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Résumé 
Impact des particules fines (PM2.5-0.3) et de leurs fractions chimiques associées sur les 
mécanismes cellulaires et moléculaires après exposition de cellules épithéliales 
bronchiques humaines saines et pathologiques. 

Introduction. Partie intégrante de notre exposome, les particules fines (PM2.5) sont considérées 
comme un mélange hétérogène et complexe de polluants, représentant un risque important pour 
la santé humaine. De nombreuses études épidémiologiques ont établi des associations entre 
l'exposition aux PM2.5 et la survenue ou l’aggravation de maladies respiratoires telles que l'asthme 
et la BPCO. Cependant, les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore entièrement compris. 

Objectif. Dans ce contexte, l’objectif principal de ce travail de thèse est de  contribuer à 
l’amélioration des connaissances sur l’impact des PM2.5 sur les mécanismes cellulaires et 
moléculaires intervenant après exposition de cellules épithéliales bronchiques humaines. Pour 
atteindre cet objectif il a été envisagé d’étudier (1) l’impact de la part chimie des particules en 
évaluant les effets de PM2.5 de source d’émission différente et donc de composition chimique 
distincte, puis en déterminant le rôle de deux fractions chimiques constitutives des PM2.5 sur un ou 
plusieurs effet(s) cellulaire(s) et moléculaire(s) et (2) l’existence potentielle d’un impact différentiel 
des PM2.5 en fonction du statut physiopathologique des individus. 

Matériel et méthodes. Deux modèles in vitro complémentaires ont été utilisés : un modèle 
d’épithélium reconstruit d’origine bronchique et un modèle de cellules épithéliales bronchiques. 
Ces modèles sont issus de cellules primaires humaines prélevées chez des donneurs sains, 
asthmatiques ou atteints de BPCO. Les épithéliums ont été exposés de façon répétée à des PM2.5-

0.3 provenant de sources d’émission différentes (industrie et trafic). Les cellules épithéliales ont été 
exposées à des PM2.5-0.3 dans leur entièreté et à deux fractions chimiques qui leur sont associées, la 
fraction organique extractible (O-PM) contenant notamment les HAP, et la fraction non extractible 
(Ne-PM), principalement composée du carbone inorganique et des métaux. Des expositions 
uniques ou répétées et alternées avec des périodes de repos ont été réalisées. Suite aux expositions, 
les expressions géniques ont été évaluées par RT-qPCR, puis analysées à l’aide de deux méthodes : 

la méthode d’analyse classique de ΔΔCt et une méthode d’analyse graphique par réseaux. 

Résultats. La méthode d'analyse graphique par réseaux s'est avérée avoir de meilleures propriétés 
statistiques que la méthode classique et a permis de démontrer que l’exposition aux PM2.5-0.3 dans 
leur entièreté induisait une modulation de l’expression de gènes du métabolisme et de 
l’inflammation. Ces réponses variaient en fonction de la source d’émission des PM2.5-0.3 et donc de 
leur composition chimique. La fraction Ne-PM était associée à la réponse inflammatoire, tandis 
que la fraction O-PM jouait un rôle prépondérant dans la réponse métabolique. De manière 
intéressante, un effet synergique entre les fractions O-PM et Ne-PM apparaissait lorsque les deux 
fractions étaient combinées, notamment sur la réponse métabolique. De plus, les résultats ont 
montré que les effets persistaient après des périodes de repos et étaient exacerbés suite à une 
seconde exposition, indiquant un effet « mémoire » des cellules. Par ailleurs, les réponses cellulaires 
et moléculaires étaient influencées par le statut physiopathologique, avec une plus grande sensibilité 
des modèles asthmatiques. 

Conclusion. L’impact des PM2.5-0.3 au niveau des cellules épithéliales bronchiques dépend d’une 
part de leur composition chimique et d’autre part du statut physiopathologique du donneur. Ces 
résultats encouragent à prendre en compte la composition chimique des particules dans les 
programmes de surveillance de la qualité de l'air et à renforcer les mesures de protection mises en 
place pour les personnes les plus vulnérables, en particulier les asthmatiques. 

Mots clés : particules fines ; fraction organique extractible ; fraction non-extractible ; épithéliums 
bronchiques reconstruits ; cellules épithéliales bronchiques ; in vitro ; inflammation ; métabolisme ; 
statuts physiopathologiques.   



Abstract 
Impact of fine particles (PM2.5-0.3) and their associated chemical fractions on cellular and 
molecular mechanisms following exposure of healthy and pathological human bronchial 
epithelial cells. 

Introduction. Fine particles (PM2.5) are part of our exposome, comprising a complex and 
heterogeneous mixture of pollutants that pose a significant risk to human health. Numerous 
epidemiological studies have established associations between PM2.5 exposure and the onset or 
exacerbation of respiratory diseases, such as asthma and COPD. However, the underlying 
mechanisms remain unclear.  

Objective. In this context, the main objective of this thesis is to contribute to our understanding 
of the impact of PM2.5 on cellular and molecular mechanisms following exposure of human 
bronchial epithelial cells. This research aimed (1) to assess the impact of particle chemical 
composition by evaluating the effects of PM2.5 from different emission sources, each characterized 
by distinct chemical compositions, and determining the role of two constituent chemical fractions 
of PM2.5 on cellular and molecular effects and (2) investigate the potential differential impact of 
PM2.5 based on the pathophysiological status of individuals.  

Materials and Methods. Two complementary in vitro models were used: reconstructed bronchial 
epithelia and bronchial epithelial cells. These models were derived from primary human cells 
obtained from healthy, asthmatics, or COPD donors. Epithelia were repetitively exposed to PM2.5-

0.3 from different emission sources (industry and traffic). Epithelial cells were exposed to whole 
PM2.5-0.3 and to two associated chemical fractions, the extractable organic fraction (O-PM), which 
includes PAHs, and the non-extractable fraction (Ne-PM), mainly composed of inorganic carbon 
and metals. Single exposures or repeated exposures alternated with rest periods were carried out. 
Following the exposures, gene expressions were evaluated using RT-qPCR, and analyzed using two 
methods: the classical ΔΔCt analysis method and a graph analysis on pairwise expression ratio 
method.  

Results. The graph analysis method demonstrated better statistical properties than the classical 
method and revealed that exposure to whole PM2.5-0.3 induced a modulation of genes related to 
metabolism and inflammation. These responses varied depending on the emission source of PM2.5-

0.3 and, consequently, their chemical composition. The Ne-PM fraction was associated with the 
inflammatory response, while the O-PM fraction played a predominant role in the metabolic 
response. Interestingly, a synergistic effect between O-PM and Ne-PM fractions emerged when 
both fractions were combined, particularly affecting the metabolic response. Furthermore, the 
results showed that the effects persisted after rest periods and were exacerbated following a second 
exposure, indicating a "cellular memory" effect. Additionally, cellular and molecular responses were 
influenced by the pathophysiological status, with higher sensitivity observed in asthmatic models. 

Conclusion. The impact of PM2.5-0.3 on bronchial epithelial cells depends on both their chemical 
composition and the pathophysiological status of the donor. These results emphasize the 
importance of considering the chemical composition of particles in air quality monitoring programs 
and strengthening protective measures for vulnerable individuals, particularly asthmatics.  

Keywords: fine particles; extractable organic fraction; non-extractable fraction; reconstructed 
bronchial epithelium; bronchial epithelial cells; in vitro; inflammation; metabolism; 
pathophysiological status. 
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I. Introduction 
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Au cours de ces dernières décennies, de nombreux travaux ont été menés afin d’étudier la 

contribution de déterminants génétiques dans la survenue de maladies chroniques comme l’obésité, 

les diabètes, les cancers, les maladies neurodégénératives, cardio-vasculaires et respiratoires dont 

l’asthme. Si ces approches constituent une avancée considérable pour identifier des facteurs de 

risque de pathologies chroniques, il est maintenant reconnu que le génome ne peut en expliquer 

qu’une petite part. Les scientifiques se sont alors intéressés à l’autre partie de l’équation qui 

correspond aux facteurs environnementaux au sens très large, c’est-à-dire à tout ce qui n’est pas 

génétique. Polluants atmosphériques, substances chimiques, radiations, bruit, contaminants 

biologiques, etc. sont en effet, autant de facteurs environnementaux influençant notre vie de tous 

les jours, susceptibles de conduire, à plus ou moins long terme, à ces pathologies.   

C’est dans ce contexte que le concept d’exposome a été développé en 2005 par Christopher P. 

Wild, afin de souligner l’importance d’une meilleure prise en compte des facteurs non génétiques 

dans la survenue des maladies chroniques (Wild, 2005). C. P. Wild définit l’exposome comme « la 

totalité des expositions auxquelles un individu est soumis de la conception à la mort. C’est une représentation 

complexe et dynamique des expositions auxquelles une personne est sujette tout au long de sa vie, intégrant 

l’environnement chimique, microbiologique, physique, récréatif, médicamenteux, le style de vie, l’alimentation, ainsi 

que les infections ». Il faut reconnaitre que les épidémiologistes, communauté scientifique dont fait 

partie C.P. Wild, avaient anticipé cette notion d’exposome depuis plusieurs années en explorant  

simultanément, lors d’études en population, de nombreuses expositions en considérant différents 

facteurs relatifs aux conditions de vie (alimentation, habitat, accès aux soins, réseau social, etc.), à 

l’environnement (conditions de travail, expositions professionnelles et environnementales , etc.), et 

à l’état de santé (états précliniques, chronologie des phénomènes pathologiques). De même, depuis 

plus de 20 ans, les évaluations des risques chimiques en milieu professionnel renseignaient 

l’exposome, sans le savoir. 

Outre l'exposition provenant de sources exogènes, les processus biologiques endogènes, tels que 

l'inflammation, l'immunité, le stress oxydant peuvent également déclencher des processus 

pathologiques (Rappaport, 2011). En 2012, C.P. Wild (Wild, 2012) puis Miller et Jones en 2014 

(Miller & Jones, 2014) ont précisé le concept d'exposome en définissant les notions 

d’environnement externe général, se référant aux expositions partagées (pollution de l'air, 

environnement urbain-rural, facteurs sociaux, etc.) ; d’environnement externe spécifique, 

renvoyant aux expositions spécifiques à chaque individu (alimentation, activité physique, tabac, 

profession, etc.) ; et d’environnement interne, comprenant les processus biochimiques qui se 

déroulent dans l’organisme (toxico-cinétique/toxico-dynamique) spécifiques à chaque individu 

(ethnie, âge, sexe, état de santé, polymorphismes génétiques, etc.) (Figure 1). Des interactions 
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complexes existent entre ces trois domaines, l’environnement externe, qu’il soit général ou 

spécifique, semble influencer l’environnement interne par induction d’altérations métaboliques, 

génétiques, épigénétiques, etc. contribuant ainsi au développement de maladies chroniques, dont 

l’asthme. 

De nombreuses contributions venant de la chimie analytique, la toxicologie, la biologie systémique, 

l’épidémiologie, les mathématiques, la modélisation, les sciences sociales, etc. ont permis, et 

permettront, de préciser ces interactions qui, aujourd’hui, occupent une place importante dans le 

champ de la recherche Environnement-Santé. C’est dans ce contexte que le terme d’exposome a 

été diffusé dans le débat public par son introduction dans le troisième plan national santé 

environnement (PNSE3 – 2015-2019) pour permettre « une nouvelle approche de la santé 

environnementale » puis dans le PNSE4 (2021-2025) avec la volonté de « mieux connaître 

l’exposome ». Il a également été intégré dans la loi de modernisation de notre système de santé ( loi 

2016-41 du 26 janvier 2016). 

Ainsi, en raison de son impact significatif sur la santé humaine, l'exposome s'est révélé être un 

domaine de recherche crucial, qui a pour défi majeur d’améliorer la compréhension des liens entre 

les expositions prises dans leur ensemble, et leurs impacts sur la santé humaine, pour établir des 

liens de causalité dans le but d’avoir un outil d’aide à la décision (H. Wu et al., 2023). 

Cependant, et c’est ce qui fait la complexité de cette recherche, l'exposome est très variable et 

dynamique. Plusieurs déclinaisons apparaissent comme « Exposome chimique », « Exposome 

urbain », « Exposome et Changement climatique », « Exposome et Pathologie », « Exposome et 

Figure 1 : L’exposome (Source: ISGlobal - Barcelona Institute for Global Health) 
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Toxicologie ». Si la toxicologie environnementale a progressivement évolué vers une approche 

mécanistique fondée sur une meilleure connaissance de la physiologie et sur une exploration 

systémique des effets des polluants, il y a encore trop peu d’études in vitro permettant une telle 

démarche. 

Parmi les facteurs environnementaux qui composent l'exposome, la pollution atmosphérique 

émerge comme l'un des éléments les plus inquiétants, par la présence de multiple polluants et 

d’allergènes, qui représentent un facteur de risque de nombreuses pathologies cardiovasculaires, 

neurodégénératives, métaboliques mais aussi respiratoires comme l’asthme . Parmi les polluants 

atmosphériques gazeux, le dioxyde d’azote (NO2), le dioxyde de soufre (SO2) ou l’ozone (O3), sont 

connus pour avoir un impact irritatif important sur la muqueuse respiratoire, de par leurs propriétés 

oxydantes, favorisant ainsi la mise en place d’une réaction inflammatoire et une hypersensibilité 

bronchique. Les particules fines (PM2.5), qui nous intéressent plus particulièrement dans ce travail 

de recherche, constituent l’un des polluants atmosphériques les plus préoccupants d’un point de 

vue sanitaire. Elles sont considérées comme un mélange complexe par la présence d’un grand 

nombre de substances chimiques adsorbées à leur surface, comme les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP), mais aussi de substances immunogènes (spores fongiques, pollens), et sont 

fortement associées au développement et à l’exacerbation de l’asthme. 

Ainsi, dans le cadre de cette thèse, je m’efforcerai de prendre part à cette recherche sur l'exposome, 

à l’aide d’une approche expérimentale in vitro mettant en scène des cellules épithéliales bronchiques 

humaines issues de donneurs de statut physiopathologique différent et de l’application d’une 

méthode statistique originale pour analyser les données d’expression génique obtenues après 

expositions des cellules aux particules fines et à leurs fractions chimiques associées. 

Ce manuscrit de thèse, construit sur publication, se décomposera en un état des connaissances, 

suivi d’un matériel et méthodes commun aux différentes études mises en œuvre au cours de ce 

travail de recherche. Puis les trois études expérimentales seront abordées par la présentation des 

articles associés, suivis de résultats complémentaires. Enfin une discussion générale, faisant 

apparaître les forces et les faiblesses de ce travail, ainsi que les apports tant au niveau des 

connaissances qu’au niveau des implications en termes de santé publique, sera développée. Ce 

manuscrit se terminera par une conclusion et des perspectives de recherche.  
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II. État des connaissances 
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II.1. Pollution atmosphérique 

Cette première partie de l’état des connaissances vise à fournir une vue d’ensemble des aspects 

généraux de la pollution atmosphérique. Après avoir rappelé la définition de la pollution 

atmosphérique et son impact en termes de santé publique, les principales sources et les principaux 

polluants atmosphériques seront présentés.  

II.1.1. Définition de la pollution atmosphérique 

La pollution atmosphérique est définie dans l’article 2 de la loi n° 96 -1236 du 30 décembre 1996 

sur l'air et l'utilisation rationnelle de l'énergie comme « l'introduction par l'Homme, directement ou 

indirectement, dans l'atmosphère et les espaces clos, de substances ayant des conséquences 

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

aux écosystèmes, à influer sur les changements climatiques, à détériorer les biens matériels, à 

provoquer des nuisances olfactives excessives ». Un polluant atmosphérique quant à lui est défini 

par la directive 2008/50/CE du parlement européen et du conseil européen comme « toute 

substance présente dans l’air ambiant et susceptible d’avoir des effets nocifs sur la santé humaine 

et/ou sur l’environnement dans son ensemble ».  

II.1.2. Pollution atmosphérique, une problématique 

majeure de santé publique 

La pollution atmosphérique est une menace majeure pour la santé de l’Homme. La quasi-totalité 

de la population mondiale respire un air avec des quantités de polluants dépassant les limites 

recommandées par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). L’exposition aux polluants 

atmosphériques est plus forte dans les pays à revenu faible ou intermédiaire que dans les pays à 

revenus élevés (OMS, 2023b).  

En 2020, il a été estimé que la pollution de l’air à l’intérieur des habitations a été responsable 

d’environ 3,2 millions de décès dans le monde, dont plus de 237 000 décès d’enfants de moins de 

5 ans (OMS, 2022a). Parallèlement, la pollution de l’air ambiant (pollution de l’air extérieur) a causé 

environ 4,2 millions de décès prématurés au niveau mondial (OMS, 2022b). Ainsi, la combinaison 

des effets de la pollution de l’air intérieur et de l’air extérieur est associée à environ 7 millions de 

décès prématurés chaque année à l’échelle mondiale.  

En France, la pollution de l’air extérieur est responsable, (Ministère de la Transition écologique et 

de la Cohésion des Territoire & Ministère de la Transition énergétique, 2023) , de 48 000 décès 
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prématurés par an, ce qui correspond à 9% de la mortalité. Le coût annuel total de la pollution de 

l’air (extérieur et intérieur) est estimé à 100 milliards d’euros dont une large part est liée aux coûts 

de santé. 

II.1.3. Principales sources et principaux polluants 

atmosphériques 

Les polluants atmosphériques sont émis dans l’atmosphère par diverses sources, qui peuvent être 

naturelles, telles que l'érosion, les volcans, les embruns marins, les feux de forêts, etc. , ou 

anthropiques, c'est-à-dire émis par des activités humaines telles que l'industrie, l'agriculture, les 

transports (routiers, aériens, maritimes), les sources résidentielles, etc. (Pan et al., 2022).  

Les principaux polluants atmosphériques sont les oxydes d’azote (NOx), le dioxyde de soufre 

(SO2), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), le monoxyde de carbone (CO), les 

composés organiques volatils (COV), l’ozone (O 3), les métaux, les particules (PM), ainsi que les 

contaminants biologiques (pollens, mycotoxines, etc.).   

La Figure 2 présente des exemples de sources d'émission ainsi que les principaux polluants associés 

à chacune d'entre elles. 

 

Figure 2 : Sources d’émission des polluants atmosphériques (Source : ATMO France) 
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Les polluants atmosphériques peuvent être classés selon : 

• leur état (solide, liquide, gazeux). Le plus souvent, les polluants atmosphériques se 

présentent sous forme gazeuse (O3, NOx, SO2, CO, COV, etc.). 

• leur origine (polluants primaires et  polluants secondaires). Les polluants primaires 

résultent de sources de pollution directes, telles que le trafic (routier, maritime, aérien, etc.), 

les industries, le chauffage ou encore l'agriculture (NOx, SO2, HAP, COV, métaux, etc.). 

En revanche, les polluants secondaires ne sont pas émis directement dans l'air, mais 

résultent de réactions chimiques entre différents gaz ou de réactions photochimiques (O3, 

etc.) (Airparif, 2021b). Certains polluants, tels que le dioxyde d'azote (NO2) et les particules, 

peuvent être à la fois des polluants primaires et secondaires, car leur présence dans 

l'atmosphère résulte à la fois d'émissions directes et de réactions chimiques.  

• leur nature chimique. Ainsi, on distingue les polluants inorganiques (O3, NOx, SO2, 

métaux, etc.) des polluants organiques (CO, COV, HAP, etc.). Les polluants particulaires, 

quant à eux, sont un mélange de polluants inorganiques et organiques. 

