hiv10 12,7 13,0 12,9
Hivll 42,3 11,8 27,0
Hiv12 28694,0 68400,0 NC
Etel 128,3 1134 7,0 1134
Ete2 98,9 81,6 90,2
Ete3 NC 16,1 32,3 24,2
Eted NC 18,8 21,8 20,3
Ete5 20,0 9,9 15,2 15,0
Ete6 23,6 6,9 13,7 14,7
Ete7 NC 25,9 27,6 27,6
Ete8 24,1 25,2 25,1 24,8
Ete9 24,1 24,2 19,4 22,6
Etel0 16,8 839,6 591,4 16,8
Etell NC NC 13,3 13,3

Etel2 NC 1,8 NC 1,8
Moyenne Hiver 37,4
Moyenne Eté 29,3
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Annexe 37 : Valeurs d'effet maximal (TOP, en % d'E2) pour tous les extraits PM1g sur cellules T47D-KBLuc,
pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non

considérée
PM1o TOP (% E2)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv3 34,0 35,1 34,5
Hiv6 42,4 38,5 40,4
Hiv8 12,8 12,4 12,6
Hiv9 37,9 46,9 42,4
Hiv1l 64,5 29,8 47,1
Ete2 70,2 65,3 65,3
Eted NC 12,5 14,8 13,6
Ete5 31,5 12,2 12,8 18,8
Ete7 NC 6,7 20,0 13,4
Etel0 NC 3,6 9,3 6,5
Etel2 NC 8,0 15,6 11,8
Moyenne Hiver 35,4
Moyenne Eté 21,7
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Annexe 38 : Valeurs d'effet maximal (TOP, en % d'E2) pour tous les extraits PM2s sur cellules T47D-KBLuc,
pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non

considérée
PMas TOP (% E2)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv4 81 40 56 59
Hiv5 NC 35 35
Hiv7 28 43 35
Hiv10 32 35 34
Hiv12 98 87 92
Etel 41 42 41
Ete3 NC 27 20 23
Ete6 NC 8 7 8
Ete8 22 4 16 14
Ete9 10 12 5 9
Etell 54 4 10 10
Moyenne Hiver 54
Moyenne Eté 17
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Annexe 39 : Potentiel cestrogénique des extraits de TSP (en m® d’air) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete) sur
les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 £ SEM).
Résultats d’une expérience répétée de jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2 (%
E2). En encart : valeurs EC50 (en m3 d’air) et valeur TOP (en % d’E2) — dégradé de gris de clair a foncé selon valeurs
croissantes

Site P13
EC50 (m3 d'air)) TOP (%E2)
Hiv3 1,9 35,6
- Hiv4 1,3 49,4
Ete9 0,6 24,3
- Etel0 5,4 44,0
Etell 1,7 13,3
- Etel2 NC NC
0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits
Site P15 EC50 (m3 d'air)] TOP (%E?2)
Hiv5 0,2 37,4
- Hivé 0,1 31,3
Hiv7 0,2 42,0
- Hiv8 0,5 52,9
Etel 0,7 7,0
. Ete?2 15 81,7
Ete3 11 32,4
Eted 1,9 22,0
m? d'air extraits
Site Champigny EC50 (m3 d'air)| TOP (%E2)
80+ -o- Hiv9 0,2 29,6
-o- Hiv10 1,2 10,9
60- -o- Hivll 1,5 9,9
o Hiv12 4,4 25,8
-o- Ete5 14 11,6
o Ete6 1,4 7.9
-o- Ete7 2,4 41,7
o Ete8 0,8 16,3

0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits 9277
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Annexe 40 : Potentiel cestrogénique des extraits de PMio (en m® d’air) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete) sur
les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 £ SEM).
Résultats d’une expérience répétée de jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2 (%
E2). En encart : valeurs EC50 (en m3 d’air) et valeur TOP (en % d’E2) — dégradé de gris de clair a foncé selon valeurs
croissantes

Site P13
50+ EC50 (m3 d'air)] TOP (%E2)
-~ Hiv3 14 35,1
401 ® e Etel0 1,7 9,3
301 o Etel2 2,1 15,6
L
S 50-
10+
0 O m
0.01 0.1 1 10
m? d"air extraits
Site P15
80+ EC50 (m3 d'air)] TOP(%E2)
) -o- Hivb 0,1 38,5
60- .§ -o- Hiv8 0,4 47,0
N . o Ete2 1,2 65,4
fo 404 % Y o Ete4 2,0 14,9
Hg de particules extraites
Site Champigny
80+ EC50 (m3 d'air)] TOP(%E?2)
-~ Hiv9 0,2 36,0
60- -o- Hivll 1,8 29,8
-o- Ete5 2,7 19,1
E 404 - Ete7 2,6 19,3

0.1 1
m? d'air extraits
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Annexe 41 : Potentiel cestrogénique des extraits de PM,s (en m® d’air) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete)
sur les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % d'E2 + SEM).
Résultats d’une expérience répétée de jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale d’E2 (%
E2). En encart : valeurs EC50 (en m3 d’air) et valeur TOP (en % d’E2) — dégradé de gris de clair a foncé selon valeurs
croissantes

Site P13
80- EC50 (m3 d'air)] TOP (%E2)
-~ Hiv4 2,3 40,2
60- -o- Ete9 15 12,3
N -o- Etell 1,7 10,3
L 404
>
20+
0_
0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits
Site P15
50- EC50 (m3 d'air)] TOP(%E2)
s -o- Hivs 0,2 34,9
407 (s - Hiv7 0,2 43,2
30- -o- Etel 4,3 37,8
N (]
Ll -»- Ete3 3,3 20,0
X 4
201 f
104
0_
0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits
Site Champigny
40- EC50 (m3 d'air)] TOP(%E2)
,  Hivio 15 29,4
30+ -~ Hiv12 4,8 87,5
N e —* Ete6 4,9 17,9
W 20 -o- Ete8 2,2 15,6
> °
[ ]
10
0_
0.01 0.1 1 10

m? d'air extraits
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Annexe 42 : Valeurs EC50 (en m® d’air) de tous les extraits TSP pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1
a n=3) sur cellules T47D-KBLuc. NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée

EC50 (m? d'air extraits)
TSP
n=1 n=2 n=3 Moyenne
Hiv3 NC 1,9 2,2 2,1
Hiv4 0,9 1,3 1,9 14
Hiv5 0,2 0,2 0,2
Hiv6 0,1 0,1 0,1
Hiv7 0,3 0,2 0,3
Hiv8 0,4 0,5 0,5
Hiv9 0,2 0,2 0,2
Hiv10 1,3 13 1,3
Hivll 3,3 1,7 2,5
Hiv12 457,5 2385,1 NC
Etel 4,9 0,5 0,7 0,5
Ete2 1,6 15 15
Ete3 NC 1,8 1,1 1,5
Ete4 NC 2,0 1,9 2,0
Ete5 1,7 1,3 1,6 1,5
Ete6 2,2 1,8 2,0 2,0
Ete7 NC 4,0 1,3 1,3
Ete8 0,8 0,8 0,8 0,8
Ete9 0,5 0,6 0,6 0,6
Etel0 2,2 96,2 85,5 2,2
Etell NC NC 1,7 1,7
Etel2 NC 1,3 NC 13
Moyenne
H>i/ver 10
Moyenne
Eis 14
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Annexe 43 : Valeurs EC50 (en m® d’air) de tous les extraits PMio pour toutes les répétitions d’expérience (de
n=1 a n=3) sur cellules T47D-KBLuc. NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée

PM1o EC50 (m? d'air extraits)
n=1 n=2 n=3 Moyenne
Hiv3 1,0 14 1,2
Hiv6 0,1 0,1 0,1
Hiv8 0,4 0,4 0,4
Hiv9 0,2 0,2 0,2
Hivll 1,7 1,8 1,7
Ete2 1,8 1,2 1,5
Eted NC 3,6 2,0 2,8
Ete5 3,1 0,8 1,8 1,9
Ete7 NC 2,6 2,7 2,7
Etel0 NC 1,0 1,7 1,3
Etel2 NC 18 2,1 2,0
e
Moyenne
Eis 20
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Annexe 44 : Valeurs EC50 (en m® d’air) de tous les extraits PMys pour toutes les répétitions d’expérience (de
n=1 a n=3) sur cellules T47D-KBLuc. NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée

PMas EC50 (m? d'air extraits)
n=1 n=2 n=3 Moyenne
Hiv4 3,1 2,3 3,5 3,0
Hiv5 NC 0,2 0,2
Hiv7 0,2 0,2 0,2
Hiv10 1,8 1,7 1,8
Hiv12 4,8 0,6 2,7
Etel 3,2 5,6 4,4
Ete3 NC 53 3,2 4,3
Ete6 NC 3,5 2,3 2,9
Ete8 NC 2,3 2,2 2,3
Ete9 14 1,5 0,9 1,3
Etell 4,0 0,4 1,7 1,7
e
Moyenne
Eis 28
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Annexe 45 : Valeurs d'effet maximal (TOP, en % de TCDD) pour tous les extraits TSP sur cellules AZ-AhR,
pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non
considérée ; en rouge valeur ramenée a 100% dans les calculs de moyenne; *échantillon agoniste total

TSP

Hiv3
Hiv4
Hivb
Hive
Hiv7
Hiv8
Hiv9
Hiv10
Hivll
Hiv12
Etel
Ete2
Ete3
Ete4
Ete5
Ete6
Ete7
Ete8
Ete9
Etel0
Etell
Etel2
Moyenne Hiver
Moyenne Eté

(100+10)
TOP (%TCDD)

40,58
44,02
26,83
97,07
95,84
89,1
97,72
108,3
191,5
137,6
NC
NC
NC
NC
16,95
NC
NC
NC
NC
34,76
113,4

N=2
142,6
129
129,4
129,4
128,7
2423
1477
165,8
NC
NC
4,899
59,4
6,73
NC
71,05
NC

NC

10,36

NC
20,03
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N=3

108,3

86,41
34,48
4,493
NC
1,87
NC
28,32
24,69
11,84
59,84
10,68
28,21

Moyenne
70
72
63

99*
98*
95*
99*
100*
93*
67
5
59
4
NC
50
25
12
60
11
19
100*
20
86
29
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Annexe 46 : Valeurs d'effet maximal (TOP, en % de TCDD) pour tous les extraits PM1o sur cellules AZ-AhR,
pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1 & n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non
considérée; en rouge valeur ramenée a 100% dans les calculs de moyenne ; *échantillon agoniste total
(100+10)

TOP (%TCDD)

PMjio

N=1 N=2 N=3 Moyenne

Hiv3 108,4 120,5 100*

Hiv6 114,4 118,4 10 100*
Hiv8 81,53 134,4 91*

Hiv9 133,2 125,7 99 100*
Hiv1l 231,9 95,33 85,45 90*
Ete2 96,37 40,54 34,04 57
Ete4 35,97 17,05 8,461 20
Ete5 187,2 48,42 NC 74
Ete7 NC NC 13,6 14
Ete10 72,77 127,3 86
Etel2 NC NC NC
Moyenne Hiver 06*
Moyenne Eté 52
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Annexe 47 : Valeurs d'effet maximal (TOP, en % de TCDD) pour tous les extraits PM2s sur cellules AZ-AhR,
pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1 a n=3). NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non
considérée; en rouge valeur ramenée a 100% dans les calculs de moyenne; *échantillon agoniste total (100£10)

PM2s

Hiv4
Hiv5
Hiv7
Hiv10
Hiv12
Etel
Ete3
Ete6
Ete8
Ete9
Etell
Moyenne Hiver
Moyenne Eté

TOP (%TCDD)

N=1
314,5
73,79
107,3
99
161,2
40,19
44,32
79,64
48,02
NC
60,79
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N=2
115,2
88,96
120,5
126,1
NC
8,984
13,74
20,06
NC
NC
16,64

N=3

44,16
7,134
21,62
59,7

24,68

Moyenne
100*
81
100*
100*
72
19
27
53
48
25
39
91*
34
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Annexe 48 : Potentiel dioxin-like des extraits de TSP (en m3 d’air) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete) sur
les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % de TCDD + SEM).

Résultats d’une expérience répétée de jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale de la
TCDD (% TCDD). En encart : valeurs EC50 (en m3 d’air) et valeur TOP (en % de TCDD) — dégradé de gris de clair a foncé
selon valeurs croissantes