Les principaux polluants atmosphériques surveillés et réglementés en France sont résumés dans le 

Tableau I qui récapitule leur origine, leur nature chimique et leur impact sur la santé. La 

réglementation spécifique relative à ces polluants est détaillée en Annexe 1.  
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 Tableau I : Les principaux polluants atmosphériques surveillés et/ou réglementés en France 

*CIRC : Centre International de Recherche contre le Cancer 

Polluant État Origine 
Nature 

chimique 
Impact sur la santé 

Ozone (O3) Gazeux Polluant secondaire résultant de la transformation 
photochimique de l'O2 au contact de polluants primaires tels 

que les NOx ou les COV, en présence de rayonnements ultra-

violets solaires et d'une température élevée (Lu et al., 2019).   

Inorganique Troubles respiratoires : crises d'asthme, 
réduction de la fonction pulmonaire, 

développement de maladies respiratoires, etc. 

(Nuvolone et al., 2018). 

Oxydes 
d’azote 

(NOx) 

Gazeux Polluants primaires (NO et NO2) issus de sources d’émission 
anthropiques (combustion, industries, agriculture, etc.) ou 

naturelles (volcans, éclairs, transformation de l’azote du sol, 
etc.)  

ou  

Polluants secondaires (NO2) résultant de la réaction entre le 
NO et l’O2, l'O3, ou espèces radicalaires présentes dans 

l'atmosphère (Kimbrough et al., 2017). 

Inorganique Troubles respiratoires : sensibilité accrue des 
bronches aux infections, hyperréactivité, 

réduction de la fonction pulmonaire, etc. 

(Boningari & Smirniotis, 2016). 

Dioxyde de 

soufre (SO2) 

Gazeux Polluant primaire issu principalement de la combustion 

d'énergies fossiles (fioul, charbon, lignite, gazole, etc.) mais 
pouvant également provenir de sources d’émission 

anthropiques de type industriel (production d’acide 
sulfurique, production de pâte à papier, raffinage du pétrole, 

etc.) ou de sources naturelles (éruptions volcaniques, 

décomposition de matière organique) (Pénard-Morand & 

Annesi-Maesano, 2004). 

Inorganique Difficultés respiratoires, œdème pulmonaire, 

crises d'asthme, irritation des yeux, maladies 
cardio-respiratoires, etc. (Khaniabadi et al., 

2017). 

Éléments 

majeurs et 

traces 
métalliques 

Solide Polluants primaires issus de sources d’émission naturelles 

(érosion, éruption volcanique, feu de forêt) ou anthropiques, 

principalement liées aux activités métallurgiques (extraction 
minière, fonte, fonderies, etc.), et aux transports 

(principalement le trafic routier) (Briffa et al., 2020). 

Inorganique Troubles respiratoires (arsenic, et nickel), 

troubles cardiovasculaires (arsenic, nickel, 

plomb), effets sur le système nerveux 
(arsenic, cadmium, plomb), altérations de la 

fonction rénale (cadmium, plomb), etc.  

Certains de ces éléments métalliques, comme 

l'arsenic, le cadmium et le nickel, sont classés 
cancérigènes certains pour l’Homme (groupe 

1 du CIRC*) (Briffa et al., 2020). 
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Polluant État Origine 
Nature 

chimique 
Impact sur la santé 

Monoxyde de 
carbone (CO) 

Gazeux Polluant primaire issu de combustions incomplètes de 
nombreux combustibles (bois, butane, charbon, essence, 

fuel, gaz naturel, pétrole, propane, etc.). Les principales 

sources d’émission de CO en milieu extérieur sont le trafic 
routier et les activités industrielles. Les principales sources 

en milieu intérieur sont les cuisinières à gaz, les feux de 
bois, la fumée de cigarette, etc. (Chenoweth et al., 2021; 

Fazlzadeh et al., 2015). 

Organique Maux de tête, faiblesse, étourdissements, 
nausées, tachycardie, tachypnée voire, dans 

les cas les plus grave, coma ou mort (Hanley 

& Patel, 2023). 

Composés 

organiques 
volatils 

Gazeux Polluants primaires issus de sources d’émission naturelles 

(feux de forêt, transformation de précurseurs biogéniques 
etc.) ou anthropiques (activités pétrochimiques, solvants, 

peintures, trafic, agriculture, etc.) (Montero-Montoya et al., 

2018). 

Organique Irritation des yeux, du nez, de la gorge et 

des muqueuses (Gibb, 2013).  
Certains COV tels que le benzène et le 

formaldéhyde sont classés cancérigènes 

certains pour l’Homme (groupe 1 du CIRC*). 

Hydrocarbures 
aromatiques 

polycycliques 

(HAP) 

Répartition 
entre une 

phase 

gazeuse et 
une phase 

particulaire 

Polluants primaires principalement issus de sources 
d’émission anthropiques (émissions domestiques, trafic, 

activités industrielles) mais pouvant également être issus 

de sources naturelles (feux de forêts et éruptions 

volcaniques) (Cecinato et al., 2014). 

Organique Plusieurs HAP sont reconnus comme étant 
des substances cancérigènes, mutagènes et 

reprotoxiques (CMR). 

Parmi eux, le benzo(a)pyrène est classé 
cancérigène certain pour l’Homme (groupe 1 

du CIRC*)  (Abdel-Shafy & Mansour, 2016). 

Polluants 

particulaires 

Particulaire Polluants primaires issus de source d’émission naturelles 

(éruptions volcaniques, poussière de sol, embruns marins, 
etc.) ou anthropiques (activités industrielles, trafic, 

chauffage domestique, etc.)   
ou 

Polluants secondaires formées à partir de précurseurs 
gazeux présents dans l'atmosphère, tels que les oxydes de 

soufre et d'azote, les COV, etc. (Pan et al., 2022). 

Mélange de 

composés 
organiques 

et 

inorganiques 

Troubles respiratoires, cardiovasculaires, 

augmentation du risque de cancer, etc. 

(Thompson, 2018). 
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II.2. Polluants particulaires 

Parmi les divers polluants présents dans l'atmosphère, notre attention se portera plus 

particulièrement sur les polluants particulaires. Les particules en suspension dans l'air constituent 

un mélange complexe et hétérogène de composés organiques et inorganiques. Leurs 

caractéristiques physico-chimiques, conditionnant leur impact sanitaire, dépendent principalement 

de leurs sources d'émission, qu'elles soient d'origine naturelle ou anthropique.   

Dans cette deuxième partie de l’état des connaissances, l’origine des particules atmosphériques ainsi 

que leurs principales caractéristiques physico-chimiques seront présentées. Puis, les modalités 

d’exposition de l’Homme à ces polluants, ainsi que leurs impacts sur la santé humaine  et leur 

réglementation seront abordés. 

II.2.1. Origine des particules atmosphériques 

Les polluants particulaires peuvent être des polluants primaires ou secondaires. Les particules 

primaires sont directement émises dans l’atmosphère , sous forme liquide ou solide, par des sources 

naturelles (éruptions volcaniques, poussières de sol, embruns marins, etc.) ou anthropiques 

(activités industrielles, trafic, chauffage domestique, etc.), sans subir de modification chimique ou 

physique depuis leur émission. En revanche, les particules secondaires sont formées à partir de 

précurseurs gazeux présents dans l'atmosphère, tels que les oxydes de soufre et d'azote, les 

composés organiques volatils, etc. Les réactions chimiques impliquées dans leur formation 

comprennent la nucléation, la condensation et la coagulation (Figure 3). La nucléation consiste en 

la conversion de gaz présents dans l'atmosphère en particules, soit directement (gaz-solide), soit 

par l'intermédiaire de gouttes d'eau. La condensation, quant à elle, implique la condensation de 

molécules gazeuses sur les particules nouvellement formées, augmentant ainsi leur diamètre 

aérodynamique (paramètre intégrant à la fois la taille, la densité et la forme des particules) tout en 

conservant leur nombre. Enfin, la coagulation correspond au processus d'agrégation des particules 

entre elles, entraînant une augmentation de leur diamètre aérodynamique et une diminution de leur 

nombre (Pan et al., 2022). 
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II.2.2. Classification des particules atmosphériques 

La classification la plus utilisée pour les particules est basée sur des critères de taille. Les particules 

n’étant pas toutes sphériques, leur taille ne peut pas être définie en fonction de leur diamètre. Par 

conséquent, le diamètre aérodynamique équivalent (Dae) est utilisé.  Il est défini comme le diamètre 

d’une sphère ayant la même vitesse de chute que la particule et une masse volumique égale à 1  g.cm-

3. Le Dae est un paramètre applicable à toutes les particules, quelle que soit leur forme.  Ainsi, les 

particules, nommées Particulate Matter (PM) peuvent être classées de la façon suivante (Mühlfeld et 

al., 2008) : 

• PM10 : particules dont le Dae est inférieur à 10 µm, dites « particules grossières » ; 

• PM2.5 : particules dont le Dae est inférieur à 2,5 µm, dites « particules fines » ; 

• PM1 : particules dont le Dae est inférieur à 1 µm, dites « particules très fines » ;  

• PM0.1 : particules dont le Dae est inférieur à 0,1 µm, dites « particules ultrafines ».  

 

La taille est une caractéristique importante des particules car elle détermine leur surface spécifique. 

Ce paramètre désigne le rapport de la superficie de la surface réelle d’une particule sur sa quantité 

de matière (sa masse), rendant les contaminants chimiques et biologiques plus ou moins accessibles 

à la surface des particules. Plus les particules sont petites, plus leur surface spécifique augmente, ce 

qui accroît leur réactivité (Duffin et al., 2007; Hussain et al., 2009). 

Figure 3 : Processus de formation des particules secondaires (Source  : ATMO Nouvelle-
Aquitaine) 
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II.2.3. Composition chimique des particules 

atmosphériques 

La composition chimique des particules est très variée, dépendant des sources d'émission et des 

évolutions qu'elles peuvent subir dans l'atmosphère. De manière générale, les particules sont 

composées d'un noyau carboné sur lequel s'adsorbent différents éléments chimiques tels que des 

HAP, des métaux, des sulfates, des quinones, etc., ainsi que des contaminants biologiques tels que 

des moisissures, des pollens, des virus, etc. (Finlayson-Pitts et al., 2020; Pernelet-Joly, 2008) 

(Figure 4). 

 

Figure 4 : Exemple de composition chimique d’une particule (Source  : ADEME) 

Parmi les différents composés retrouvés dans la composition chimique des particules, un intérêt 

particulier sera porté aux métaux (éléments majeurs et traces métalliques) et aux HAP.  

II.2.3.1. Éléments majeurs et traces métalliques 

La plupart des métaux sont des éléments constitutifs de la croûte terrestre. Il s’agit de polluants 

primaires dont les sources d’émission peuvent être naturelles (érosion, éruption volcanique,  feu de 

forêt) ou anthropiques, principalement liées aux activités métallurgiques (extraction minière, aciérie, 

transformation manufacturière…), aux combustions (production énergétique ou incinération de 

déchets) et aux transports (notamment au trafic routier) (Briffa et al., 2020). 

II.2.3.2. Hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP) 

Les HAP constituent une classe de polluants primaires composée d'atomes de carbone et 

d'hydrogène, caractérisée par la présence d'au moins deux cycles aromatiques (benzéniques) dans 
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leur structure. Ces composés résultent de processus de combustion incomplète de matières 

organiques. 

Bien que les HAP puissent être émis par des sources naturelles (10% du total des émissions) telles 

que les feux de forêts et les éruptions volcaniques, la majorité des émissions (90%) sont d'origine 

anthropique. Les sources d’origine humaine englobent diverses activités, telles que les émissions 

domestiques (chauffage individuel, fumée de cigarette, aliments grillés ou fumés), les émissions liées 

au trafic (routier, ferroviaire, maritime et aérien), industrielles (incinération, métallurgie, sidérurgie, 

raffinage pétrolier, fumées de bitume, etc.) et agricoles (production d'engrais, brûlage agricole, etc.) 

(Cecinato et al., 2014). 

La quantité et la nature des HAP émis dans l'atmosphère varient considérablement en fonction de 

leur source. Par exemple, les émissions liées au trafic routier dépendent du type de moteur et de la 

nature ainsi que de la qualité du carburant utilisé. Les véhicules diesel, par exemple,  émettent 

davantage de HAP que les véhicules fonctionnant à l'essence (Ravindra et al., 2008). 

II.2.4. Exposition de l’Homme aux particules 

atmosphériques 

II.2.4.1. Voies d’exposition 

Les polluants particulaires étant omniprésents dans l'atmosphère, les individus sont exposés à ces 

polluants quotidiennement et durant toute leur vie. Ces substances nocives entrent en contact avec 

l'organisme par le biais de diverses voies d'exposition, telles que la voie respiratoire, la voi e digestive 

ou la voie par contact cutané ou oculaire (European Environment Agency, 2016).  

La voie principale d'exposition est la voie respiratoire. Chaque jour, un Homme adulte inhale entre 

10 000 et 20 000 litres d'air, contenant inévitablement des particules (Santé Publique France, 2022). 

II.2.4.2. Appareil respiratoire 

L'appareil respiratoire est un système complexe et essentiel à la vie. Il perme t à l’organisme de 

fournir le dioxygène (O2) aux cellules et d'éliminer le dioxyde de carbone (CO 2) produit lors du 

métabolisme cellulaire. Il se compose d'organes spécifiques qui travaillent de manière coordonnée 

pour permettre les échanges gazeux entre l'organisme et l'atmosphère.  

L’appareil respiratoire est schématisé sur la  Figure 5. Il est constitué des voies respiratoires 

supérieures et  inférieures (Ball et al., 2023). 
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Les voies respiratoires supérieures sont constituées du nez, des sinus, du pharynx et du larynx. 

Il s’agit de voies de conduction, permettant le passage de l’air.  

Le nez est, avec la bouche, le point d'entrée de l'air dans le système respiratoire. Il est équipé de 

poils et de muqueuses qui permettent une première filtration de l’air et un contrôle de la 

température et de l’humidité de l’air entrant dans les poumons .  

Les sinus sont des cavités aériennes situées dans les os du crâne et participent également au filtrage 

et à l'humidification de l'air. 

Le pharynx est situé à l'arrière de la bouche et sert de passage pour l'air et la nourriture.  

Le larynx est la partie de l'appareil respiratoire située entre le pharynx et la trachée. Il abrite les 

organes impliqués dans la production de son lors de la parole, notamment les cordes vocales.  

Les voies respiratoires inférieures sont constituées de la trachée, des bronches, des bronchioles 

et des alvéoles. Elles sont constituées d’une zone de conduction (trachée, bronches et bronchioles) 

et d’une zone de respiration (alvéoles).  

La trachée est un tube cartilagineux revêtu d'un épithélium pseudostratifié muco-cilié. Elle relie le 

larynx aux bronches et permet de transporter l'air vers les poumons.  

Les bronches sont les conduits qui se ramifient à partir de la trachée et s'étendent dans les poumons. 

Elles présentent une structure similaire à celle de la trachée avec un épithélium pseudostratifié 

muco-cilié mais possèdent des anneaux cartilagineux circulaires complets. Les bronches se divisent 

en bronchioles de plus en plus petites. Les bronchioles sont dépourvues de cartilage et ont un 

Figure 5 : L’appareil respiratoire (Source : Larousse Médical) 
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diamètre d'environ 1 mm. Initialement ciliées, elles évoluent vers un épithélium simple et leurs 

cellules de revêtement ne contiennent plus de cellules productrices de mucus. 

Les alvéoles constituent la dernière portion de la voie respiratoire. Elles sont revêtues d'une couche 

cellulaire monocellulaire de pneumocytes et sont en proximité avec les capillaires. Elles contiennent 

des pneumocytes de type II produisant du surfactant et des cellules de Clara. C’est au niveau des 

alvéoles qu’ont lieu les échanges gazeux entre l’air inhalé et le sang.  

Les poumons sont les principaux organes de l'appareil respiratoire. Ils sont situés de part et d'autre 

du cœur, dans la cavité thoracique. Chaque poumon est entouré par une fine membrane appelée 

plèvre, qui permet une expansion et une contraction fluides pendant la respiration. Les poumons 

sont divisés en lobes : trois lobes pour le poumon droit et deux lobes pour le poumon gauche.  

L'appareil respiratoire est un système vital qui permet à l’organisme d'obtenir de l'O2 et d'éliminer 

le CO2 produit lors du métabolisme. Cependant, il est également une voie d’entrée privilégiée des 

polluants atmosphériques, et notamment des particules. 

II.2.4.3. Pénétration des particules dans l’appareil 

respiratoire 

La taille des particules, représentée par leur Dae moyen, détermine leur comportement dans 

l’organisme. Plus les particules sont fines, plus elles peuvent pénétrer profondément dans l'appareil 

respiratoire, voire traverser la barrière alvéolo-capillaire pour atteindre la circulation sanguine et 

conduire à une distribution systémique (Danel, 2019) (Figure 6). 

 

Figure 6 : Pénétration pulmonaire des particules (Source : Encyclopédie de l’environnement)  
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Le Dae moyen des particules détermine également le processus de dépôt des particules dans le 

système respiratoire. Ainsi, en fonction du Dae, de la forme et de la charge électrique des particules 

inhalées, cinq mécanismes de dépôt sont décrits : (1) l'impaction ; (2) la sédimentation ; (3) la 

diffusion ; (4) l'interception et (5) la déposition électrostatique, liée à la charge des particules (Figure 

7) (Fishler et al., 2015; Froehlich & Salar-Behzadi, 2014). 

L'impaction est principalement observée pour les particules ayant un Dae supérieur à 2 µm. Ces 

particules ont une taille suffisante pour être dotées d’une énergie cinétique et s’impacter au niveau 

des voies respiratoires supérieures. Pour les particules ayant un Dae compris entre 1 et 2 µm, la 

sédimentation est le mécanisme de dépôt dominant. Sous l'effet de la gravité, ces particules se 

déposent dans les voies aériennes de conduction plus petites du tractus trachéobronchique. Les 

particules ayant un Dae inférieur à 1 µm sont principalement soumises à l'influence du mouvement 

brownien. En raison de leur faible masse, elles suivent des trajectoires aléatoires et peuvent ainsi 

pénétrer plus profondément dans le tractus respiratoire et atteindre les alvéoles. 

Le dépôt par interception dépend de la forme des particules. Les particules les plus allongées et les 

fibres sont soumises à l'interception en raison de leur longueur.  

Le dépôt électrostatique, quant à lui, est déterminé par la charge des particules. Les particules 

chargées positivement sont attirées de manière électrostatique vers les parois des voies respiratoires. 

En raison de cette force d’attraction supplémentaire, le dépôt des particules chargées peut être plus 

important que celui des particules neutres. 

Figure 7 : Processus de dépôt des particules dans le système respiratoire (inspiré de Froehlich & Salar -Behzadi, 
2014) 
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II.2.4.4. Clairance pulmonaire des particules 

Lorsque des particules pénètrent et se déposent dans l'appareil respiratoire, divers mécanismes de 

clairance interviennent afin d'éliminer ces polluants et les composés adsorbés à leur surface. Ces 

processus permettent de réduire la durée potentielle de leur action. Les mécanismes de clairance 

varient en fonction de la région pulmonaire concernée (région nasale, trachéo-bronchique ou 

alvéolaire), entraînant une élimination des particules et de leurs composés associés avec une 

efficacité variable. 

Il est important de noter que l'élimination des particules des voies respiratoires ne conduit que 

rarement à leur élimination totale de l'organisme. En effet, seuls la toux, l'éternuement et le 

mouchage permettent une élimination effective des particules. Les autres mécanismes de clairance 

redirigent les particules vers le système digestif, le système lymphatique ou le système sanguin. 