Site P15 EC50 (m3 d'air)| TOP (%TCDD)
Hivs 0,6 129,4
- Hivé 0,3 129,4
100+ Hiv7 0,5 95,8
Q - Hiv8 2,1 242,3
o Etel 41 4,9
R 50+ - Ete2 NC NC
Ete3 0,4 6,7
- Ete4 NC NC
(()).001 0.01 0.1 1 10
m?® d'air extraits
Site P13
EC50 (m3 d'air)| TOP (% TCDD
Hiv3 3,2 142,6
100 - Hiv4 3,6 129,0
Q Ete9 1,2 10,7
(E) - Etel0 2,7 10,4
£ 50 Etell NC NC
o Etel2 NC NC
o-%
0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits
Site Champigny EC50 (m3 d'air)| TOP (%TCDD)
-~ Hiv9 0,4 08
-o- Hiv10 815 166
100 -~ Hivill 2,6 95
Q -o- Hivl2 NC NC
o -o- Ete5 5,4 71
S 501 -o- Ete6 2,7 20
-o- Ete7 NC NC
-o- Ete8 NC NC
%.01 0.1 1 10

m?® d'air extraits
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Annexe 49 : Potentiel dioxin-like des extraits de PMio (en m® d’air) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete) sur
les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % de TCDD + SEM).
Résultats d’une expérience répétée de jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale de la
TCDD (% TCDD). En encart : valeurs EC50 (en m3 d’air) et valeur TOP (en % de TCDD) — dégradé de gris de clair a foncé
selon valeurs croissantes

Site P15
EC50 (m3 d'air)[ TOP(%TCDD)
0,4 118,4
1,2 134,4
8 54 40,5
|L_J 6,8 17,1
N

0.01 0.1 1 10
m?® d'air extraits

Site P13
EC50 (m3 d'ainJrOP (% TCDD!
-e- Hiv3 2,5 120,5
1003 g @ E1E10 NC NC
Q -o- Etel2 3,8 72,8
S
¥ 50
0
0.01 10
m?® d'air extraits
Site Champigny
EC50 (m3 d'air)[TOP(%TCDD)
-~ Hiv9 1 133
L0 R SO -o Hivil 4 95
8 ® -o- Ete5 6 48
E -o- Ete7 6 14
¥ 50
o
0.01 0.1 1 10

m? d'air extraits
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Annexe 50 : Potentiel dioxin-like des extraits de PM2,5 (en m3 d’air) prélevées en hiver (Hiv) et en été (Ete) sur
les sites de P13, P15 et Champigny (en moyenne de % de TCDD + SEM).
Résultats d 'une expérience répétée de jusqu’a n=3. Significativité au-dessus du seuil de 10 % de réponse maximale de la
TCDD (% TCDD). En encart : valeurs EC50 (en m3 d’air) et valeur TOP (en % de TCDD) — dégradé de gris de clair a foncé
selon valeurs croissantes

Site P15
EC50 (m3 d'air)[ TOP(%TCDD)
0. - Hivs| 06 89,0
-e- Hiv7 0,8 120,5
8 -~ Etel 3,5 9,0
E .. - Ete3 3,4 13,7
X
04
0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits
Site P13
EC50 (m3 d'airfTOP (% TCDD!
-o- Hiv4 3,0 115,2
200 e Ete9 4,0 24,7
Q -o- Etell 2,9 16,6
O
X
0.01 0.1 1 10
m? d'air extraits
Site Champigny
EC50 (m3 d'air)[TOP(%TCDD)
Hiv10 2 126
100 Hiv12 NC NC
=) Ete6 5 20
§ Ete8 NC NC
N 50
o
0.01 0.1 1 10

m?® d'air extraits
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Annexe 51 : Valeurs EC50 (en m® d’air) de tous les extraits TSP pour toutes les répétitions d’expérience (de n=1
a n=3) sur cellules AZ-AhR. NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée

EC50 (m? d'air extrait)

TSP n=1 n=2 n=3 Moyenne
Hiv3 1,7 3,2 2,5
Hiv4 2,3 3,6 2,9
Hivb 0,3 0,6 0,4
Hiv6 0,3 0,3 0,2 0,3
Hiv7 0,5 0,8 0,6
Hiv8 1,0 2,1 1,6
Hiv9 0,4 0,6 0,8 0,6

Hiv10 2,0 35 2,8

Hivll 2,7 NC 4.2 3,4

Hiv12 3,0 NC 4,4 3,7
Etel NC 41 4,5 4,1
Ete2 NC 55 14,7 10,1
Ete3 NC 2,8 2,3 2,6
Ete4 9,3 NC NC 9,3
Ete5 2,4 54 3,7 38
Ete6 NC 22,0 2,9 12,5
Ete7 NC NC 2,5 2,5
Ete8 NC 17,9 3,4 10,6
Ete9 NC NC 1,2 1,2
Etel0 2,7 2,7 5,6 2,7
Etell 4,6 NC 4,6
Etel2 NC 4,3 4,3

Total Hiver 1,7
Total Eté 5,9
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Annexe 52 : Valeurs EC50 (en m® d’air) de tous les extraits PMio pour toutes les répétitions d’expérience (de
n=1 a n=3) sur cellules AZ-AhR. NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée

PM1o EC50 (m? d'air extrait)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv3 2,2 2,5 2,3
Hivé 0,3 0,4 0,2 0,3
Hiv8 0,6 1,2 0,9
Hiv9 0,8 0,5 0,4 0,6
Hivll 2,7 4,0 3,5 3,4
Ete2 3,3 5,4 57 54
Eted 3,1 6,8 47 4,9
Ete5 55 6,5 NC 6,0
Ete7 NC NC 59 59
Etel0 NC NC NC NC
Etel? 3,8 8,5 6,1
Total Hiver 15
Total Eté 54
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Annexe 53 : Valeurs EC50 (en m® d’air) de tous les extraits PMy s pour toutes les répétitions d’expérience (de
n=1 a n=3) sur cellules AZ-AhR. NC : non calculable ; en italique : valeur ambigué non considérée

PMas EC50 (m? d'air extrait)
n=1 n=2 n=3 Moyenne

Hiv4 8,0 3,0 55
Hiv5 0,5 0,6 0,5
Hiv7 0,5 0,8 0,6
Hiv10 1,8 2,4 2,1
Hiv12 4,9 NC 7,8 6,4
Etel 2,9 3,5 3,8 3.4
Ete3 2,6 3,4 4,6 3,5
Ete6 7,1 4,6 11,5 7,8
Ete8 3,1 NC NC NC
Ete9 NC NC 4,0 4,0
Etell 4,3 2,9 3,6
Total Hiver 3,0
Total Eté 4,5
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Annexe 54 : Production scientifique lors de la thése
Communications orales

Le Bayon, D., Guigon, E., Oziol, L., Alliot, F., et Derenne, S. (2020). Characterization of the endocrine disruptors
pollutant load according to the size of air particles. SETAC Europe, SciConl (3-7 mai) — Poster Corner

Le Bayon, D., Guigon, E., Oziol, L., Alliot, F., et Derenne, S. (2020) Caractérisation de [’exposition pulmonaire
aux perturbateurs endocriniens adsorbés sur des particules atmosphériques urbaines de différentes tailles
granulométriques : approches chimique et biologique in vitro. Journée scientifique de 'UMR7619 (21 janvier) —

Prix de la meilleure présentation

Rapport

Guigon, E., Le Bayon, D., et Alliot, F. (2020) Réle des particules dans la contamination en micropolluants des

retombées atmosphériques. PIREN-Seine phase 8
Posters

Le Bayon, D., Alliot, F., Guigon, E., Oziol, L., et Derenne, S. (2019). Characterization of pulmonary exposure to
endocrine disrupters adsorbed on urban atmospheric particles of different particle sizes: chemical and in vitro

biological approaches. SETAC North America, Toronto (3-7 novembre)
Article

Distribution of 59 endocrine disruptors compounds in coarse and fine airborne particles, Le Bayon, D., Guigon,

E., Oziol, L., Alliot, F., et Derenne, S, (en préparation)
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1. Introduction

Particulate matter (PM) emissions have diversified and intensified since anthropization and the advent of
industry. These particles can be emitted directly (primary particles) or from a conversion of gas to particles
(secondary particles) [1]. Particle emissions are of great concern: they are believed to be the main cause of
health problems related to air pollution [2]. Due to their heterogeneous emission sources, particles differ in
terms of aerodynamic size and chemical composition, these characteristics then influencing their health
impact. Currently, particles with a diameter of less than 10 um (PMio) and 2.5 pm (PMzs) are regulated [3] in
France.

Air particles are composed in varying proportions of an inorganic fraction (metals...) and an organic fraction
(elemental and organic carbon) that can adsorb material of biological and chemical origin (such as organic
pollutants). Amongst the adsorbed contaminants, many are semi-volatile organic compounds (SVOCSs) which
are suspected or proven endocrine-disruptors. The multi-contamination of air by these endocrine-disrupting
compounds (EDCs) is believed to cause hormonal disturbances in humans or animals [4], [5].