La clairance nasale implique l'élimination des particules présentes dans la cavité nasale grâce à 

divers mécanismes dépendant de leur solubilité et de leur localisation. Les particules capturées par 

les vibrisses nasales dans la partie antérieure du nez peuvent être évacuées directement par 

éternuement ou par mouchage. L’élimination des particules ayant atteint la partie postérieure du 

nez dépend de leur solubilité. Les particules insolubles sont transportées avec le mucus nasal grâce 

aux mouvements ciliaires de l'épithélium respiratoire jusqu'au pharynx, où elles sont ensuite 

dégluties. Chez un individu adulte en bonne santé, ce processus prend environ une heure. Les 

particules solubles, quant à elles, peuvent se dissoudre dans le mucus et pénétrer dans les cellules 

épithéliales ou les vaisseaux sanguins sous-jacents (Casarett et al., 2008). 

La clairance trachéo-bronchique repose également sur la clairance mucociliaire, permettant le 

déplacement du mucus contenant des particules insolubles et des macrophages ayant phagocyté 

des particules jusqu'au larynx en 24 à 48 heures. Le mucus est ensuite, soit dégluti, soit évacué par 

la toux. Cependant, la clairance mucociliaire diminue progressivement à mesure que le diamètre 

des voies respiratoires se réduit. Comme dans le cas de la clairance nasale, les particules solubles 

dans le mucus peuvent pénétrer dans les cellules épithéliales, voire franchir la barrière alvéolo-

capillaire et se retrouver au niveau systémique (Casarett et al., 2008). 

La clairance alvéolaire est principalement assurée par les macrophages alvéolaires, qui 

phagocytent les particules insolubles. La plupart de ces macrophages sont ensuite éliminés grâce au 

système mucociliaire après avoir été acheminés jusqu'aux bronchioles par le liquide alvéolaire. Une 

partie de ces macrophages peut également être évacuée par le système lymphatique. Les particules 

non phagocytées ou certains de leur composants solubles peuvent se dissoudre dans le surfactant 
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et rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique ou pénétrer dans les cellules épithéliales 

alvéolaires (Casarett et al., 2008). 

Malgré ces mécanismes de clairance visant à protéger l'organisme en éliminant les particules, 

certaines d’entre elles et leurs composés associés ne sont pas éliminés. Ils peuvent alors pénétrer 

dans les cellules épithéliales des voies respiratoires ou dans la circulation sanguine ou lymphatique, 

entraînant ainsi des effets nocifs sur la santé. 

II.2.5. Réglementation des polluants particulaires et 

des polluants associés 

II.2.5.1. Polluants particulaires  

Les polluants particulaires sont particulièrement préoccupants pour la santé humaine. Ils sont 

associés à une augmentation de la mortalité due à des maladies respiratoires, des maladies 

cardiovasculaires et des cancers (Thompson, 2018). 

La taille et la surface spécifique des particules jouent un rôle central dans l'évaluation de leur 

dangerosité pour la santé humaine. Les réglementations française et européenne se basent sur des 

critères de taille pour établir des normes de qualité de l'air afin de protéger la population (Tableau 

II). Les définitions des normes de qualité de l’air sont les suivantes  :  

Objectif de qualité : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère à 

atteindre à long terme, sauf lorsque cela n’est pas réalisable par des mesures proportionnées, afin 

d’assurer une protection efficace de la santé humaine et de l'environnement dans son ensemble ; 

Valeur cible : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère fixé dans le but 

d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la santé humaine ou sur l’environnement 

dans son ensemble, à atteindre, dans la mesure du possible, dans un délai donné ; 

Valeur limite : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère fixé sur la base 

des connaissances scientifiques à ne pas dépasser dans le but d’éviter, de prévenir ou de réduire les 

effets nocifs de ces substances sur la santé humaine ou sur l'environnement dans son ensemble ; 

Seuil d’information et de recommandation : niveau de concentration de substances polluantes 

dans l’atmosphère au-delà duquel une exposition de courte durée présente un risque pour la santé 

humaine des groupes particulièrement sensibles de la population rendant nécessaires des 

informations immédiates et adéquates ; 
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Seuil d’alerte : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère au-delà duquel 

une exposition de courte durée présente un risque pour la santé de l’ensemble de la population ou 

de dégradation de l’environnement justifiant l’intervention de mesures d’urgence. 

Tableau II : Valeurs de gestion des polluants particulaires atmosphériques en Europe et en France et 
recommandation de l’OMS (Sources : Airparif et OMS) 

Particules grossières (PM10)  

Valeurs limites européennes 

50 µg/m3 En moyenne journalière à ne pas 

dépasser plus de 35 jours par an 

40 µg/m3 En moyenne annuelle 

Objectif de qualité en France 30 µg/m3 En moyenne annuelle 

Seuil d’information et de 

recommandation en France 
50 µg/m3 

En moyenne sur 24 heures 

Seuil d’alerte en France 80 µg/m3 En moyenne sur 24 heures 

Seuil de référence 

recommandés par l’OMS 
15 µg/m3 En moyenne annuelle 

Particules fines (PM2.5) 

Valeur limite européenne 25 µg/m3 En moyenne annuelle 

Valeur cible en France 20 µg/m3 En moyenne annuelle 

Objectif de qualité en France 10 µg/m3 En moyenne annuelle 

Seuil de référence 

recommandé par l’OMS 
5 µg/m3 

En moyenne annuelle 

 

Un projet législatif publié en 2022 par la commission européenne propose d’abaisser la valeur limite 

annuelle de PM10 à 25 µg/cm3 et celle de PM2.5 à 10 µg/m3, afin de se rapprocher des niveaux 

recommandés par l’OMS et ainsi de permettre une meilleure protection des populations.  

Il est important de remarquer que les réglementations actuelles ne prennent pas en compte la 

composition chimique des particules. Cependant, pour pouvoir faire une évaluation complète de la 

qualité de l’air ainsi que de son impact sur la santé, il serait essentiel de considérer également la 

composition chimique des particules (B.-F. Huang et al., 2018; Schwarze et al., 2007, 2007; Shen et 

al., 2019; L. Yang et al., 2014). 

II.2.5.1. Éléments majeurs et traces métalliques 

Lors d’exposition prolongée, certains métaux/métalloïdes peuvent s'accumuler dans l'organisme et 

engendrer divers problèmes de santé. En effet, ils sont associés à des affections respiratoires 
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(arsenic, cadmium et nickel), à des troubles cardiovasculaires (arsenic), à des effets sur le système 

nerveux (plomb, arsenic), à des altérations de la fonction rénale (cadmium). Certains de ces 

métaux/métalloïdes, comme l'arsenic, le cadmium et le nickel, sont classés cancérigènes certains 

pour l’Homme (groupe 1 du CIRC) (Briffa et al., 2020). 

En France, les concentrations atmosphériques de certains métaux sont réglementées. Il s’agit du 

plomb, de l’arsenic, du cadmium et du nickel (Tableau III) (Airparif, 2021a). 

Tableau III : Valeurs de gestion des éléments métalliques en France et en Europe (Source  : Airparif) 

Eléments métalliques 

Plomb Objectif de qualité en France 0,25 µg/cm3 

En moyenne annuelle 

Valeur limite européenne 0,5 µg/cm3 

Arsenic Valeur cible européenne 6 ng/cm3 

En moyenne annuelle du 

contenu total de la fraction 

PM10 

Cadmium Valeur cible européenne 5 ng/cm3 

Nickel Valeur cible européenne 20 ng/cm3 

 

II.2.5.1. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP) 

Les HAP sont des composés persistants dans l'environnement qui ont des effets très variés sur la 

santé. Ils présentent une forte capacité d'adsorption sur les particules en suspension dans l'air ainsi 

qu'un potentiel élevé de bioconcentration dans les organismes vivants. Plusieurs HAP sont 

reconnus comme étant des substances CMR. Parmi eux, le benzo(a)pyrène est particulièrement 

bien documenté. Il est classé comme cancérigène certain pour l'homme (groupe 1 du CIRC) et son 

rôle dans l'induction du cancer du poumon a été établi (CIRC, 2002). 

Parmi les HAP, 16 ont été désignés comme prioritaires par l'Agence américaine de protection de 

l'environnement (US-EPA) en raison de leur dangerosité et leur concentration atmosphérique est 

à surveiller  (Tableau IV) (Ineris, 2005).  
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Tableau IV : Liste des 16 HAP classés prioritaires par l’US-EPA 

Nom 
Nombre de cycles 

aromatiques 
Formule chimique 

Naphtalène 2 C10H8 

Acénaphtylène 

3 

C12H8 

Acénaphtène C12H10 

Fluorène C13H10 

Anthracène C14H10 

Phénanthrène C14H10 

Fluoranthène 

4 

C16H10 

Pyrène C16H10 

Benzo(a)anthracène C18H12 

Chrysène C18H12 

Benzo(a)pyrène 

5 

C20H12 

Benzo(b)f luoranthène C20H12 

Dibenzo(ah)anthracène C22H14 

Benzo(k)f luoranthène C20H12 

Benzo(ghi)pérylène 

6 

C20H12 

Indeno(1,2,3-cd)pyrène C22H12 

 

En Europe, conformément à la directive 2004/107/CE, la réglementation exige la mesure de 7 

HAP à des fin de surveillance : le benzo(a)pyrène, le benzo(a)anthracène, le benzo(b)fluoranthène, 

le benzo(j)fluoranthène, le benzo(k)fluoranthène, l'indéno(1,2,3,c,d)pyrène et le 

dibenzo(a,h)anthracène (Anses, 2018). 

En France, le benzo(a)pyrène est réglementé dans l'air ambiant avec une valeur cible de 1 ng/m3. 

Cette réglementation est due à sa présence systématique dans les processus de combustion et son 

impact sanitaire important (classé cancérigène de groupe 1 par le CIRC). Le benzo(a)pyrène est 

utilisé comme indicateur du risque cancérigène associé aux HAP (Airparif, 2021a).  
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II.3. Impact des particules fines sur la santé 

Parmi les polluants particulaires, les particules fines (PM2.5) sont particulièrement préoccupantes 

en raison de leur présence ubiquitaire dans l’environnement et de leur impact significatif sur la 

santé.  

Une étude récente a estimé que 56 à 76 % des PM2.5 inhalées se déposaient dans les voies 

respiratoires humaines. Ce pourcentage dépend de la morphologie des voies respiratoires et des 

caractéristiques des PM2.5, telles que leur densité, leur forme, leur Dae, etc. (Manojkumar et al., 

2019). La majorité des PM2.5 inhalées atteignent les bronches, et les plus petites peuvent pénétrer 

dans les bronchioles et les alvéoles voire franchir la barrière alvéolo-capillaire et se retrouver dans 

la circulation sanguine générale (D. Li et al., 2019). 

Une évaluation quantitative d’impact sanitaire , publié en 2016 par Santé Publique France, a établi 

une relation, pour la France, entre l’exposition aux PM2.5 et la mortalité. Selon cette étude, plus de 

48 000 décès prématurés par an pourraient être imputables à la pollution aux PM2.5 (Santé Publique 

France, 2016). L’Agence Européenne de l’Environnement a estimé qu’en 2018 la pollution aux 

PM2.5 a été responsable d’environ 417 000 décès prématurés en Europe dont environ 379 000 pour 

l’Union Européenne (European Environment Agency, 2020). L’OMS considère qu’une part 

importante de la mortalité liée à la pollution de l’air extérieur (environ 4,2 millions de décès 

prématurés par an) est imputable à l’exposition aux PM2.5 (OMS, 2022b). 

Dans cette troisième partie de l'état de l'art, un rappel sera fait sur les principales pathologies 

humaines associées aux expositions aux PM2.5. Puis, la physiopathologie de deux pathologies 

respiratoires fortement associées aux PM2.5, l'asthme et la bronchopneumopathie obstructive 

chronique (BPCO), sera détaillée. 

II.3.1. Données épidémiologiques 

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré des associations entre l’exposition aux PM2.5 et 

différentes pathologies humaines.  

La littérature scientifique rapporte des associations entre l'exposition aux PM2.5 et le 

développement de pathologies respiratoires telles que l’asthme (Edginton et al., 2021; Jung et al., 

2019; Renzi et al., 2022; Yan et al., 2020) la bronchopneumopathie obstructive chronique (BPCO) 

(H. Chen et al., 2021; S. Liu et al., 2017), ainsi que le cancer du poumon (Hamra et al., 2014; D. Li 

et al., 2023; X. Wu et al., 2021). 
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Des études ont également démontré qu'une exposition aux PM2.5 pouvait entraîner une 

exacerbation de pathologies respiratoires préexistantes, telles que l'asthme ou la BPCO (N. Li et 

al., 2022; Tétreault et al., 2016). Certains individus sont plus vulnérables aux effets des PM2.5, et les 

expositions peuvent entraîner une augmentation de la morbidité et de la mortalité  en aggravant 

certaines pathologies respiratoires. 

Par ailleurs, plusieurs études épidémiologiques ont démontré l’existence d’une association entre 

l’exposition aux PM2.5 et l’incidence de maladies cardiovasculaires (Krittanawong et al., 2023) 

notamment les accidents vasculaires cérébraux (Shah et al., 2015; S. Zhang & Routledge, 2020), 

l’insuffisance cardiaques (Shah et al., 2013; S. Zhang & Routledge, 2020) , l’hypertension artérielle 

(K. Huang et al., 2019; Xie et al., 2018) , l’arythmie cardiaque (M. Yang et al., 2020; Zheng et al., 

2018). 

De plus, des travaux de recherches ont suggéré que les PM2.5 seraient capables de passer la barrière 

hémato-encéphalique et d’induire une neuro-inflammation au niveau du cerveau (Heusinkveld et 

al., 2016). Des études épidémiologiques ont démontré une association entre l’exposition aux PM2.5 

et des maladies neurologiques telles que la maladie d’Alzheimer (Åström et al., 2021; L. Yang et al., 

2022; Younan et al., 2020), la maladie de Parkinson (R. Liu et al., 2016) ou des tumeurs cérébrales 

(Jørgensen et al., 2016). Cependant, les associations montrées dans ces études entre PM2.5 et 

pathologies neurologiques sont faibles, et il est nécessaire de mener d’autres études pour confirmer 

ces résultats.  

Enfin, des études épidémiologiques ont suggéré un effet reprotoxique des PM2.5, en mettant en 

évidence des associations significatives entre l’exposition aux PM2.5 pendant la grossesse de la mère 

et des cas de naissances prématurées ainsi qu'un faible poids de l’enfant à la naissance (Bekkar et 

al., 2020; Hung et al., 2023). 

L’exposition aux PM2.5 est donc associée à de nombreuses pathologies humaines. L’exposition aux 

PM2.5 se faisant principalement par voie respiratoire, nous nous intéresserons ici plus 

particulièrement à deux pathologies respiratoires bronchiques chroniques : l'asthme et la BPCO. 

II.3.2. Physiopathologie de l’asthme et de la BPCO 

II.3.2.1. Asthme 

L’asthme est une maladie respiratoire chronique multifactorielle résultant d’une association entre 

des prédispositions génétiques et des facteurs environnementaux.  
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Cette maladie touche des individus de tous âges, des enfants aux adultes, partout dans le monde. 

En 2019, il a été estimé que 262 millions de personnes souffraient d’asthme et que cette maladie a 

entraîné environ 461 000 décès (GBD 2019 Diseases and Injuries Collaborators, 2020).  

Des variations géographiques importantes dans la prévalence, la sévérité et la mortalité liées à 

l'asthme sont observées. Bien que cette maladie soit plus fréquente dans les pays à revenu élevé, la 

majorité des décès liés à cette maladie survient dans les pays à revenu faible à inte rmédiaire 

(Dharmage et al., 2019). 

L'asthme est une maladie complexe impliquant différents mécanismes physiopathologiques. 

L'inflammation des voies respiratoires joue un rôle central dans le processus asthmatique. En effet, 

cette pathologie est caractérisée par une activité anormale des cellules immunitaires présentes dans 

les tissus bronchiques. Lorsqu'un individu asthmatique est exposé à des déclencheurs tels que 

l'exercice physique, le froid, les allergènes, les infections respiratoires, les irritants chimiques ou la 

pollution de l'air, une réponse inflammatoire pathologique se met en place au niveau de l'épithélium 

bronchique (Figure 8), entraînant la contraction des muscles lisses (bronchoconstriction), une 

sécrétion excessive de mucus et, dans les cas graves, un remodelage tissulaire aggravant la 

bronchoconstriction. Cette série d'événements réduit le diamètre des bronches et provoque 

l'obstruction des voies respiratoires par le mucus, entraînant des symptômes variables d'une 

personne à l'autre, pouvant aller d'une gêne légère à une détresse respiratoire sévère. Les 

symptômes typiques comprennent une respiration sifflante, une toux, une sensation d'oppression 

thoracique et des difficultés respiratoires, en particulier la nuit ou tôt le matin. Ces symptômes sont 

réversibles, et entre les crises d’asthme, la respiration redevient normale (Inserm, 2023). 

La fréquence et l’intensité des crises d'asthme sont variables d’un individu à l’autre. En fonction de 

la nature de la réponse inflammatoire se mettant en place au niveau bronchique, deux grands 

groupes d’asthmes sont décrits : les asthmes « Th2 » et les asthmes « non Th2 ». 

Les asthmes « Th2 » représentent près de 4 cas sur 5. Ils sont caractérisés par une surproduction 

des cytokines Th2, notamment les interleukines 4, 5 et 13 (IL‑4, IL‑5 et IL-13) dans les voies 

respiratoires. Ces cytokines pro-inflammatoires conduisent à une inflammation soit par le biais 

d’une réaction allergique, entraînant une production excessive d’immunoglobulines IgE (asthme 

allergique), soit par une réaction non allergique, dans laquelle ce sont des cellules immunitaires 

récemment découvertes, les cellules lymphoïdes innées (ILC2), qui jouent un rôle majeur et 

induisent une production excessive d'éosinophiles et un remodelage du tissu bronchique (Pavón-

Romero et al., 2021). 
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Dans l'asthme « Th2 » allergique, les sujets sont prédisposés à développer une sensibilisation 

allergénique médiée par les IgE, on parle d’atopie. Les cellules dendritiques capturent les allergènes 

(pollens, poussières, moisissures, etc.), qui sont pris en charge par des endosomes et présentés aux 

lymphocytes T auxiliaires de type 2 (Th2). Les lymphocytes Th2 synthétisent alors des interleukines 

de type Th2, telles que l'IL-5, l'IL-4 et l'IL-13. L'IL-5 est une cytokine pro-inflammatoire jouant un 

rôle crucial dans la maturation, le recrutement, la prolifération et la migration vers les tissus des 

éosinophiles. Elle est également impliquée dans la survie cellulaire et la prévention de l’apoptose 

des éosinophiles (Le Borgne-Krams et al., 2016). Les interleukines IL-4 et IL-13, quant à elles, 

favorisent le changement d'isotype des immunoglobulines dans les lymphocytes B, permettant la 

production d'IgE. Cette immunoglobuline reconnaît deux types de récepteurs : les récepteurs à 

haute affinité (FcεRI) et les récepteurs à faible affinité (FcεRII ou CD23). Les récepteurs FcεRI 

sont exprimés par de nombreuses cellules telles que les mastocytes, les basophiles, les cellules 

dentritiques, les éosinophiles, les cellules musculaires lisses des voies respiratoires, les cellules 

épithéliales et les cellules endothéliales. Le couplage entre l'IgE et les récepteurs FCεRI dans les 

cellules dendritiques amplifie leur capacité à présenter les antigènes, ce qui augmente l’activation 

des lymphocytes T auxiliaires Th2, et ainsi, la production d'IgE spécifiques des allergènes dans un 

cycle vicieux. Les récepteurs CD23 sont exprimés par les cellules épithéliales des voies respiratoires 

et sont impliqués dans le transport des complexes IgE-allergène à travers l’épithélium respiratoire, 

perpétuant ainsi l’inflammation (Matucci et al., 2018). 