Moreover, the finer a particle is, the further it can go in the respiratory tract, and it can even reach the blood
circulation via a pathway in the capillaries covering the pulmonary alveoli. Their presence in the blood allows
them to reach organs other than the lungs, thus can have a health impact on the brain, the heart, the
reproductive organs... [6].

The aim of this study is to analyze the distribution of a large range of suspected or proven EDCs into Total
Suspended Particles (TSP) and different particles sizes selected, PMio and PMzs. Furthermore, to get an
overview of the resulting endocrine disrupting effects on human cells, bioassays were conduct using the
organic extracts from particles collected.

2. Materials and methods
2.1. PMsampling

The sampling was performed among 2 sites in Paris, and 1 in the near suburbs of Paris (all sites are urban
type). It was during a cold season, from January 29t to March 11, 2019. We carried out 4 samplings of 3
days on each site. The sampling design per site was a collection of PMz.s or PM1o (alternatively every 3 days
of sampling), each in parallel of TSP. Particles were collected with 2 high volume samplers: the Digitel DH-77
and Tisch VFC+ for PM and TSP fractions, respectively. The mean volume collected per type of fractions was
2150 m3over 3 days of sampling.

2.2. PM sample treatment

After a 24 hours desiccation process, 4 pieces of 2.4 cm in diameter were die-cutted per filter. According to
the method described by Laborie et al. [7], each filter piece was then impregnated with an internal standard
solution and extracted by the accelerated solvent extraction (ASE 350,Thermo Scientific) method using a
dichloromethane/methanol mixture (2/1; v/v). Subsequently, the resulting organic extracts were re-
concentrated in hexane in a manner appropriate to the GC-MS/MS chemical analysis performing. After this
analysis, the solvent was changed to methanol for LC-MS/MS analysis.

2.3. PM extract analysis

The extracts were analysed to quantify 59 SVOCs belonging to compounds known or suspected to exhibit an
estrogenic or androgenic disruptive potential. 7 PCBs, 15 PAHSs, 9 phthalates, 6 PBDEs, 4 organochlorines
and 8 pesticides were quantified by GC-MS/MS, while LC-MS/MS was used for 6 alkylphenols and 4 parabens.
The quantification of SVOCs is based on the method of determination by internal standards.

3. Results and discussion

The results showed that both PM2s and PMio fractions were more contaminated in target EDCs than TSP
fraction, as indicated for phthalates on one Parisian site, Figure 1. Besides, phthalates stood out as being the
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the predominant compounds adsorbed onto PM, accounting for 90 to 99 % of the total contamination,
regardless of the particle-size fraction, Figure 2. In addition, as observed for all studied sites, the contamination
was shown to be supported mainly by the PM2s fraction, followed by PMioand then TSP. Our data are coherent
with a previous study carried on the phthalates load adsorbed on particles [8]. To explain why the finest fraction
of particles adsorb the greatest chemical contamination, one of the hypotheses is that, despite their small
diameter, they have a large surface area and therefore are capable of carrying various chemical compounds.

i .~ Organochlorines
Pesticides 0.22% / 4.70%

Phthalates distribution * PMZ 5 PBDEs 0.02%

" PCBs0.53%

. 29/01-01/02

WPM2.5

I I aptit0

TSP

es per mg of particulate matter

100 1 Phthalates
200 = 91%

iy

ngof phthalat

N 29/01-01/02 01/02-04/02 04/02-07/02 08/02-11/02 Figur_e_2: Distribution or'® empounds families (%)
particle-size fractions (PMzs, PMio, I SP) on 1 ot the 3 sites quantified in the PMzs extract sampled from 29/01 to 01/02

To link chemical data to the health impact of particles contamination by EDCs, some in vitro testing were
conducted, using cellular transactivation assays to measure an endocrine receptor-dependent transcriptional
activity in human cells, when exposed to the organic extracts of PMzs, PM1o and TSP. The initial results for
estrogenicity, using T47D-KBluc cells (ATCC®), suggested that there might be a positive correlation between
the pollutant load of particle fractions and the level of estrogen receptor activation. The PMs extracts being
the richest in pollutants, they show the highest estrogenic potential. The outcome is consistent with a study
that found that the toxic potential of PM appears to be inversely proportional to the particle diameter [9]. This
chemical and biological results are of some concern, as it adds to the intrinsic danger of size, given that PM2s
can reach the end of the respiratory tract, the gas exchange region of the lungs: the alveoli [10].