Les éosinophiles activés par l’IL-5 libèrent des médiateurs tels que la protéine MBP (Major Basic 

Protein), des espèces réactives de l'oxygène (ERO), les chimiokines GM-CSF (Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating Factor) et IL-8, et l'histamine. La protéine MBP et les ERO peuvent induire des 

lésions au niveau des cellules épithéliales. L’IL-8 permet le recrutement de neutrophiles (Nakagome 

& Nagata, 2018). L'histamine, quant à elle, est associée à l'induction de la contraction des muscles 

lisses bronchiques, à la dysfonction de la barrière épithéliale et à l'augmentation de la sécrétion de 

mucus (Yamauchi & Ogasawara, 2019).  

Dans l'asthme « Th2 » non allergique, les cellules épithéliales bronchiques réagissent aux agressions 

en libérant des molécules pro-inflammatoires appelées « alarmines », en particulier l’IL-25, l’IL-33 

et la lymphopoïétine thymique stromale (TSLP, Thymic Stromal Lymphopoietin). Ces alarmines 

stimulent les cellules ILC2, conduisant à la synthèse de cytokines de type Th2 avec une 

hyperéosinophilie mais sans implication d'IgE spécifiques des allergènes (Kaur & Chupp, 2019). 

Les asthmes « non Th2 » correspondent aux asthmes dans lesquels il n’existe ni allergie, ni 

augmentation des éosinophiles. La physiopathologie des asthmes non-Th2 n’est pas encore bien 
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comprise. Le processus inflammatoire pathologique est lié à la présence en excès d’autres cellules 

immunitaires telles que les lymphocytes auxiliaires Th1 ou Th17, des neutrophiles ou des 

mastocytes (Pavón-Romero et al., 2021). Les chercheurs ont identifié au moins quinze sous-

groupes de patients exprimant des facteurs d’inflammation différents.  

II.3.2.2. Bronchopneumopathie chronique obstructive 

(BPCO) 

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est également une maladie respiratoire 

inflammatoire chronique. Contrairement à l’asthme, elle se définit par une obstruction progressive 

et persistante des voies aériennes, sans réversibilité. Cette obstruction entrave le flux d'air et 

provoque des difficultés respiratoires importantes. 

Figure 8 : Physiopathologie de l’asthme (issu de Pavón-Romero et al., 2021) 
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La BPCO touche principalement les adultes et représente un fardeau considérable pour la santé 

mondiale, affectant des millions de personnes et contribuant de manière significative à la morbidité 

et à la mortalité respiratoire. À l'échelle mondiale, la BPCO représente la troisième cause de décès. 

En 2019, elle a entraîné 3,23 millions de décès (OMS, 2023a). 

Les principales causes de BPCO sont le tabagisme, l’exposition à la pollution atmosphérique, 

notamment aux PM2.5, et les expositions professionnelles aux vapeurs, gaz, poussières et fumées 

(Murgia & Gambelunghe, 2022; OMS, 2023a).  

La physiopathologie de la BPCO implique diverses voies de signalisation qui sont résumées sur la 

Figure 9.  

 

Figure 9 : Physiopathologie de la bronchopneumopathie obstructive chronique (BPCO) (adapté de Rodrigues et 
al., 2021) 

Dans un premier temps, l’exposition à des polluants, tels que la fumée de cigarette ou les PM2.5, 

active les cellules épithéliales et les macrophages des voies respiratoires, déclenchant ainsi une 

réponse inflammatoire (Rodrigues et al., 2021). L’inflammation mise en place entraîne un 

remodelage tissulaire, caractérisé par l’épaississement de la paroi des bronches et l’hypertrophie des 

glandes à mucus, provoquant une hypersécrétion de mucus à plus ou moins long terme. Les voies 

respiratoires présentent un calibre rétréci et s’obstruent, conduisant à une diminution de la capacité 

respiratoire. Les symptômes, évoluant progressivement, comprennent une toux persistante, une 

production accrue de mucus, un essoufflement, une sensation d'oppression thoracique et une 
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fatigue. Ces symptômes sont généralement plus prononcés pendant l'effort physique et peuvent 

affecter considérablement la qualité de vie des patients (Brusselle et al., 2011; Inserm, 2017a).  

Suite aux expositions, différentes voies de signalisation sont activées dans les cellules épithéliales, 

libérant des médiateurs pro-inflammatoires tels que l’IL-8, le GM-CSF, l’ICAM-1 (InterCellular 

Adhesion Molecule-1) et le TNF-α (Tumor Necrosis Factor-alpha) (W. Gao et al., 2015). L’IL-8 est 

particulièrement importante dans la réponse inflammatoire de la BPCO car elle favorise le 

recrutement et l’activation des neutrophiles. Ces neutrophiles, à leur tour, génèrent des ERO tels 

que O2
- et H2O2, qui inactivent l'α1-antitrypsine, un inhibiteur de protéases et notamment de 

l’élastase. L'élastase contribue à la régulation de l'expression du gène MUC5AC. La surproduction 

de la mucine MUC5AC par les cellules caliciformes entraîne une hypertrophie et une hyperplasie 

des voies respiratoires, contribuant au remodelage tissulaire observé dans la BPCO (Fischer et al., 

2015). 

De plus, les cellules épithéliales des voies respiratoires des patients atteints de BPCO surexpriment 

TGF-β (Transforming Growth Factor-beta), un facteur de croissance entraînant la différenciation des 

fibroblastes en myofibroblastes. Cette différenciation conduit à la production de matrice 

extracellulaire et au développement d’une fibrose pulmonaire (Saito et al., 2018). 

Les cellules épithéliales libèrent également des chimiokines de type CXCL (C-X-C motif chemokine 

Ligand) tels que CXCL9, CXCL10, CXCL11 et CXCL12, qui attirent les lymphocytes T auxiliaires 

Th1. Ces lymphocytes libèrent de nombreuses cytokines et notamment l'IFN-γ (Interféron-

gamma), pouvant conduire à une complication de la BPCO, l’emphysème, en entraînant une  

destruction des alvéoles (Rodrigues et al., 2021). Les cellules épithéliales attirent également les 

lymphocytes T CD8+. Ces lymphocytes cytotoxiques produisent des cytokines pro-

inflammatoires, notamment l'IL-2, l'IFN-γ et le TNF-α, ainsi que des chimiokines, dont CXCL10 

et CCL5 (chemokine CC ligand 5), qui permettent le recrutement d'autres cellules inflammatoires 

(Grundy et al., 2013). Enfin, les lymphocytes CD8+ libèrent des perforines, du granzyme B et du 

TNF-α, provoquant la cytolyse et l'apoptose des cellules épithéliales alvéolaires  (Demedts et al., 

2006). 

L'exposition à la fumée de cigarette ou à des polluants atmosphériques, tels que les PM2.5, active 

également les macrophages, qui peuvent être polarisés en M1 ou M2, différant en termes de 

récepteurs membranaires, de synthèse de cytokines et d’activité fonctionnelle. Alors que les 

macrophages M1 sont inflammatoires et microbicides, les macrophages M2 modulent la réponse 

immune et sont faiblement microbicides. Dans la BPCO, les macrophages M1 prédominent (Chana 

et al., 2014) et sécrètent des médiateurs pro-inflammatoires tels que CCL2 et CXCL1, favorisant le 
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recrutement d'autres macrophages.  Les macrophages, comme les cellules épithéliales, permettent 

le recrutement de lymphocytes T auxiliaires Th1 grâce à leur sécrétion de chimiokines CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 et CXCL12 et le recrutement de neutrophiles grâce à leur sécrétion de 

chimiokines CXCL1, IL-8/CXCL8 et du leucotriène LTB4. De plus, les macrophages sécrètent les 

chimiokines CCL2 et CXCL1, recrutant un autre type de cellules immunitaires, les monocytes  

(Barnes, 2016). 

Les macrophages libèrent également du TNF-α, de l’IL-1β et des ERO, induisant la sécrétion de 

métalloprotéases (MMP) par les cellules épithéliales, les macrophages et les neutrophiles. Ces MMP 

contribuent à la dégradation de la matrice extracellulaire et à la destruction de la paroi alvéolaire, 

entraînant un remodelage tissulaire (Shibata et al., 2018). De plus, des cytokines telles que TNF-α 

et IL-1β augmentent également l’expression du gène MUC5AC, amplifiant le remodelage tissulaire 

(Rodrigues et al., 2021). 
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II.4. Données toxicologiques sur les PM2.5 

À côté des études épidémiologiques établissant un lien entre l’exposition aux PM2.5 et le 

développement ou l’exacerbation de l’asthme ou de la  BPCO, des expérimentations in vivo et in vitro 

ont été menées. Elles permettent de mieux appréhender les mécanismes biologiques générés par 

l’exposition aux PM2.5 et d’améliorer les connaissances quant aux voies de signalisation contribuant 

au développement ou à l’aggravation de ces pathologies respiratoires.  

II.4.1. Modèles expérimentaux 

Les études in vivo, réalisées sur des animaux, ont longtemps été privilégiées pour la recherche en 

toxicologie. Les modèles murins, rats (G. Wang et al., 2015; L. Zhao et al., 2022) et souris (L. Wang 

et al., 2019; Xu et al., 2021), ont été très largement employés pour évaluer les effets des PM2.5 sur 

l’organisme. Ces modèles offrent l'avantage d'intégrer les interactions complexes entre les organes 

et les réponses biologiques globales. Cependant, malgré ces avantages, ces modèles présentent des 

inconvénients majeurs :  

• un coût élevé et une complexité des procédures expérimentales ; 

• des défis associés à l'extrapolation des résultats aux humains ; 

• des préoccupations éthiques liées à l'utilisation d'animaux et aux sacrifices nécessaires pour 

mener ces études. 

Le principe des 3R (Replace, Reduce, Refine) est une approche éthique acceptée internationalement 

ayant pour objectif de réduire l'utilisation d'animaux dans la recherche (Russell & Burch, 1959). 

Afin de répondre à ces exigences éthiques, la recherche s'oriente de plus en plus vers des méthodes 

alternatives, notamment des études in vitro, basées sur l'utilisation de cultures cellulaires.  

Parmi les modèles in vitro, les lignées cellulaires humaines sont largement utilisées pour étudier les 

effets des PM2.5 sur les voies respiratoires. Parmi celles-ci, les lignées d’origine bronchique comme 

les cellules BEAS-2B (Abbas et al., 2019; Dergham et al., 2015), 16HBE (Jia et al., 2021), et Calu-

3 (Hammond et al., 2022), ou d’origine alvéolaire comme les cellules A549 (Y. Chen et al., 2018; 

Kouassi et al., 2010), sont fréquemment employées. Ces modèles présentent des avantages 

notables : 

• une rapidité et une facilité d'utilisation, avec une reproductibilité élevée ; 

• un coût relativement faible ; 

• une utilisation de cellules humaines, éliminant les problèmes de transposition inter-

espèces. 
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Cependant, ces modèles sont des cellules immortalisées. Même si elles ont conservé un certain 

nombre de fonctions cellulaires et moléculaires des tissus/organes dont elles proviennent, elles ont 

subi des modifications (génétiques ou autres) qui les éloignent de la physiologie originelle. Il a été 

démontré que certaines lignées cellulaires pourraient ne plus correspondre aux cellules d'origine, ce 

qui entraînerait des réponses biologiques différentes de celles observées dans les cellules primaires 

après une exposition à des xénobiotiques (Balharry et al., 2008).  

Afin d’être plus représentatif des réponses biologiques se mettant en place au niveau de l’épithélium 

respiratoire, et plus particulièrement au niveau bronchique, après exposition aux polluants 

particulaires, des cellules primaires ou pseudo-primaires peuvent être utilisées, comme par exemple, 

les cellules hAEC (J. Park et al., 2021) ou NHBE (Boublil et al., 2013). Les cellules primaires, 

directement isolées du tissu bronchique humain par biopsie, reproduisent plus fidèlement la 

réponse biologique et sont souvent plus sensibles à leur environnement car leur système 

enzymatique est intact. Cependant ces modèles ont une limite importante qui est leur durée de vie 

courte (de quelques jours à quelques semaines) par rapport aux cellules immortalisées (plusieurs 

années).  

Dans les deux cas, cellules immortalisées ou cellules primaires, il s’agit  souvent de modèles 

monocellulaires ne prenant pas en compte les interactions entre les différents types cellulaires co-

existant dans un tissu. De plus, ces modèles sont maintenus en culture dans des conditions 

submergées et sont donc éloignés des situations physiologiques in situ de l’épithélium respiratoire. 

Enfin, ces modèles ne peuvent pas être exposés à l'interface air-liquide (ALI) au-delà de 60 minutes 

sans un risque d’assèchement de la face apicale des cellules, assèchement qui entraînera  la mort 

cellulaire, ce qui limite leur emploi pour étudier les cumuls ou la chronicité des expositions.  

Compte tenu de ces limites, d'autres modèles in vitro ont été développés comme des modèles de 

co-culture permettant d’intégrer les interactions intercellulaires entre différents types de cellules. 

Ces modèles associent par exemple des cellules immunitaires de type monocyte (THP1) et des 

cellules épithéliales bronchiques (BEAS-2B) (Persoz et al., 2012) ou alvéolaires (A549) (Longhin, 

Pezzolato, et al., 2013; Wottrich et al., 2004). Toutefois ces modèles restent difficiles à mettre en 

place et ont une durée de vie limitée.  

Pour se rapprocher des conditions physiologiques, des épithéliums respiratoires reconstruits 

d’origine humaine, ont été développés (Anderson et al., 2013; S. Huang et al., 2013, 2017). Ces 

modèles 3D présentent l’avantage d’associer différents types de cellules épithéliales (cellules basales, 

cellules sécrétrices de mucus et cellules ciliées) pouvant être co-cultivées avec d’autres types 

cellulaires (fibroblastes, macrophages, etc.). Ces modèles présentent  une activité biologique 
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maintenue dans le temps, se rapprochant de celle observée in situ, et une sécrétion de mucus 

compatible avec l’application d’expositions uniques ou répétées à l’interface air-liquide (Baxter et 

al., 2015; Bisig et al., 2018; Rossner et al., 2019). Il est important de noter que l'utilisation de ces 

modèles pour évaluer l'impact des polluants tels que les PM2.5 est encore peu répandue. 

II.4.2. Principaux mécanismes décrits dans la toxicité 

des PM2.5 

Les expérimentations menées à l’aide de modèles in vivo ou in vitro ont permis de décrire différents 

mécanismes se mettant en place suite à des expositions aux PM2.5. Dans cette partie, nous nous 

intéresserons plus particulièrement au stress oxydant, à l’inflammation, au métabolisme et aux 

modifications épigénétiques.  

II.4.2.1. Stress oxydant 

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre l’accumulation d’espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) et/ou de l’azote (ERA) et la capacité antioxydante du système biologique. Les 

ERO et les ERA, instables et cytotoxiques, engagent des réactions avec diverses macromolécules 

cellulaires telles que les lipides, l'ADN et les protéines, perturbant ainsi l'intégrité cellulaire  (Sahiner 

et al., 2018). 

De nombreuses études expérimentales ont permis de mettre en évidence que les PM2.5 étaient 

responsables de dommages oxydatifs. Les marqueurs couramment utilisés pour caractériser cet 

impact sont la quantification des ERO, la mesure de biomarqueurs d'effets (8-OHdG, MDA, etc.) 

et l'évaluation des réponses antioxydantes. 

II.4.2.1.1. Espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

Les ERO sont produites de façon endogène, par les organismes vivants, à partir de l'oxygène 

moléculaire en conséquence du métabolisme cellulaire normal.   

Suite à des agressions, comme par exemple suite à des expositions aux PM2.5, les ERO peuvent 

s’accumuler dans les cellules. Ces ERO se subdivisent en deux groupes : les espèces radicalaires tels 

que le radical hydroxyde (OH°) et l’anion superoxyde (O 2°-), et les espèces non radicalaires tels que 

le peroxyde d’hydrogène H2O2.  

Plusieurs études expérimentales, utilisant différents modèles in vivo murins (L. Wang et al., 2019; 

Xu et al., 2021) et in vitro de cellules 16HBE (M. Gao et al., 2022; Jin et al., 2018), BEAS-2B (Fan 

et al., 2022; H.-H. Zhang et al., 2018), A549 (H. Wang et al., 2016; J. Yang et al., 2018), ainsi que 
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des cellules épithéliales bronchiques primaires (Loxham et al., 2015), ont démontré que l’exposition 

aux PM2.5 entraînait une accumulation des ERO dans les cellules. Les ERO quantifiées dans ces 

études peuvent avoir deux origines. Elles peuvent, soit se former à l’intérieur de la cellule (oxydants 

endogènes), soit pénétrer dans la cellule (oxydants exogènes). 

Les ERO endogènes sont produits dans la cellule par des réactions de transfert d'électrons à travers 

des processus enzymatiques et non enzymatiques. Les principales sources des ERO au sein des 

cellules humaines sont les mitochondries, les cytochromes P450 et les peroxysomes (Valavanidis 

et al., 2013). 

Les ERO exogènes, quant à elles, proviennent de l’environnement extérieur et généralement de 

polluants atmosphériques, comme par exemple les PM2.5 (Figure 10). En effet, les PM2.5 

contiennent plusieurs constituants qui génèrent des ERO par le biais de différentes réactions 

chimiques et biologiques. Le potentiel oxydant est une notion qui a été définie pour caractériser la 

capacité des particules, et notamment des PM2.5, à provoquer un stress oxydant, dégradant ainsi les 

antioxydants cellulaires, ce qui a pour conséquence d’endommager les cellules et les tissus 

(Crobeddu et al., 2017). Les principaux composés chimiques qui contribuent au potentiel oxydant 

des PM2.5 sont les métaux de transition dotés de propriétés redox, les HAP, les quinones, les COV 

(Valavanidis et al., 2013)  

Les HAP, adsorbés à la surface des PM2.5, peuvent également être métabolisés en quinones au sein 

des tissus pulmonaires, sous l'effet d'enzymes de biotransformation telles que le cytochrome P450, 

Figure 10 : Production et élimination d’ERO suite à des expositions aux PM2.5 (inspiré de Lelieveld 
et al., 2021). COV, composés organiques volatils ; Q, quinones ; Fe, fer ; Cu, cuivre ; SOD, 
superoxyde dismutase ; Asc, ascorbate. 
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l'époxyde hydrolase et la dihydrodiol déshydrogénase. Cette conversion accentue encore davantage 

le stress oxydant (J.-H. Park et al., 2006; Valavanidis et al., 2013). 

II.4.2.1.2. Biomarqueurs d’effet du stress oxydant 

L’ensemble de ces mécanismes conduisent à une accumulation des ERO dans les cellules des voies 

respiratoires. Lorsque les ERO sont en quantité trop importante dans une cellule, elles vont oxyder 

des macromolécules, causant ainsi de nombreux dommages cellulaires (Yzydorczyk et al., 2015).  

Plusieurs études expérimentales, à la fois in vivo et in vitro, ont permis de démontrer que des 

expositions aux PM2.5 entraînaient l’oxydation de lipides et de l’ADN. Par exemple, une étude in 

vitro mise en place avec des cellules BEAS-2B a démontré que l’exposition aux PM2.5 induisait une 

accumulation intracellulaire d’ERO, menant à des dommages oxydatifs attestés par la formation de 

8-hydroxy-désoxyguanosine (8-OHdG) et la production de malondialdéhyde (MDA), témoignant 

respectivement de l’oxydation de l’ADN et des lipides (Dergham et al., 2012). 

De même, une étude in vivo récente a démontré que les expositions de rats aux PM2.5 à des 

concentrations reflétant le milieu environnemental réel (« real-world air PM2.5 ») engendraient une 

augmentation du taux de 8-OHdG (L. Zhao et al., 2022).  

II.4.2.1.3. Réponse antioxydante 

Face à l'agression engendrée par les ERO, les cellules adoptent généralement une stratégie de 

défense en intensifiant la production d'antioxydants, notamment d'enzymes antioxydantes.  

Il existe deux familles d’antioxydants (Baudin, 2020) :  

• Les antioxydants primaires : molécules capables de bloquer les radicaux lipidiques par 

transfert d’un hydrogène. La superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la 

Glutathion peroxydase (GPx) sont des enzymes antioxydantes primaires qui ont un rôle 

clé dans la réponse antioxydante. L’ascorbate est un autre exemple d’antioxydant 

primaire.  

• Les antioxydants secondaires : molécules agissant sur les facteurs favorisant l’oxydation 

(chélation des ions métalliques, réduction de l’oxygène, etc.). La thioredoxine reductase 

1 (TRXR1), la glutathion S-transférase mu 1 (GSTM1), l’hème oxygénase 1 (HO-1), la 

glutathion S-transférase P (GSTP1) et la glutathion peroxydase 1 (GPX1) sont des 

exemples d’antioxydants secondaires.  

Des études in vitro ont démontré que l'exposition des cellules respiratoires aux PM2.5 entraînait une 

augmentation de la réponse antioxydante. Par exemple, une augmentation de la production de 



40 

SOD, de CAT et de HO-1 a été observée dans un modèle de cellules A549 (Fernando et al., 2019). 

De même, l'activité de la SOD a été accrue suite à des expositions aux PM2.5 en utilisant un modèle 

de cellules BEAS-2B (X. Wang et al., 2023). 

Sur le plan mécanistique, il a été démontré que l’expression de plusieurs enzymes antioxydantes est 

liée au facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2). À l’état basal, le facteur 

de transcription Nrf2 est maintenu inactif dans le cytoplasme de la cellule sous forme d’un 

complexe avec les protéines Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), Cul3 (Cullin 3) et Rbx1 (Ring-

box 1). Ces trois protéines contribuent à la poly-ubiquitination du complexe et sa dégradation par 

le protéasome (Figure 11.a). 

En réponse à un stress oxydant provoqué par des PM2.5, Nrf2 est libéré de son complexe avec 

Keap1 et se transloque vers le noyau de la cellule. Au sein du noyau, Nrf2 peut former un complexe 

avec sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma) et se lier à la région régulatrice appelée 

élément de réponse aux antioxydants (ARE) présente dans de nombreux gènes codant pour des 

enzymes antioxydantes (SOD, CAT, HO-1, etc.) et des protéines de détoxification (Figure 11.b) 

(Ma, 2013).  

 

Figure 11 : La voie de signalisation Nrf2 (inspiré de Camiña & Penning, 2022) 

Des études in vivo ont mis en évidence des résultats contradictoires à ceux obtenus avec des études 

in vitro. Par exemple, chez la souris, il a été observé que les niveaux de SOD et de glutathion réduit 

(GSH) étaient diminués suite à des expositions aux PM2.5 (Xu et al., 2021). De même, chez le rat, 

l'exposition aux PM2.5 a été corrélée à une diminution de la SOD et de la GPx (G. Wang et al., 

2015). Dans le cadre d'un modèle de souris rendues asthmatiques en utilisant un extrait de cafard 
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une diminution des niveaux de CAT, de GSH, de GPx et de SOD a également été observée en 

réponse à une exposition aux PM2.5 (L. Wang et al., 2019). Certaines études in vitro ont toutefois 

confirmé les résultats observés in vivo, comme une diminution de l'activité des enzymes CAT et 

SOD suite à des expositions aux PM2.5 chez un modèle de cellules A549 (Deng et al., 2013).  

L’ensemble de ces observations mettent en lumière l'impact complexe des PM2.5 sur la réponse 

antioxydante, influençant l'équilibre entre les ERO et les mécanismes de défenses cellulaires.  

II.4.2.2. Inflammation  

L'inflammation est une réaction du système immunitaire qui survient suite à une agression dans le 

but de protéger l’organisme.  

Lorsqu'une inflammation survient dans l'organisme, de nombreuses cellules, en particulier les 

cellules du système immunitaire telles que les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes, sont 

mobilisées. À l’initiation du processus inflammatoire, les cellules du tissu agressé ainsi que les 

cellules immunitaires environnantes libèrent diverses substances, appelées médiateurs de 

l'inflammation, comme les cytokines (IL-6, IL-8, TNF-α, etc.) et les chimiokines (GM-CSF, 

CXCL2, CXCL10, etc.). Ces protéines pro-inflammatoires induisent la dilatation des petits 

vaisseaux sanguins dans le tissu agressé, favorisant ainsi l'augmentation du flux sanguin. Cela 

permet à davantage de cellules du système immunitaire d'être transportées vers les tissus blessés, 

où elles contribuent à l’élimination des corps étrangers responsables de l’agression. De plus, les 

médiateurs de l'inflammation facilitent la sortie des cellules immunitaires des petits vaisseaux 

sanguins, ce qui augmente leur capacité à pénétrer dans les tissus endommagés (Institute for Quality 

and Efficiency in Health Care (IQWiG), 2010). 

Bien que la réponse inflammatoire soit bénéfique dans des circonstances normales, elle peut 

devenir préjudiciable lorsqu’elle devient chronique et est reconnue pour contribuer au 

développement de pathologies inflammatoires chroniques telles que l’asthme ou la BPCO. 

II.4.2.2.1. PM2.5 et inflammation 

Après inhalation, les PM2.5 se déposent à la surface des voies respiratoires et peuvent interagir avec 

les cellules épithéliales et les macrophages. Elles peuvent induire une inflammation au niveau 

pulmonaire en activant différentes voies de signalisation (Thangavel et al., 2022). Ces voies de 

signalisation peuvent être activées par différents composants des PM2.5, notamment les 

endotoxines, les HAP et les métaux.  
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Les endotoxines sont détectées par les récepteurs de reconnaissance de motifs tels que les 

récepteurs TLR (Toll Like Receptor), notamment TLR2 et TLR4. Lorsqu'ils sont activés, ces 

récepteurs engagent des voies de signalisation impliquant des facteurs de transcription tels que le 

facteur nucléaire-κB (NF-κB) (Figure 12) (N. Ishihara et al., 2022; T. Liu et al., 2017). 

NF-κB est une famille de facteur de transcription d'une importance majeure dans l'inflammation. 

Il régule l'expression génique de plusieurs protéines, notamment des cytokines pro-inflammatoires 

(TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-33, etc.), des chimiokines (CXCL10, etc.) et des molécules d’adhésion 

permettant le recrutement des leucocytes au niveau du site de l’inflammation (Hoesel & Schmid, 

2013; Zou et al., 2020).  

Les HAP peuvent également induire une inflammation. Ils activent notamment les voies de 

signalisation associées au facteur de transcription AhR, voie de signalisation détaillée dans le 

paragraphe II.4.2.3 Métabolisme des xénobiotiques(page 45). L’activation de AhR a été associée à 

l'augmentation de l'expression de nombreux gènes impliqués dans la réponse inflammatoire,  tels 

que l’IL-33 (Y. Ishihara et al., 2019), l’IL-1β (L. Yang et al., 2014), l’IL-6 (Hollingshead et al., 2008), 

l’IL-8 (Vogel et al., 2011), l’IL-17 (Quintana et al., 2008) et TNF-α (Lecureur et al., 2005). 

Parmi les cytokines activées par NF-κB et AhR, l’IL-33 joue un rôle important dans la réponse 

inflammatoire. Localisée dans le noyau des cellules épithéliales et des macrophages, cette cytokine 

agit comme une alarmine et peut activer les cellules lymphoïdes innées de type 2 et les mastocytes. 

Les lymphocytes T Th2 jouent un rôle important dans l'orchestration de l'inflammation allergique 

Figure 12 : Activation de la voie de signalisation NF-κB par des endotoxines (inspiré de Han et al., 2020). LPS, 
lipopolysaccharide; LBP, LPS binding protein; IκB-α, inhibitor of NF-κB alpha 
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en libérant des cytokines telles que l’IL-5 et l’IL-13 (N. Ishihara et al., 2022; Y. Ishihara et al., 2019). 

Une autre cytokine activée par NF-κB, l’IL-6, peut également favoriser la différenciation des 

lymphocytes T Th2 et des lymphocytes T Th17 (Chung et al., 2009; Diehl et al., 2002) . L’IL-8, 

quant à elle, permet la chimiotaxie des lymphocytes, des neutrophiles et des éosinophiles au niveau 

du tissu agressé (Nakagome & Nagata, 2018). L’ensemble de ces mécanismes suggèrent que 

l’exposition aux PM2.5 pourrait contribuer au développement de pathologies respiratoires, et 

notamment de l’asthme (voir paragraphe II.3.2.1, page 28).  

Des études ont également démontré que les métaux associés aux PM2.5 pouvaient avoir un effet 

pro-inflammatoire. En effet, une augmentation de la production de TNF-α, d’IL-6 et d’IL-8 a été 

mise en évidence, en lien avec la présence des métaux lourds comme le Cu, le Zn et le Ni, mais 

aussi des métaux de transition l’Al, le Fe et le Mn (Schaumann et al., 2004; Shao et al., 2018). 

Il apparaît donc, qu’en plus des PM2.5 dans leur entièreté considérée comme corps étranger par le 

système immunitaire, plusieurs composants adsorbés à leur surface peuvent induire une réponse 

inflammatoire. Les mécanismes de signalisation associés à ces divers composants ne sont pas 

encore entièrement compris mais il est fort probable que des interactions complexes entre ces 

différents composés interviennent dans la réponse inflammatoire provoquée par des expositions 

aux PM2.5. 

II.4.2.2.2. Lien entre réponse inflammatoire et stress 

oxydant 

Un lien étroit existe entre la réponse inflammatoire et le stress oxydant. En effet,  le stress oxydant 

peut être à l’origine d’une réponse inflammatoire. Il a été établi que le facteur de transcription NF-

κB pouvait être activé en réponse à un stress oxydant. En particulier, il a été démontré que H2O2 

pouvait activer NF-κB (Biswas, 2016). Ainsi, les PM2.5 peuvent déclencher une réponse 

inflammatoire via des voies de signalisation dépendantes du stress oxydant. 

De même, la réponse inflammatoire peut induire un stress oxydant. Sur le site de l'inflammation, 

les cellules inflammatoires activées libèrent non seulement des enzymes et des médiateurs 

chimiques, mais également des espèces réactives (superoxyde, peroxyde d'hydrogène, radical 

hydroxyle, acide hypochloreux, etc.) provoquant ainsi un stress oxydant et des lésions tissulaires 

(Biswas, 2016). La Figure 13 illustre des exemples d’interactions complexes pouvant se mettre en 

place au niveau des cellules épithéliales respiratoires suite à des expositions aux PM2.5 (Bezerra et 

al., 2023). 
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Figure 13 : Représentation schématique du lien entre stress oxydant et inflammation pouvant se mettre en place 
dans les cellules épithéliales respiratoires suite à une exposition aux PM2.5 (inspiré de Bezerra et al., 2023). ROS, 
espèces réactive de l’oxygène (ERO) ; RNS, espèces réactive de l’azote (ERA) ; iNOS, oxyde nitrique synthase ; 
EPO, peroxydase ; MPO, myeloperoxydas. 

II.4.2.2.3. Lien entre inflammation des voies respiratoires et 

remodelage tissulaire 

Les PM2.5 induisent une réponse inflammatoire au niveau des voies respiratoires qui conduit à une 

infiltration de cellules immunitaires dans les tissus bronchiques.  

Des interactions se développent entre les cellules immunitaires et les cellules épithéliales des voies 

respiratoires, donnant lieu à une augmentation de l'expression et de la libération de médiateurs du 

remodelage tissulaire tels que les facteurs de croissance TGF-β (transforming growth factor-beta) 

et EGF (epidermal growth factor). Les interactions entre ces facteurs de croissance et leurs 

récepteurs contribueraient au remodelage bronchique, entraînant un épaississement de la paroi 

bronchique et une fibrose tissulaire (Feng et al., 2016; Halwani et al., 2011; Latella, 2018).  

De plus, EGF peut induire la prolifération de cellules productrices de mucus, conduisant ainsi à 

une augmentation de la sécrétion de mucines telles que les mucines MUC5AC et MUC5B 

(Casalino-Matsuda et al., 2006, 2009).  
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Ce remodelage tissulaire, accompagné de la surproduction de mucus dans les voies respiratoires, 

peut être responsable de difficultés respiratoires importantes chez les patients.  

II.4.2.3. Métabolisme des xénobiotiques 

À côte des réponses antioxydante et inflammatoire mises en place en réaction à des agressions 

extérieures, une réponse métabolique peut également se déclencher.   

Lorsqu’un xénobiotique pénètre dans l’organisme, il peut déclencher un processus métabolique, 

notamment grâce à l'action des enzymes du métabolisme, afin de favoriser son élimination (Krol 

et al., 2015).  

Le métabolisme des xénobiotiques se compose de deux phases : une phase de fonctionnalisation 

(phase I) et une phase de conjugaison (phase II).  Les réactions de phase I impliquent la création 

ou la modification d'un groupe fonctionnel dans la molécule substrat. La majorité de ces réactions 

sont des oxydations, mais des mécanismes de réduction et d'hydrolyse sont également connus. 

L’objectif des réactions de fonctionnalisation est de rendre les xénobiotiques plus hydrophiles pour 

permettre leur élimination. Les réactions de phase II sont plus variées et consistent en la 

conjugaison des xénobiotiques avec des molécules endogènes pour faciliter leur élimination de 

l’organisme. Les groupements de conjugaison peuvent être de petite taille et hydrophobes (comme 

le groupe méthyle), de plus grandes molécules hydrophobes (telles que le cholestérol ou le 

diglycéride) ou de grandes molécules hydrophiles (comme l'acide glucuronique ou le  glutathion) 

(Testa, 2007). 

Dans le cas des expositions aux PM2.5, une activation d’enzymes du métabolisme et notamment 

des cytochromes P450 (CYP) CYP1A1 et CYP1B1 a très largement été décrite (Borgie et al., 2015; 

Dergham et al., 2012; Z. Zhou et al., 2015). Ces enzymes de phase I sont connues pour participer 

à la biotransformation des HAP, un composant des PM2.5.  

L’activation de CYP1A1 et de CYP1B1 peut être liée à la présence de HAP dans la composition 

chimique des PM2.5, par le biais de la voie de signalisation AhR (Vogel et al., 2020). Il a également 

été décrit que ces enzymes du métabolisme (notamment CYP1A1) pouvaient être activées par des 

métaux lourds. Cependant les voies de signalisation impliquées ne sont pas encore décrites dans la 

littérature (Korashy & El-Kadi, 2005, 2006). 

La protéine AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) humaine a une masse moléculaire de 96 kDa et 

appartient à la famille des « basic helix-loop-helix » (bHLH). Il s’agit d’un facteur de transcription 

cytoplasmique capable de moduler l’expression de gènes cibles de manière ligand-dépendante 

(Shivanna et al., 2022). AhR est impliqué dans la régulation de nombreux mécanismes 
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cellulaires comme le métabolisme des xénobiotiques mais également l'immunité et la 

différenciation cellulaire (Esser, 2016 ; Gutiérrez-Vázquez & Quintana, 2018 ; Kawajiri & Fujii-

Kuriyama, 2017, Borgie et al., 2015).  

AhR est exprimé dans tous les tissus mais sa présence est plus marquée dans certains organes tels 

que les poumons, le placenta, le thymus, les reins et le foie (Tirona & Kim, 2005). Il reste inactif 

dans le cytoplasme des cellules sous la forme d’un complexe avec deux molécules Hsp90 (90-kDa 

heat shock protein), p23 (co-chaperonne de 23kDa), XAP2 (hepatitis X-associated protein-2) et la kinase 

Src. Hsp90 et p23 protègent AhR de la protéolyse, facilite la liaison du ligand et empêche AhR de 

se lier à ARNT (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). XAP2 empêche la translocation de AhR 

dans le noyau. AhR est activé par sa liaison avec un ligand, endogène ou exogène (HAP 

notamment). La liaison de AhR avec un ligand entraîne un changement de la conformation du 

complexe cytosolique, libérant XAP2 et permettant la translocation vers le noyau. Dans le noyau, 

Hsp90, p23 et la kinase Src se dissocient de AhR, assurant la dimérisation de AhR avec ARNT. Le 

complexe hétérodimère AhR/ARNT se lie alors à l'élément de réponse aux xénobiotiques (XRE) 

sur l'ADN, recrute la polymérase ARN II et induit la transcription de plusieurs gènes, notamment 

des gènes d’enzymes de phase I (CYP1A1, CYP1B1, etc.) et de phase II (NQO1, etc.) (Figure 14) 

(Shivanna et al., 2022).  

Ainsi, lors d’une exposition aux HAP, les enzymes CYP1A1 et CYP1B1 sont activées via la voie de 

signalisation AhR. Ces enzymes de la phase I ont un rôle bien établi dans le métabolisme des HAP, 

Figure 14 : La voie de signalisation AhR (issu de Shivanna et al., 2022) 
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visant à les éliminer. Cependant, leur biotransformation peut conduire à la formation de métabolites 

intermédiaires hautement toxiques (Kelly & Fussell, 2012) 

En outre, comme mentionné précédemment (voir paragraphe II.4.2.2.1, page 41), l’activation du 

facteur de transcription AhR entraîne l’expression de nombreux gènes de l’inflammation, 

contribuant à la toxicité des HAP.  De plus, des études ont démontré que le récepteur AhR pouvait 

induire l’expression de gènes liés à la production de mucus tels que MUC5B et MUC5AC (Chiba 

et al., 2012; P. S. Wong et al., 2010). L’inflammation et la surproduction de mucus résultants de 

l’activation de la voie de signalisation AhR pourraient contribuer aux symptômes observés dans 

l'asthme ou la BPCO. 

II.4.2.4. Mécanismes épigénétiques 

L’ensemble des mécanismes détaillés ci-dessus peuvent être médiés par des modifications 

épigénétiques.  

L’épigénétique correspond à « l’étude des changements dans l’activité des gènes, n’impliquant pas 

de modification de la séquence d’ADN et pouvant être transmis lors des divisions cellulaires  » 

(Inserm, 2017b). Les modifications épigénétiques sont liées à l’environnement au sens large et 

peuvent évoluer tout au long de la vie. Elles sont donc étroitement liées à l’exposome. Elles peuvent 

être réversibles ou pérennes, c’est-à-dire persistantes lorsque le signal qui les a induites disparaît. 

Ces modifications sont physiologiques et sont responsables de la différenciation cellulaire, du 

phénotype d’un individu et de l’ensemble des capacités fonctionnelles d’un organisme permettant 

son adaptation à l’environnement. Cependant, dans certains cas, les phénomènes épigénétiques 

peuvent être responsables du développement ou de l’exacerbation d’une pathologie.  