By quantifying several families of contaminants with suspected or proven endocrine disrupting properties and
linking these compounds to a study of toxic effects on human cells, this study bring new data to understand
the impact of composition and size of particles on health. Here, we highlighted that parisian urban PMzs
represent the particle-size fraction the most contaminated by in vitro bioactive EDCs, which raises the question
of the involvement of particle-bound EDCs in air pollution health-related effects, as they are prone to reach the
alveoli and then the bloodstream. Further studies remain to be conducted to support this, such as first
specifiying the bioaccessibilty of EDC from particles and their biodisponibility for epithelial cells.
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Even though PM, s levels in air are lower than those of coarser particulate matter, they carry more pollutants, in all of the SVOCs group sought.
Particle-bound phthalates tend to increase during the warm season while PAHs and organochlorines tend to decrease.

DEET, an insect repellent molecule, has been quantified in urban areas and seems to be found in higher quantifies on the finest particles selected.
Regardless of the season and parlicle sizes, the predominant EDCs carried out by parlicles are phthalates, and more importantly on PM, ;. Given
that a study showed that the finer the particles, the more bioaccessible the camied phthalate esters are [11], this raises quesfions about the
contribution of fine particles fo human exposure to EDCs and the resulling health effects.
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Characterization of pulmonary exposure to endocrine disrupters adsorbed
on urban atmospheric particles of different particle sizes:
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Even if the concentiration of PM, ;5 in the air is lower than PM,,, their chemical contamination and toxic effects seem
greater. This raises the question of their involvement in air pollution-related health effects and shows that further
studies are needed.
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RESUME

L’objectif de ce doctorat a été de caractériser le danger inhérent a la multi-contamination des particules atmosphériques d’origine urbaine en
composés de la famille des perturbateurs endocriniens (PE) selon la classe granulométrique des PM (particulate matter). Les classes de PM
réglementées, respectivement de diametre inférieur a 10 et 2,5 um, PM1o et PMz;s, ainsi que les PM de toutes tailles, TSP ont été prélevées sur
3 sites de la région parisienne, ayant des caractéristiques similaires (pollution urbaine de fond), sur deux saisons contrastées (froide et chaude).
Les extraits organiques de ces 3 classes de particules ont été analysés chimiquement pour leur contamination en 59 composés organiques semi-
volatils (COSV), ayant des propriétés de perturbation endocrinienne suspectées ou avérées. Les différentes familles de COSV étudiées sont les
. phtalates, hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), polybromodiphénylethers (PBDE), polychlorobiphényles (PCB), composés
organochlorés, pyréthrinoides, alkylphénols et parabenes. Ces extraits organiques des PM urbaines collectées ont également été étudiés sur
des bio-essais de transactivation cellulaire in vitro pour leur potentiel (anti)-cestrogénique (sur cellules T47D-KBIluc), anti-androgénique (sur
cellules AIZ-AR) et dioxin-like (sur cellules AZ-AhR). Les teneurs moyennes en pg/m? dans I'air des PM urbaines étudiées ici sont dans I'ordre
PM2;5< PMi1o < TSP, pour les 2 saisons. Les résultats ont montré que les familles de COSV majoritairement retrouvés dans les particules, quelle
que soit leur granulométrie, étaient les phtalates et les HAP. Cependant, les phtalates sont retrouvés en plus grande quantité en saison chaude,
alors que les HAP sont majoritaires en saison froide. Les COSV étudiés s’avérent étre amenés par la classe fine des PM, les PMzs, par rapport
aux PMio et aux TSP, quelle que soit la saison. Par ailleurs, la contamination organique des classes de PM étudiées présente un potentiel
perturbateur endocrinien de type cestrogénique et anti-cestrogénique, mais aussi dioxin-like, I'effet anti-androgénique a été moins marqué. Les
niveaux d’activité anti-androgénique sont les plus faibles, suivis des effets perturbateurs cestrogéniques, puis des effets dioxin-like. En effet, un
grand nombre d’extraits de PM ont montré un potentiel agoniste total du récepteur aryl aux dioxines, mais seulement un potentiel agoniste partiel
du récepteur aux cestrogeénes ER. Les extraits de PM s’averent induire une activité cestrogénique en interagissant avec l'isoforme alpha d’ER,
entrant en compétition avec I'hormone naturelle, le 17B- cestradiol, résultant en un effet hormono-compétitif de type anti-cestrogénique. De plus,
pour renforcer cette observation, un effet dose-réponse non monotone a pu étre observé sur certains extraits de saison froide. Quel que soit
I'effet biologique considéré, les extraits de PM de saison froide ont montré I'effet le plus important par rapport a la saison chaude ; de plus, les
effets biologiques semblent provenir principalement des extraits de PMzs. Les résultats d’analyses chimiques et biologiques sont concordants. |l
ressort que la contamination organique la plus élevée en HAP et présentant I'effet de type PE ou dioxin-like le plus important est supporté par
les PMz2;s, surtout celles prélevées en saison froide. Considérant que c’est cette fraction de PM qui supporte les particules les plus fines capables
d’atteindre les voies respiratoires inférieures jusqu’aux alvéoles pulmonaires avant de passer dans la circulation sanguine pour les trés fines,
l'inhalation des PM2s représente un vecteur d’exposition important aux COSV de la famille des PE. L’ensemble de ces données a permis une
caractérisation des effets PE liés a une contamination des particules atmosphériques par approche bio-analytique in vitro, couplé a I'analyse
chimique de composés a effet PE suspectés ou avérés.