Les principaux mécanismes épigénétiques sont (Figure 15) (Surace & Hedrich, 2019) : 

• la méthylation et hydroxyméthylation de l’ADN (au niveau des îlots CpG)  ; 

• la modification post-transcriptionnelle des histones (acétylation, méthylation) ; 

• l’expression des ARN non-codants (longs ARN non codants et micro-ARN). 
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Figure 15 : Les principales modifications épigénétiques : A. Méthylation et hydroxyméthylation de l’ADN, B. 
Modifications des histones, C et D. ARN non codants (longs ARN non codants et micro-ARN) (Surace & Hedrich, 
2019) 

Avant de détailler les différents mécanismes épigénétiques, rappelons que l’ADN est une molécule 

qui s’enroule régulièrement autour de complexes formés par des protéines nommées histones (un 

complexe est formé de deux exemplaires de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4). Les 

structures ainsi constituées sont nommés nucléosomes. Ils s’enroulent sur eux-mêmes de manière 

plus ou moins « serrée », formant ainsi des fibres de chromatine plus ou moins denses (Figure 16). 

Lorsque la chromatine est très dense (hétérochromatine), les gènes ne sont pas accessibles aux 

facteurs de transcription et aux ARN polymérases et ne sont donc pas exprimés. Les zones de la 

chromatine peu condensée (euchromatine) sont en revanche accessibles aux complexes 

enzymatiques qui permettent l’expression des gènes. Certaines modifications épigénétiques 

permettent à la chromatine de passer de l’un à l’autre de ces états. Lorsque l’ADN est accessible 

aux facteurs de transcription et aux ARN polymérases, il est transcrit en ARN messager (ARNm). 

Suite à un phénomène d’épissage, l’ARNm est traduit en protéine. Certains mécanismes 

épigénétiques vont empêcher la traduction de l’ARNm évitant ainsi la production de protéine.  
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II.4.2.4.1. Méthylation et hydroxyméthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN correspond à l’ajout d’un ou de plusieurs groupement(s) méthyle(s) (CH3) 

sur les cytosines d’îlots CpG. Les marques de méthylation localisées sur l’ADN modifient l’état de 

compaction de la chromatine.  Généralement, la méthylation de l’ADN obstrue les aires d’arrivée 

des complexes de transcription, conduisant ainsi à l’inactivation des gènes concernés.  

Les enzymes en charge de la méthylation de l’ADN sont les ADN méthyltransférases ou DNMTs. 

Les DNMT1 et DNMT2 assurent une re-méthylation de l’ADN suite à une division cellulaire 

permettant ainsi de copier le code épigénétique, c’est-à-dire l’ensemble des marques de méthylation, 

de la cellule mère aux cellules filles. Les DNMT3a et DNMT3b conduisent, quant à elles, à 

l’introduire de nouveaux groupes méthyles sur de l’ADN non méthylé. La méthylation de novo a un 

rôle important dans la régulation de l’expression des gènes (Hervouet et al., 2018). 

L’hydroxyméthylation est événement épigénétique indépendant et stable résultant de l’oxydation 

des cytosines méthylées par la famille des dioxygénases TET (TET1-3) (Figure 17). Il s’agit d’une 

transition entre un état méthylé et un état déméthylé pendant laquelle la chromatine est active, 

permettant l’expression des gènes concernés (Kinde et al., 2015). 

Figure 17 : Méthylation et hydroxyméthylation de la cytosine (issu de Kinde et al., 2015) 

Figure 16 : Organisation de la chromatine (Source : Sawakinome) 
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II.4.2.4.2. Modification des histones 

Les histones peuvent subir des modifications post-traductionnelles au niveau de leur extrémité N-

terminale selon plusieurs mécanismes comme l’acétylation, la méthylation et la phosphorylation. 

Ces modifications provoquent un changement de la charge électrique modifiant ainsi l’état de 

compaction de la molécule d’ADN, favorisant ou limitant l’accessibilité des gènes aux complexes 

de transcription. Les modifications post-traductionnelles des histones peuvent être (Bannister & 

Kouzarides, 2011) :  

• des méthylations médiées par des histones methyltransférases (HMT) et des histones 

déméthylases (HDM). En fonction de la localisation moléculaire et du degré de méthylation 

des histones, la chromatine peut être compactée ou décompactée ; 

• des acétylations médiées par les histones acétyltransférases (HAT) (comme par exemple 

EP300 et CREBBP) et les histones desacétylases (HDAC). L’acétylation est généralement 

associée à une décompaction de l’ADN et donc à la transcription de gènes (Figure 18) 

(Kazantsev & Thompson, 2008) ; 

• des phosphorylations. 

II.4.2.4.3. ARN non codants  

Les ARN non codants sont des ARN pouvant provenir d’introns ou d’exons qui ne sont pas 

traduits en protéines. Il existe plusieurs types d’ARN non codants et notamment les larges ARN 

non-codants et les micro-ARN (Wei et al., 2017).  

Figure 18 : Équilibre acétylation/désacétylation des histones (issu de Kazantsev & Thompson, 2008)  
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Les larges ARN non-codants sont des transcrits de régions inter-géniques permettant de réguler 

l’accessibilité des gènes voisins en maintenant une structure ouverte de la chromatine. Ils peuvent 

également médier des interactions entre un promoteur et un amplificateur distal, parfois entre deux 

chromosomes différents.  

Les micro-ARN sont des petits ARN non codants de 21 à 25 nucléotides. Ils permettent une 

régulation fine de l’expression des gènes. Ils s’apparient à un ARN messager entraînant ainsi une 

inhibition de la traduction ou une dégradation de l’ARN messager. Les micro-ARN permettent 

l’extinction de l’expression d’un gène. 

II.4.2.4.4. Rôle des mécanismes épigénétiques dans l’impact 

des PM2.5 

La méthylation de l'ADN est un mécanisme épigénétique essentiel impliqué dans la régulation 

de l'expression génique. Plusieurs études expérimentales ont exploré son rôle dans l’impact des 

PM2.5. 

Une première étude in vitro publiée en 2020, a recherché l’effet d’expositions aux PM2.5 sur la 

méthylation de l’ADN. Les auteurs ont exposé des cellules 16HBE à différentes concentrations de 

PM2.5 durant 24h. Ils ont observé une modification dose-dépendante du niveau de méthylation de 

l’ADN. Une analyse d’enrichissement fonctionnel a permis de révéler que les sites de méthylation 

différentielle étaient associés à des gènes impliqués dans les voies de carcinogénèse, suggérant un 

lien entre la méthylation de l'ADN et une pathologie respiratoire, le cancer du poumon (B. Wang 

et al., 2020). Cependant, dans cette étude, les auteurs n’ont pas évalué la modulation de l’expression 

génique, laissant ainsi une question sur l’impact fonctionnel des modifications du méthylome.   

Une étude in vitro plus récente a exploré à la fois le méthylome et le transcriptome. Des cellules 

BEAS-2B ont été exposées aux PM2.5 de façon unique (1 ou 30µg/cm2 pendant 24h) ou répétée 

(1µg/cm2 une fois par jour pendant 7 jours). Les résultats ont montré que les expositions 

provoquaient des modifications significatives dans la modulation de l’expression de nombreux 

gènes, notamment de gènes impliqués dans le métabolisme (CYP1A1, CYP1B1, etc.), 

l’inflammation (IL-6, IL-1β, etc.) et le stress oxydant (Nrf2, etc.). Ces changements d'expression 

étaient dose-dépendants et différaient entre les expositions uniques et répétées. De plus, la plupart 

des gènes différentiellement exprimés présentaient également des changements de méthylation de 

l'ADN, principalement des hypométhylations. Les sites de méthylation différentielle étaient 

spécifiques à certaines régions de l'ADN, telles que les régions intergéniques pour 

l'hypométhylation et les promoteurs et les exons pour l'hyperméthylation. Concernant l’expression 

des gènes impliqués dans les modifications épigénétiques, aucune modulation de l’expression des 
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DNMTs n’a été observée. Cependant, l'expression des gènes des enzymes TET (TET1, TET2, et 

TET3), impliquées dans la déméthylation de l'ADN, était augmentée après des expositions répétées 

aux PM2.5. L’augmentation de l’expression de ces gènes pourrait expliquer en partie les 

hypométhylations observées (S. K. Huang et al., 2021).  

Une étude in vivo s’est spécifiquement intéressée au rôle de la méthylation de l’ADN dans la réponse 

métabolique suite à des expositions aux PM2.5. Ainsi, Wu et al. ont exposé des souris pendant 12 

semaines à des PM2.5 à des concentrations retrouvées dans l’atmosphère réelle. Cette étude a 

montré que l'exposition aux PM2.5 modulait l'expression des CYP450, avec notamment une 

augmentation de l’expression de CYP1A1. De plus, l'hypométhylation du promoteur de CYP1A1 

était inversement corrélée à son expression, soulignant le lien entre la méthylation de l'ADN et 

l'expression génique dans le contexte des expositions aux PM2.5. Cette étude a également révélé 

que des modifications épigénétiques se produisaient en réponse à des expositions simulant la réalité 

de la pollution atmosphérique, soulignant ainsi la toxicité des concentrations de PM2.5 présentes 

dans l'atmosphère (M. Wu et al., 2023).  

L'acétylation des histones est un mécanisme épigénétique moins exploré dans le contexte des 

expositions aux PM2.5. Cependant, quelques études in vivo menées sur la souris ont mis en lumière 

son importance. 

Zhou et al., 2019 ont montré, à l’aide d’un modèle de souris rendues asthmatiques par injection 

intrapéritonéale d’ovalbumine, que l'exposition aux PM2.5 exacerbait l'asthme en augmentant le 

pourcentage de lymphocytes T Th2 au détriment des lymphocytes T Th1. Cette augmentation était 

corrélée avec une hyperacétylation des histones H3K9 et H3K14 dans le promoteur du gène IL-4 

des lymphocytes T CD4+, suggérant un rôle crucial de l'acétylation des histones dans les effets des 

PM2.5 sur l'asthme. L’augmentation de l’expression de EP300 et la diminution de l’expression de 

HDAC1 pourraient en partie expliquer l’hyperacétylation du promoteur de l’IL-4 observée dans 

cette étude (Zhou et al., 2019). 

Les HDACs semblent donc avoir un effet protecteur lors d’expositions aux PM2.5. En effet, dans 

une autre étude, Gu et al. ont démontré que des souris déficientes en HDAC3 exprimaient 

davantage de signaux inflammatoires, avec notamment une augmentation de l’expression de TLR4 

et de NF-κB après exposition aux PM2.5. Ces résultats indiquent un rôle régulateur des HDACs 

dans la réponse inflammatoire face aux PM2.5 (Gu et al., 2017).  

Les ARN non codants ont suscité un grand intérêt dans les études portant sur l’impact des PM2.5, 

et des études expérimentales ont permis de mieux comprendre leurs implications dans ce contexte.  
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Un article de revue, publié récemment, a synthétisé les principales avancées concernant les ARN 

non codants impliqués dans la toxicité des PM2.5 (Aghaei-Zarch et al., 2023). Les études, 

principalement menées à l’aide de lignées cellulaires ou de modèles animaux, ont révélé que 

l'exposition aux PM2.5 pouvait entraîner des altérations dans l'expression de certains micro-ARN 

et de longs ARN non codants. De plus, il est apparu que ces mécanismes épigénétiques pouvaient 

exercer une influence régulatrice sur d'autres processus biologiques, notamment l'inflammation et 

le stress oxydant. 

Par exemple, une étude in vitro utilisant un modèle de cellules BEAS-2B a démontré que l’exposition 

aux PM2.5 entraînait une diminution de l’expression du micro-ARN miR-331. Ce micro-ARN cible 

l'inhibiteur du NF-κB (IKKβ : inhibitor of NF-κB kinase beta), ce qui conduit à une augmentation de 

l'expression et de l'activation du NF-κB, un facteur de transcription central dans les réponses 

inflammatoires. Il en résulte notamment une augmentation de l'expression des gènes des cytokines 

pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 (Song et al., 2017). Par ailleurs, dans une autre étude utilisant un 

modèle de lignée de macrophages alvéolaires, il a été démontré que l'expression du long ARN non 

codant lncRNAAABR07005593.1 était augmentée après exposition aux PM2.5. Cette étude a révélé 

que lncRNAAABR07005593.1 jouait un rôle pro-inflammatoire en régulant le niveau d'IL-6 

également via l'activation de la voie de signalisation NF-κB (Liao et al., 2021). 

Chez le rat, une augmentation de l'expression du micro-ARN miR-155 a été constatée dans les 

tissus pulmonaires après exposition aux PM2.5. Cette augmentation était positivement corrélée à 

une élévation de l'expression de gènes pro-inflammatoires tels que TNF-α, IL-6 et IL-1β, suggérant 

une implication de miR-155 dans les réponses inflammatoires. Toutefois, les voies de signalisation 

spécifiques impliquées n'ont pas été élucidées (N. Li et al., 2018). 

Par ailleurs, les ARN non-codants jouent également un rôle dans le stress oxydant. Une étude in 

vitro utilisant un modèle de cellules BEAS-2B a montré une augmentation de l'expression du micro-

ARN miR-155 après exposition aux PM2.5. Ce micro-ARN aggrave l'effet toxique des PM2.5 en 

réduisant l'expression des gènes SOD et CAT, favorisant ainsi un stress oxydant (J. Li et al., 2021). 

Il est à noter que cette augmentation de miR-155 peut être régulée par le facteur de transcription 

NF-κB, soulignant, une fois de plus, le lien étroit entre le stress oxydant et l'inflammation (Xiao et 

al., 2019).  
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II.5. Conclusion de l’état de l’art et objectifs 

Les PM2.5 sont omniprésentes dans l’environnement et font partie intégrante de notre exposome. 

De nombreuses études épidémiologiques ont mis en évidence des associations entre l’exposition 

aux PM2.5 et le développement ou à l’exacerbation de pathologies respiratoires telles que l’asthme 

et la BPCO, faisant des PM2.5 un enjeu majeur de santé publique.  

Caractérisées par un petit Dae (≤ 2,5 µm), les PM2.5 ont la capacité de pénétrer profondément dans 

l’appareil respiratoire humain. Les nombreux composés organiques et inorganiques adsorbés à leur 

surface, en lien avec leurs sources d’émission, font des PM2.5 un mélange hétérogène et complexe 

à forte réactivité biologique. De nombreuses études publiées indiquent que plusieurs mécanismes, 

dont l’inflammation, le stress oxydant et les activités métaboliques, peuvent être déclenchés en 

réponse aux PM2.5. Ces différents mécanismes interagissent entre eux au niveau de l’appareil 

respiratoire, comme illustré sur la Figure 19. Les travaux de recherche publiés ces dernières années 

suggèrent de plus en plus l’implication de mécanismes épigénétiques complexes dans la régulation 

de ces différentes voies de signalisation.  

 

Figure 19 : Exemples de mécanismes se mettant en place au niveau des cellules de l’arbre respiratoire suite à 
des expositions aux PM2.5 

Cependant, les mécanismes cellulaires, moléculaires et épigénétiques se mettant en place suite à des 

expositions aux PM2.5 demeurent encore imparfaitement élucidés. Ils ne permettent pas, à ce jour, 
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de déterminer de manière certaine comment les expositions aux PM2.5 peuvent conduire au 

développement ou à l’exacerbation de l’asthme ou de la BPCO.  

Les études in vitro publiés présentent certaines limites. D’une part, la plupart des modèles in 

vitro utilisés sont éloignés de la physiologie de l’épithélium in situ et ne permettant pas de considérer 

différents statuts physiopathologiques et d’autre part, peu d’études prennent en compte le rôle de 

la composition chimique des PM2.5 dans l’évaluation de leur impact.  

Afin d’approfondir les connaissances sur l’impact des PM2.5 au niveau des voies respiratoires, de 

nouvelles pistes de recherche doivent donc être explorées.  

Une première voie d’amélioration serait de mettre en place des expérimentations avec des modèles 

se rapprochant de la physiologie de l’appareil respiratoire in situ et des conditions réelles 

d’exposition. La plupart des études publiées ont recours soit à des modèles in vivo, soulevant des 

problèmes de transposition inter-espèces, soit à des modèles in vitro utilisant des cellules 

immortalisées, qui s'éloignent de la physiologie de l'épithélium respiratoire in situ. De plus, les études 

in vitro publiées impliquent généralement des scénarios d'exposition unique sur des durées 

relativement courtes, qui diffèrent des conditions réelles d'exposition aux PM2.5.  

Une deuxième voie pour améliorer les connaissances sur l’impact des PM2.5, serait de considérer la 

vulnérabilité de certains individus face à cette pollution particulaire. I l semble important d’explorer 

les réponses cellulaires et moléculaires faisant suite à des expositions aux PM2.5 en fonction du 

statut physiopathologique des individus, une dimension souvent négligée dans les études in vitro. 

Les personnes atteintes d'asthme ou de BPCO présentent une inflammation chronique des voies 

respiratoires, ce qui pourrait entraîner des réponses cellulaires et moléculaires différentes suite à 

des expositions aux PM2.5 par rapport aux individus sans pathologie respiratoire. L’étude des 

réponses différenciées suite à des expositions aux PM2.5 en fonction des statuts 

physiopathologiques devrait permettre de mieux comprendre les vulnérabilités individuelles.  

Enfin, une troisième voie d’amélioration serait de considérer le rôle de la composition chimique 

des PM2.5 dans l’évaluation de leur impact sur les mécanismes cellulaires et moléculaires au niveau 

de l’épithélium respiratoire. À ce jour, il existe peu d’études ayant comparé l’impact de PM2.5 de 

composition chimique différente, et peu d'études ayant investigué quelle fraction constitutive des 

PM2.5 (organique ou inorganique) est principalement responsable des effets observés, ou contribue 

de manière prédominante à ces effets. Ces données pourraient permettre de reconsidérer la 

règlementation actuelle des polluants particulaires qui repose uniquement sur leur taille, négligeant 

leur composition chimique variable en fonction de la source d'émission. 
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C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thèse, dont l’objectif principal est de contribuer 

à l’amélioration des connaissances sur l’impact des PM2.5 sur les mécanismes cellulaires et 

moléculaires intervenant après exposition de cellules épithéliales bronchiques humaines . 

En utilisant deux modèles in vitro complémentaires, un modèle d’épithélium humain reconstruit 

d'origine bronchique et un modèle de cellules épithéliales bronchiques pseudo-primaires, nous 

tenterons de répondre aux questions suivantes :  

• Existe-t-il un impact différentiel des PM2.5 sur les réponses cellulaires et moléculaires en 

fonction du statut physiopathologique des individus ?  

• Existe-t-il un impact différentiel des PM2.5 en fonction de leur source d'émission, et donc 

de leur composition chimique ? 

• Peut-on associer à une fraction constitutive des PM2.5, organique ou inorganique, un ou 

plusieurs effet(s) cellulaire(s) et moléculaire(s) propre(s) ? 
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III. Matériel et Méthodes 
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La partie Matériel et Méthodes détaillée ci-après est commune aux différentes études présentées 

dans la partie Résultats de ce manuscrit. Un complément méthodologique spécifique à chaque 

étude sera fourni en amont de chacune dans la partie Résultats.  

III.1.Particules étudiées 

Les particules fines utilisées dans ce travail sont issues d’un précédent projet, financé par l’Anses 

(APR EST-2016-1-060). Elles ont été prélevées et caractérisées par l’Unité de Chimie 

Environnementale et Interactions sur le Vivant (UCEIV, EA4492, A. Verdin, D. Courcot) et le 

Centre Commun de Mesures (CCM, F. Cazier), Université du Littoral Côte d’Opale, Dunkerque.  

Remarque : Le prélèvement et la caractérisation des particules ont été réalisés avant le début de ma thèse. Je n’ai pas 

participé à ce travail.  

III.1.1. Modalités de collecte des particules 

III.1.1.1. Sites de collecte 

Les particules ont été collectées de février à juin 2017 sur deux sites dans la région Haut de France : 

Grande Synthe-Dunkerque, une zone avec une forte activité industrielle sidérurgique et chimique 

(vapocraquage, stocks pétroliers) et Roubaix, une zone urbaine qui enregistre un trafic routier 

dense. Les sites de prélèvement sont indiqués sur les Figures 20 et 21. 