MOTS-CLES

Particules atmosphériques, perturbateurs endocriniens, analyses chimiques, bio-essais in vitro, risque
sanitaire

ABSTRACT

The aim of this PhD was to characterize the danger inherent to the multi-contamination of atmospheric particles of urban origin in compounds of
the endocrine disruptor (ED) family according to the PM (particulate matter) size class. The regulated PM classes, respectively with diameters
lower than 10 and 2.5 um, PM1o and PMzs, as well as PM of all sizes, TSP, were sampled on 3 sites of the Paris region, having similar
characteristics (urban background pollution), on two contrasting seasons (cold and hot). The organic extracts of these 3 classes of particles were
chemically analysed for their contamination in 59 semi-volatile organic compounds (SVOC), with suspected or proven endocrine disrupting
properties. The different families of SVOCs studied are : phthalates, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), polybrominated diphenyl ethers
(PBDEs), polychlorinated biphenyls (PCBs), organochlorine compounds, pyrethroids, alkylphenols and parabens. These organic extracts of the
collected urban PM were also studied on in vitro cell transactivation bioassays for their (anti)-estrogenic (on T47D-KBluc cells), anti-androgenic
(on AIZ-AR cells) and dioxin-like (on AZ-AhR cells) potential. The mean air levels in pg/m3 of urban PM studied here are in the order PM2.5 <
PM10 <TSP, for the 2 seasons. The results showed that the most common families of SVOCs found in PM, regardless of particle size, were
phthalates and PAHs. However, phthalates were found in greater quantities in the warm season, whereas PAHs were found in the majority in the
cold season. The studied SVOCs were found to be carried by the fine class of PM, PM2.s, compared to PM10 and TSP, regardless of the season.
Furthermore, the organic contamination of the studied PM classes shows an endocrine disrupting potential of estrogenic and anti-estrogenic, but
also dioxin-like type, less of anti-androgenic type. The levels of anti-androgenic activity are the lowest, followed by the estrogenic disruptive
effects, then the dioxin-like effects. Indeed, many PM extracts showed a total agonist potential of the aryl dioxin receptor, but only a partial agonist
potential of the estrogen receptor ER. PM extracts were found to induce estrogenic activity by interacting with the alpha isoform of ER, competing
with the natural hormone, 1783- cestradiol, resulting in an anti-estrogenic hormone-competitive effect. Moreover, to reinforce this observation, a
non-monotonic dose-response effect was observed on some cold season extracts. Regardless of the biological effect considered, the cold season
PM extracts showed the greatest effect compared to the warm season; moreover, the biological effects seem to come mainly from the PM2s
extracts. The results of chemical and biological analyses are consistent. It appears that the highest organic contamination in PAHs and with the
greatest PE or dioxin-like effect is borne by PMzs, especially those collected in the cold season. Considering that it is this fraction of PM that
supports the finest particles capable of reaching the lower respiratory tract up to the pulmonary alveoli before passing into the bloodstream for
the very fine ones, the inhalation of PM2s represents an important vector of exposure to SVOCs of the ED family. All of these data have allowed
the characterisation of PE effects linked to atmospheric particle contamination by an in vitro bioanalytical approach, coupled with the chemical
analysis of compounds with suspected or proven PE effects.
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