Dans la suite de ce travail, les particules étudiées seront nommées PMInd pour les particules 

d’influence industrie et PMTraf pour les particules d’influence trafic.  

Figure 20 : Site de prélèvement de Grande-Synthe-Dunkerque 
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Les dispositifs de prélèvement des particules ont été installés sur des stations de mesure ATMO  

(Fédération des Associations agréées de surveillance de la qualité de l'air) de la région des Hauts de 

France. Les caractéristiques de ces stations de mesure sont présentées dans le Tableau V.  

Tableau V : Caractéristiques des stations de mesure  

Station Grande-Synthe - Dunkerque (ref. DK1) Station Roubaix Serres (ref. MN1) 

 

 

Adresse : 4 rue du Comte Jean 

(jardins communaux) 

59760 Grande-Synthe 

Adresse : Serres Municipales 

59100 Roubaix 

Type de station : 

Station de proximité industrielle 

Type de station : 

Station de proximité automobile 

Latitude : 51° 1' 29'' 

Longitude : 2° 18' 8'' 

Altitude : 2 m 

Latitude : 50° 42' 24'' 

Longitude : 3° 10' 51'' 

Altitude : 31 m 

Polluants mesurés : 

-------- 
Particules (PM10) 

Monoxyde de carbone 
Dioxyde d’azote 
Monoxyde d’azote 
Dioxyde de soufre 

Polluants mesurés : 
Particules (PM2.5) 
Particules (PM10) 
Monoxyde de carbone 

Dioxyde d’azote 
Monoxyde d’azote 
-------- 

Figure 21 : Site de prélèvement de Roubaix 
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III.1.1.2. Méthode de prélèvement des particules 

La méthode de prélèvement des particules a été décrite par Cazier et collaborateurs (Cazier et al., 

2016). Les dispositifs de prélèvement comprenaient une pompe à haut débit (Staplex, modèle 

TFIA2, New York, USA) et un impacteur en cascade de type Sierra 235 (Sierra Anderson, Smyrna, 

New York, USA).  

Le principe de la méthode de prélèvement reposait sur l’impaction des particules sur des plaques 

avec des seuils de coupure spécifiques (Figure 22), avec une efficacité d’impaction de 50%. Les 

particules dans le flux d'air ont été accélérées à travers une fente, ce qui permettait aux particules 

animées d'une inertie suffisante de s'écarter de la trajectoire et de s'impacter sur le substrat de 

collection recouvrant les plaques. Les particules qui n’étaient pas encore impactées, étaient dirigées 

vers les étages inférieurs. Ainsi, les particules les plus grosses ont été collectées sur les premiers 

étages, tandis que les plus petites ont été collectées sur les derniers étages.  

Les particules ont ainsi été collectées sélectivement en fonction de leur taille aérodynamique.  Après 

la collecte, les plaques d'impaction ont été séchées sous une hotte à flux laminaire pendant au moins 

une journée. Les particules ont ensuite été récupérées en balayant les plaques à l'aide d'un pinceau. 

Pour chaque échantillon, les particules ont été rassemblées dans des récipients en Téflon-PFA. 

Ensuite, les échantillons ont été soigneusement homogénéisés à l'aide de deux billes magnétiques 

revêtues de Téflon et d'un agitateur magnétique pendant 2 heures. Les échantillons lyophilisés 

obtenus ont été stockés à -20°C, dans des flacons préalablement décontaminés et stérilisés, jusqu'à 

leur utilisation. 

Les particules sélectionnées pour ce travail de thèse avaient une taille comprise entre 2,5 µm et 0,33 

µm, et sont désignées sous le terme de PM2.5-0.3. 

Figure 22 : Schéma d’un impacteur en cascade 
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III.1.2. Caractéristiques physico-chimiques des 

particules 

La distribution granulométrique et la morphologie des PM2.5-0.3 ont été déterminées par 

microscopie électronique à balayage couplée à une analyse des rayons X par dispersion d'énergie 

(SEM-EDX ; microscope LeoTM 438 VP et système d'analyse IXRF ; Zeiss SAS, Le Pecq, France). 

Les analyses chimiques ont été réalisées à l 'aide d'une spectrométrie d'émission atomique à plasma 

inductif (ICP-AES, iCAP 6000 Series ; Thermo Scientific, MA, États-Unis) pour les métaux, d'une 

analyse spécifique pour les éléments carbone, hydrogène, oxygène, azote, soufre (C, H, O, N, S) 

(Flash 2000, Thermo Scientific, MA, États-Unis) et d'une chromatographie en phase gazeuse 

couplée à une spectrométrie de masse après extraction Soxhlet (GC/MS : CP 3800/1200MS, 

Varian) pour les composés organiques. Les principaux résultats sont présentés dans les tableaux ci-

dessous (Tableau VI, Tableau VII, Tableau VIII). 

Tableau VI : Niveau d’hydrocarbures aromatiques polycycliques en µg/g quantifiés dans les PM Traf et les PM Ind  

Hydrocarbures 
aromatiques 

polycycliques (HAPs) 

PMTraf 

(µg/g) 

PMInd 

(µg/g) 
PMInd/PMTraf 

Naphthalène 0,24 1,07 4,54 

Acénaphthylène 0,12 0,18 1,51 

Acénaphthène 0,00 0,00 - 

Fluorène 0,09 0,31 3,59 

Phénanthrène 0,48 1,92 4,00 

Anthracène 0,18 0,56 3,14 

Fluoranthène 0,86 6,00 7,01 

Pyrène 0,83 5,24 6,28 

Benzo[a]Anthracène 0,65 10,14 15,57 

Chrysène 2,60 20,54 7,92 

Benzo[b]Fluoranthène 2,33 19,99 8,58 

Benzo[k]Fluoranthène 0,56 7,08 12,69 

Benzo[a]Pyrène 1,70 15,47 9,08 

Indeno[1,2,3-c,d]Pyrène 4,18 16,93 4,05 

Dibenzo[a,h]Anthracène 2,57 18,18 7,07 

Benzo[g,h,i]Perylène 2,96 12,77 4,31 

Total 17,77 136,39 7,68 
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Tableau VII : Niveau de composés hydrocarbonés en µg/g quantifiés dans les PM Traf et les PM Ind 

Composés 

hydrocarbonés 

PMTraf 

(µg/g) 

PMInd 

(µg/g) 
PMTraf/PMInd 

C12 0,43 0,41 1,04 

C13 0,35 0,66 0,53 

C14 0,22 0,54 0,41 

C15 0,55 0,72 0,77 

C16 2,22 1,23 1,80 

C17 4,07 2,62 1,55 

Pristane 1,87 1,20 1,56 

C18 4,41 3,33 1,32 

Phytane 9,10 7,05 1,29 

C19 4,02 2,25 1,79 

C20 4,62 3,29 1,40 

C21 7,96 5,19 1,54 

C22 11,34 9,26 1,22 

C23 23,48 13,84 1,70 

C24 29,83 13,04 2,29 

C25 42,40 22,15 1,91 

C26 30,14 10,51 2,87 

C27 53,40 35,76 1,49 

C28 24,06 7,37 3,27 

C29 56,60 45,79 1,24 

C30 23,52 4,99 4,71 

C31 46,16 25,74 1,79 

C32 21,86 3,56 6,15 

C33 30,34 12,14 2,50 

C34 16,38 2,04 8,03 

C35 9,76 1,68 5,80 

C36 7,50 0,90 8,31 

C37 3,99 1,96 2,04 

C38 0,23 0,25 0,94 

Total 903,09 235,83 3,83 
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Tableau VIII : Teneur en métaux totaux en µg/g quantifiés dans les PM Traf et les PM Ind 

Métaux totaux 
PMTraf 

(µg/g) 

PMInd 

(µg/g) 
PMInd/PMTraf 

Al 11,869 23,800 2,01 

As 9 9 1,00 

Ba 932 285 0,31 

Ca 35,691 76,087 2,13 

Cd 9 9 1,00 

Co 13 20 1,48 

Cr 251 266 1,06 

Cu 933 276 0,30 

Fe 38,078 87,549 2,30 

K 8 053 6,677 0,83 

Mg 2 701 9,307 3,45 

Mn 555 6,692 12,06 

Mo 36 22 0,62 

Na 23,221 27,051 1,16 

Ni 59 467 7,85 

P 979 1 030 1,05 

Pb 210 246 1,17 

S 15,070 16,338 1,08 

Sn 270 47 0,17 

Sr 153 141 0,92 

Ti 1,631 1,288 0,79 

V 73 134 1,84 

Zn 1,257 1,841 1,46 

Total 142,054 259,582 1,83 

III.1.3. Préparation des particules pour les expositions 

in vitro 

À partir des PMInd ou des PMTraf lyophilisées, des solutions mères fortement concentrées 

(1 mg/mL) ont été préparées. Une quantité déterminée de PMInd ou PMTraf a été pesée avec une 

balance de précision et un volume de milieu de culture hAEC™ (Epithelix©, Suisse), supplémenté 

avec 0,2 % de Fungizone® (Amphotéricine B, Invitrogen©, États-Unis), a été ajouté. 

Afin de minimiser la formation d'agrégats, les solutions mères contenant les PMInd ou les PMTraf 

en suspension ont été soumises à une sonication dans un bain de sonication (Branson 1800, 40 

kHz) pendant 20 minutes. Puis, des dilutions ont été effectuées pour obtenir les concentrations 



 

65 

souhaitées pour les expositions in vitro. Les solutions d'exposition résultantes ont été aliquotées et 

conservées à -20°C jusqu'à leur utilisation. 

Le jour des expositions, les solutions d'exposition ont été décongelées, puis soniquées durant 

20 minutes afin de réduire la formation d'agrégats particulaires. Les expositions ont été réalisées 

suite à la sonication.   

III.2.Modèles cellulaires 

Deux modèles in vitro ont été utilisés au cours de ce travail de thèse : un modèle 3D d’épithélium 

bronchique humain reconstruit (MucilAirTM-HF) et un modèle 2D de cellules épithéliales humaines 

pseudo-primaires d’origine bronchique (hAECb). Ces deux modèles sont commercialisés par la 

société Epithelix© (Suisse). 

Ces modèles in vitro ainsi que les protocoles d’exposition seront détaillés dans le Matériel et 

Méthodes spécifique en amont de chacune des études de la partie Résultats. 

III.3.Évaluation de l’activité biologique 

À la fin des différents scénarios envisagés, les milieux de culture ont été récupérés et conservés au 

congélateur à -20°C en vue d’évaluer la réponse inflammatoire par tests ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay). Les épithéliums et les cellules ont été congelés à -80°C en vue d’évaluer la 

modulation de l’expression génique par RT-qPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain 

Reaction).  

III.3.1. Évaluation de l’expression génique par RT-

qPCR 

III.3.1.1. Principe de la RT-qPCR 

La RT-qPCR est une technique qui permet d'effectuer une PCR (réaction en chaîne par polymérase) 

quantitative à partir d'un échantillon d'ARN. L'ARN est tout d’abord rétrotranscrit à l'aide d'une 

enzyme appelée transcriptase inverse, permettant ainsi la synthèse d'ADN complémentaire 

(ADNc). Ce dernier est ensuite utilisé pour réaliser une PCR quantitative (qPCR). La qPCR est une 

méthode de réaction en chaîne par polymérase qui permet de mesurer la quantité initiale d'ADN 

en déterminant le nombre d'amplicons (portions spécifiques d'ADN définies par un ensemble 

d'amorces) générés pendant la réaction de PCR en détectant la fluorescence émise par les produits 

de PCR nouvellement formés (Figure 23).  
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La RT-qPCR est largement reconnue comme la méthode la plus sensible pour la détection et la 

quantification des ARN messagers au niveau d'un organe, d'un tissu ou d'une cellule.  

III.3.1.2. Protocole 

La première étape est l’extraction de l’ARN des épithéliums ou des cellules. L’ARN a été extrait à 

l’aide du kit NucléoSpin® TriPrep (Macherey-Nagel, Allemagne), qui permet d’extraire l’ADN, 

l’ARN et les protéines à partir des échantillons. Les ARN extraits ont ensuite été convertis en ADN 

complémentaire (ADNc), un ADN simple brin, par une réaction de transcription inverse (RT, 

reverse transcription) grâce au kit iScriptTM cDNA Synthesis (Bio-Rad, États-Unis). L’ADNc 

représente la partie codante de la région du génome qui avait été transcrite en ARN (Figure 24). 

Figure 23 : Principe de la RT-qPCR (source : Adams, 2020)   
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Puis, la quantité d’ADNc a été mesurée par une réaction de polymérisation en chaîne quantitative 

en utilisant le mix iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, États-Unis) et des amorces spécifiques 

(Tableau IX). 

La PCR est une technique d'amplification enzymatique permettant d'obtenir un grand nombre de 

copies identiques d'un fragment d'ADN. Les réactifs nécessaires sont :  

• l’ADNc à amplifier, 

• des amorces spécifiques de la séquence d’ADNc à amplifier,  

• une enzyme, une ADN polymérase thermotolérante, la TAQpolymérase,  

• des désoxyribonucléosides triphosphates. 

Une PCR se décompose en trois étapes : 

• dénaturation : les deux brins d'ADN sont séparés par chauffage (95 °C),  

• hybridation : en abaissant la température (50-70 °C), des amorces constituées de courts 

fragments d'ADN viennent s'hybrider sur les brins d’ADN,  

• élongation : une enzyme polymérase, la Taq polymérase, complète la synthèse du brin 

d'ADN à partir de l'amorce grâce aux désoxyribonucléosides triphosphates.  

La qPCR est une technique quantitative déterminant la quantité d'ADN produite par la réaction de 

PCR à la fin de chaque cycle. Pour cela, un agent intercalant de l’ADN fluorescent, le SYBR Green, 

a été ajouté au milieu réactionnel. La fluorescence du SYBR Green varie selon que cet agent est 

Figure 24 : Protocole d’extraction des ARN et d’obtention des ADN 
complémentaires  
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incorporé à une double hélice d'ADN ou est libre dans la solution. Ainsi, une simple mesure de 

fluorescence permet de connaître la quantité d'ADN présente en solution. 

L’évaluation de l’expression d’un gène se fait par la mesure d’un Ct (cycle seuil, Cycle threshold), 

valeur correspondant au nombre de cycles à partir duquel un signal est détectable (Figure 25). Le 

Ct est inversement proportionnel à la quantité de matériel génétique présente dans l’échantillon 

analysé ; plus le Ct est petit, plus le gène est exprimé. 

Grâce à des réaction de RT-qPCR l’expression de gènes impliqués dans différents mécanismes 

cellulaires a été évaluée (Tableau IX). 

  

Figure 25 : Courbe d'amplification d'une réaction de PCR et 
détermination du Ct 
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Tableau IX : Gènes de référence et gènes d’intérêt : amorces utilisées pour la réalisation des qPCR 

Mécanismes 

étudiés 

Gènes 

testés 
Amorces utilisées 

Référence 

GAPDH F AAAGGGTCATCATCTCTGCC R AGGGGTGCTAAGCAGTTGGT 

HPRT F TTGCTTTCCTTGGTCAGGCA R ATCCAACACTTCGTGGGGTC 

RPL13 F GAATGGCATGGTCTTGAAGC R GCTTGCCGGGCCTTAC 

Inflammation 

CXCL2 F TCACAGTGTGTGGTCAACATTT R TCTCTGCTCTAACACAGAGGGA 

CXCL10 F AGCAGAGGAACCTCCAGTCT R ATGCAGGTACAGCGTACAGT 

GM-CSF F TGATGGCCAGCCACTACAAG R CCAGCAGTCAAAGGGGATGA 

IL-1β F GCCATGGACAAGCTGAGGAA R TCGTGCACATAAGCCTCGTT 

IL-6 F GAAAGCAGCAAAGAGGCACTG R CCAGTGATGATTTTCACCAGGC 

IL-8 F CTCCAAACCTTTCCACCCCA R TTCCTTGGGGTCCAGACAGA 

MIF F ATCGTAAACACCAACGTGCC R GAAGGCCATGAGCTGGTCC 

NF-κB F GCTTAGGAGGGAGAGCCCAC R AACATTTGTTCAGGCCTTCCC 

TLR4 F CCTGAGGCATTTAGGCAGCTA R TGGATGGGGTTTCCTGTCAA 

Métabolisme 

AhR F CCAGGCCAACAGGCATTTTTA R TCTGACGGATGATGAAGTGGC 

CYP1A1 F CAACCCTTCCCTGAATGCCT R TGCTTCTCCTGACAGTGCTC 

CYP1B1 F AGTGAGGGCAGCAGGTGT R GTTCGGGCTGAGGCTGG 

CYP2B6 F CTTCACGGTACACCTGGGAC R CGACCATGGCGATTTTTCCC 

CYP2S1 F TTTGCTGTTTGCTGGGACGA R CCGATTCAGCTCCTCACGTA 

Stress 

oxydant 

HMOX1 F CTTTCAGAAGGGCCAGGTGA R GTAGACAGGGGCGAAGACTG 

NOS2 F GGTGCACACACCTATTCCC R GCACATCCCCGCAAACATAG 

NOX1 F TTGGGTCAACATTGGCCTGT R AAGGACAGCAGATTGCGACA 

NRF2 F TGAGCAAGTTTGGGAGGAGC R TGGCTTCTGGACTTGGAACC 

SOD F CATTGCATCATTGGCCGCA R CCACAAGCCAAACGACTTCC 

Remodelage 

tissulaire 

EGF F TTGTCATGCTGCTCCTCCTG R CCTGCGACTCCTCACATCTC 

TGF-β F AGGGCTACCATGCCAACTTC R CCCGGGTTATGCTGGTTGT 

Autophagie BECN1 F AAACCAGGAGAGACCCAGGA R GGGGGATGAATCTGCGAGAG 

Production de 

mucus 

MUC5AC F TATGTGCTGACCAAGCCCTG R TTGATCACCACCACCGTCTG 

MUC5B F TTCCCTGCCACATGTGTACC R CCGGCCACTCTCTTGTACTC 

Épigénétique 

DNMT1 F TCTTCGGCAACATCCTGGAC R CTCGGGCTTTGGCCAACATA 

DNMT3a F CAGGGCAAAGACCAGCATTT R CAAGCGGCTCATGTTGGAGA 

DNMT3b F GCCCATTCGAGTCCTGTCAT R CACGGTTCCAACAGCAATGG 

TET1 F TTCCCCGAATCAAGCGGAAG R ACTTCAGGTTGCACGGTCTC 

HDAC1 F CATCGCTGTGAATTGGGCTG R CCCTCTGGTGATACTTTAGCAGT 

HDAC2 F TGGCCTTTCTGAGCTGATTTT R AGCCACTGAAACAAGACTTCAT 

HDAC3 F AGTCAGCCCCACCAATATGC R TGTGTAACGCGAGCAGAACT 

HDAC6 F TGGTTGAAACGCTAGGGGC R TCTGCCTACTTCTTCGCTGC 

CREBBP F CACAGAACCAGTTCCCGTCA R CTGTGACACGCCTGTTTGG 

EP300 F GCAGTGTGCCAAACCAGATG R GGGTTTGCCGGGGTACAATA 
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III.3.2. Évaluation de la réponse inflammatoire par test 

ELISA 

III.3.2.1. Principe 

Le principe du dosage ELISA consiste à fixer une protéine d’intérêt (cytokine ou chimiokine) sur 

un anticorps primaire spécifique puis à détecter les molécules capturées grâce à un anticorps 

secondaire biotinylé. Une peroxydase, liée à la streptavidine, permet dans un second temps, de 

révéler la quantité de cytokine fixée en catalysant la formation d’un substrat coloré (Figure 26). 

III.3.2.2. Protocole 

La réponse inflammatoire a été évaluée par le dosage de différentes cytokines/chimiokine secrétées 

dans le milieu de culture à l’aide de kits ELISA Duoset® (R&D Systems®, États -Unis). Les 

cytokines dosées sont l’IL-6 (#DY206) et l’IL-8 (#DY208) et la chimiokine est GM-CSF 

(#DY215).  

Les différents kits utilisés contiennent une solution d’anticorps primaire, une solution standard, 

une solution d’anticorps secondaire biotinylé et une solution de streptavidine -peroxydase. Les 

solutions Substrat (Substrat Solution#DY999, R&D Systems, France) et Stop (Stop 

Solution#DY994, R&D Systems, France) sont vendues séparément. Certains réactifs comme le 

tampon de saturation contenant 1% d’albumine sérique bovine (BSA, Sigma -Aldrich, France), le 

tampon de lavage [(PBS#162323G5, Biosolve Chimie, France) à 0,05 % de Tween 20 (Tween 

Figure 26 : Principe du test ELISA (Source : R&D Systems®) 
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20#P2287, Sigma-Aldrich, France)] et le tampon de dilution (PBS-Tris) sont à préparer 

extemporanément.  

Les différentes étapes d’un test ELISA sont résumées sur la Figure 26. 24h après avoir recouvert 

les plaques 96 puits (Nunc immunsorb, Dutscher, France) avec un anticorps de capture  (1), 100 µL 

d'échantillons à doser sont déposés dans chaque puits selon un plan de plaque établi. Après un 

temps d'incubation à l'obscurité et température ambiante, l'anticorps secondaire couplé à la biotine 

est ajouté (2). Puis la streptavidine-peroxydase va se fixer sur l’anticorps secondaire et réagir en 

présence d’un substrat (3) en produisant une réaction colorimétrique (4). La réaction est stoppée 

par l'ajout de la solution STOP (5). L’absorbance est alors mesurée à 490 nm et 540 nm (bruit de 

fond) à l'aide du spectrophotomètre Multiskan-EX (Thermo Scientific, MA, États-Unis).  

Une gamme étalon effectuée en duplicata sur chaque plaque 96 puits permettra la réalisation d’une 

courbe d’étalonnage et la détermination des concentrations en cytokines/chimiokine produites de 

nos échantillons. Les résultats sont exprimés en pg/mL. Les limites de quantification sont  de 9,37 

pg/mL, 31,25 pg/mL et 15,62 pg/mL respectivement pour l’IL-6, l’IL-8 et GM-CSF. 

III.4.Analyse des données 

Les données obtenues à la suite des RT-qPCR et des tests ELISA ont été analysées en collaboration 

avec le laboratoire de Biostatistiques, Traitement et Modélisation des données biologiques (UR 

7537) de la faculté de pharmacie de l’Université Paris-Cité.  

Les analyses de données ont été réalisées en utilisant le logiciel R version 4.2.2. 

III.4.1. Analyse des données issues des RT-qPCR 

III.4.1.1. Méthode classique des 2-ΔΔCt 

La méthode de référence pour l’analyse des données de qPCR est la méthode des 2 -∆∆Ct (Livak & 

Schmittgen, 2001). Cette technique repose sur l'utilisation d'un ou plusieurs gènes de référence lors 

de chaque analyse, ce qui permet de "normaliser" les résultats. Un gène de référence doit être 

ubiquitaire, c'est-à-dire qu'il est exprimé dans toutes les cellules et tissus, et son niveau d'expression 

doit rester constant, indépendamment des conditions expérimentales.  

Une fois les Ct obtenus, les étapes de calcul sont les suivantes :  

• ΔCt = Ctgène cible - Ctgène de référence
 

• ΔΔCt = ΔCtéchantillon exposé- ΔCtéchantillon contrôle 
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À partir de ces calculs, une valeur de quantification relative (RQ, Relative Quantification) est calculée :  

• RQ = 2-ΔΔCt 

Le RQ représente le « fold change » c’est-à-dire le niveau de changement de l’expression d’un gène 

cible dans les conditions « exposées » par rapport au même gène dans les conditions « contrôles ».  

Afin de déterminer si la modulation de l’expression d’un gène est significative dans les conditions 

« exposées » par rapport aux conditions « contrôles », un test de Student au risque α de 5% est 

réalisé à partir des valeurs de ΔCt des deux conditions comparées. Puis, afin de prendre en compte 

la multiplicité des comparaisons, les p-values ont été ajustées en utilisant le FDR (False Discovery 

Rate) (Benjamini & Hochberg, 1995). Les p-values ajustées inférieures à 5% ont été considérées 

comme significatives.  

Différentes représentations graphiques résultant de cette analyse sont possibles. Les 

représentations sous forme de heatmap ou de diagramme en barre ont été privilégiées.  

La représentation sous forme de heatmap utilise les valeurs de « –ΔΔCt » et fait correspondre à 

l'intensité d'une grandeur variable un nuancier de couleurs sur une matrice à deux dimensions  : 

• rouge lorsque le gène est surexprimé, 

• blanc lorsque le gène n’est pas modulé, 

• bleu lorsque le gène est sous-exprimé. 

La représentation sous forme de diagramme en barre utilise les valeurs de RQ et permet de 

visualiser l’expression relative des gènes cibles dans les échantillons exposés par rapport aux 

échantillons contrôles, pour lesquels les valeurs d’expression des gènes sont fixées à 1.  

III.4.1.2. Méthode d’analyse graphique par réseaux des 

rapports d’expressions par paire de gènes 

La méthode d’analyse par réseaux des rapports d’expression par paire de gènes a été décrite par 

Curis en 2019 (Curis et al., 2019). Cette méthode utilise les valeurs de Ct obtenues suite aux qPCR 

et permet de comparer les expressions de l’ensemble des gènes entre eux, pour une condition 

expérimentale donnée.  

Chaque gène est représenté par un nœud (Figure 27). Pour chaque paire de gènes, un test statistique 

est réalisé afin de déterminer si les rapports d’expression de ces deux gènes sont significativement 

différents entre deux conditions expérimentales.  
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Ainsi, l’hypothèse nulle H0’ « les deux gènes ne sont pas différentiellement exprimés entre 

les deux conditions testées » est confrontée à l’hypothèse alternative H1’ « les deux gènes 

sont exprimés de façon différentielle entre les deux conditions testées ». 

Si le résultat du test est non significatif, l’hypothèse H0’ n’est pas rejetée ce qui signifie qu’il n’y a 

pas de différence significative entre les deux conditions. Sur la représentation graphique cela se 

traduit par la présence d’une arrête reliant les nœuds correspondant à ces deux gènes. À l’inverse, 

si le résultat du test est significatif, il y a une expression différentiel le entre les deux conditions 

testées et par conséquent, une absence d’arête sur la représentation graphique (Figure 27). 

Afin de comparer les expressions des gènes nommés gène 1 et gène 2, le modèle suivant pour les 

valeurs observées de Ct de l’échantillon i est supposé : 

• 𝐶𝑡𝑔è𝑛𝑒  1,𝑖 =  𝛼1 + 𝛽1𝑋𝑖 + 𝜀1𝑖  

• 𝐶𝑡𝑔è𝑛𝑒  2,𝑖 =  𝛼2 + 𝛽2𝑋𝑖 + 𝜀2𝑖  

Avec :  

- α1 : ordonnée à l’origine 

- β1 : coefficient directeur de la droite 

- Xi : variable explicative, par exemple une variable indicatrice de la condition expérimentale 

mais pouvant également correspondre à la concentration d’exposition, au temps 

d’exposition, au statut de l’épithélium de l’échantillon i. 

- εi : erreur résiduelle suivant une loi normale centrée et hétéroscedastique (erreur non 

constante dans tout l'échantillon). 

Donc, 

• ∆𝐶𝑡𝑖 =  𝐶𝑡𝑔è𝑛𝑒 1,𝑖 −  𝐶𝑡𝑔è𝑛𝑒 2,𝑖 

• ∆𝐶𝑡𝑖 =  𝛼1 − 𝛼2 + (𝛽1 − 𝛽2)𝑋𝑖 + 𝜀1𝑖 − 𝜀2𝑖 

Figure 27 : Représentation graphique des hypothèses statistiques H0’ et H1’ 
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Finalement, l’équation suivant est obtenue : 

• ∆𝐶𝑡𝑖 = ∆𝛼 + ∆𝛽𝑋𝑖 + ∆𝜀𝑖            (é𝑞𝑢𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 1) 

Avec, 

- 𝑋𝑖 = 0 pour l’échantillon i de la première condition (par exemple « contrôle ») et 

-  𝑋𝑖 = 1 pour l’échantillon i de la seconde condition (par exemple « exposée ») 

Pour le i-ème échantillon de la condition « contrôle », 𝑋𝑖 = 0, donc : 

• ∆𝐶𝑡𝑖 =  ∆𝛼 + ∆𝜀𝑖 

et pour le i’-ème échantillon de la condition « exposée », 𝑋𝑖′ = 1, donc : 

• ∆𝐶𝑡𝑖′ =  ∆𝛼 + ∆𝛽 + ∆𝜀𝑖′ 

Si les deux échantillons i et i’ sont appariés, pour comparer les deux conditions, la quantité relative 

suivante peut être calculée, ce qui correspond à la méthode classique :  

∆∆𝑪𝒕 =  ∆𝒄𝒕𝒊′ − ∆𝒄𝒕𝒊 =  ∆𝜷 +  ∆∆𝜺𝒊,𝒊′ 

Pour chaque mesure de 𝐶𝑡𝑖 obtenue sur les échantillons indépendants, le modèle de régression 

linéaire (équation 1) est alors mis en place. Dans cette modélisation l ’hypothèse nulle H0’ « les deux 

gènes ne sont pas d’expression différentielle entre les deux conditions testées  » est alors équivalente 

à « ∆𝛽 = 0 » et l’hypothèse alternative H1’ « les deux gènes sont exprimés de façon différentielle 

entre les deux conditions testées » à « ∆𝛽 ≠ 0 ». Dans ce cas simple, il s’agit d’un modèle de 

régression avec une variable explicative X à deux modalités. Tester H0’ sur le paramètre ∆𝛽 revient 

donc à réaliser un test de Student, sous l’hypothèse Gaussienne.  

Afin de faire des analyses plus fines et de prendre en compte l’influence de plusieurs facteurs, le 

modèle statistique ci-dessus (équation 1) peut être complexifié en ajoutant une ou plusieurs autres 

variables (concentration, temps, type de particule, statut physiopathologique, etc.). Pour les 

variables qualitatives d’autres variables doivent être alors ajoutées dans le modèle ainsi que des 

facteurs d’interaction, s’il existe des effets croisés entre les variables.  

En fonction de la question scientifique posée, chaque gène est ainsi comparé à l’ensemble des autres 

gènes grâce à des tests individuels. À partir de l’ensemble des tests individuels, un graphe peut être 

construit. La construction de ce graphe correspond à un test global d’hypothèse H0 : « Il n’y a pas 

de gène différentiellement exprimé entre les conditions testées » qui s’oppose à l’hypothèse 

alternative H1 : « Il y a au moins un gène différentiellement exprimé entre les conditions testées ». 

De cette analyse, différents graphes peuvent être obtenus :  
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• un graphe connexe (Figure 28a) reflétant des expressions géniques équivalentes entre tous 

les gènes,  

• des graphes disjoints (Figure 28b) où deux groupes de gènes statistiquement différents 

entre eux peuvent apparaitre, et  

• un graphe en limite de séparation (Figure 28c) où les gènes présentant peu de 

connexions aux autres gènes sont en limite d’expression différentielle.  

 

Figure 28 : Représentation des différents graphes obtenus après analyse  

Afin d’avoir un risque global α égale à 5 %, chaque test individuel doit être réalisé à un niveau 

judicieusement calibré. Sous l’hypothèse H0, le graphe est connexe et le risque α global correspond 

sous cette hypothèse à un graphe qui aurait au moins un nœud détaché par erreur. Soit la probabilité 

⍺1 sous H0 de détacher un gène, puis, la probabilité ⍺2 sous H0 de détacher 2 gènes, et ainsi de 

suite. Le cumul de ces probabilités d’erreur doit être inférieur au risque global α fixé à 5%. On 

comprend ainsi que la probabilité d’obtenir un graphe disjoint par erreur est fonction des 

probabilités d’erreur pour chaque comparaison individuelle des gènes deux à deux. Cette dernière 

probabilité est le niveau de test individuel optimal recherché. Pour déterminer ce niveau de test 

optimal, ce qui est difficile en pratique, une simulation dans le logiciel R à l’aide du package 

« SARP.compo », a été réalisée en renseignant la structure de données ainsi que la méthode 

statistique utilisée afin de faire les comparaisons nécessaires. Les simulations imitent l'expérience 

sous l’hypothèse H0 globale d’absence de gènes différenciés. Il a été considéré 6000 simulations 

pour lesquelles différents seuils candidats ont été testés de 5% à 60%. Pour chaque niveau testé, la 

probabilité d’avoir un graphe disjoint parmi les 6000 graphes simulés a été estimée. Finalement, le 

niveau de test optimal est choisi comme la valeur seuil maximisant la probabilité d’avoir un graphe 

disjoint, telle qu’elle soit inférieure au risque global 5 %. C’est ce niveau de test optimal qui sera 

utilisé pour chaque test de comparaisons. Plus exactement, c'est à ce niveau optimal que la p-value 

obtenue dans chaque test sera comparée. 
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III.4.2. Analyse des données issues tests ELISA 

La concentration de cytokines secrétées dans le milieu de culture est déterminée à l’aide d’une 

gamme étalon. Des équations ont été générées à partir des points de la gamme étalon pour lesquels 

la concentration est connue et la valeur d’absorbance mesurée.  

Une fois les concentrations établies, un coefficient de variation (CV) a été calculé pour chaque 

couple de réplicats techniques ; si le CV est supérieur à 10%, les deux réplicats techniques ont été 

retirés de l’analyse. Une moyenne ajustée est alors calculée avec les réplica ts biologiques restants. 

Des analyses statistiques ont ensuite été envisagées afin de réaliser différentes comparaisons :  

• comparaison du niveau de sécrétion d’une cytokine/chimiokine donnée (IL-6, IL-8 ou 

GM-CSF) suite aux expositions à un échantillon particulaire donné par rapport au 

contrôle ; 

• effet « dose » et effet « temps » : pour un échantillon particulaire donné, une 

cytokine/chimiokine donnée (IL-6, IL-8 ou GM-CSF) et un statut physiopathologique 

donné (sain, asthme ou BPCO); 

• effet « fraction particulaire » : pour une concentration donnée (3 µg.cm-² ou 6 µg.cm-²), une 

durée d’exposition (6h ou 24h), une cytokine/chimiokine donnée (IL-6, IL-8 ou GM-CSF) 

et un statut physiopathologique (sain, asthme ou BPCO). 

Pour les comparaisons par rapport aux contrôles et l’analyse des effets dose et fraction, un test de 

Tukey (test de comparaisons multiples) a été appliqué pour déterminer les différences significatives 

entre les moyennes ajustées des groupes dans une analyse de variance.  

Pour l’analyse de l’effet « temps », il a été nécessaire d’ajuster les quantités de cytokines/chimiokine 

produites par rapport à la production des échantillons contrôles. Pour pouvoir faire cet ajustement 

un modèle de régression linéaire a été mis en place et les comparaisons des moyennes entre les 

groupes ont été obtenues par une analyse de contraste des paramètres du modèle à l'aide du package 

multcomp (test de Wald avec correction de multiplicité « Single-Step method »). 

Les p-values ajustées inférieures à 5% ont été considérées comme significatives.
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IV. Résultats et discussion 
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IV.1. Évaluation de l’impact de PM2.5-0.3 

d’influence trafic (PMTraf) ou industrie 

(PMInd) sur la modulation de l’expression 

génique après exposition d’épithéliums 

bronchiques reconstruits sains ou 

asthmatiques. 

Cette première étude a fait l’objet d’une publication sous forme d’article original dans la revue 

scientifique Environmental Research et de deux communications orales. 

Publication : 

Despréaux P, Jeanton C, Desaulle D, Al Zallouha M, Verdin A, Momas I, Achard S. Innovative graph 

analysis method to assess gene expression modulation after fine particles exposures of 3D human airway epithelia. 

Environ Res. 2023 Mar 15;221:115296. doi: 10.1016/j.envres.2023.115296. Epub 2023 Jan 12. 

PMID: 36642119. 

Communication orale lors d’une conférence internationale : 

Despréaux P, Jeanton C, Desaulle D, Al Zallouha M, Verdin A, Momas I, Achard S. Assessment of 

gene expression modulation using graph analysis on pairwise expression ratios. Impact of PM2.5-0.3 on 3-D 

bronchial epithelium model. BOHS Inhaled Particles / NanOEH Conference 2023, Manchester 

(Angleterre), Mai 2023. 

Communication orale lors d’un colloque national :  

Despréaux P, Al Zallouha M, Verdin A, Momas I, Achard S. Impact des particules fines sur les mécanismes 

épigénétiques après expositions répétées d’épithéliums humains reconstruits d’origine bronchique.  Colloque de 

restitution des actions du DIM Qi², Paris, Décembre 2021 
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IV.1.1. Contexte et objectif 

En raison de leur petite taille, les PM2.5 peuvent pénétrer profondément dans les voies respiratoires, 

atteignant les bronches. Plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence des associations 

entre l’exposition aux PM2.5 et le développement ou l’exacerbation de pathologies respiratoires 

telles que l’asthme.  

Les PM2.5 sont constituées d’un noyau carboné sur lequel sont adsorbés différents éléments 

chimiques et biologiques, leur conférant ainsi une grande réactivité biologique. Des PM2.5 

provenant de sources d’émission différentes ont des compositions chimiques diverses et pourraient 

donc avoir des impacts distincts au niveau des voies respiratoires humaines.  

Dans ce contexte, l’objectif de cette première étude est d’évaluer l’impact d’expositions répétées à 

des PM2.5-0.3 au niveau de l’épithélium bronchique en tenant compte :  

• de la composition chimique des PM2.5-0.3 ; 

• du statut physiopathologique de l’épithélium bronchique.  

IV.1.2. Matériel et Méthodes 

IV.1.2.1. Choix du modèle in vitro 

Pour cette première étude, le modèle MucilAirTM-HF (Epithélix©, Suisse) a été utilisé. Il s’agit d’un 

modèle d’épithélium humain d'origine bronchique co-cultivé avec des fibroblastes humains. Ce 

modèle est innovant et est encore très peu utilisé pour la recherche en toxicologie 

environnementale. Il présente comme avantage d’être proche de la physiologie in situ des 

épithéliums bronchiques humains.  

Les épithéliums ont été reconstruits à partir de cellules primaires humaines obtenues après biopsie 

de donneurs non-fumeurs. Après 48 jours de reconstruction, les épithéliums présentent des cellules 

différenciées et fonctionnelles assurant une production de mucus, des mouvements ciliaires et des 

jonctions serrées (Figure 29).  

Les épithéliums sont cultivés à l’interface air-liquide, dans des petites chambres de culture (inserts 

avec une surface de 0,33 cm2 et des pores de 0,4 µm - Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), déposées 

dans des plaques 24 puits (TTP, Dutscher, France), avec 700 µL de milieu de culture MucilAirTM 

(Epithelix©, Genève, Suisse) en partie basale (Figure 30).  
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 Figure 30 : Épithélium respiratoire humain reconstruit - MucilAirTM (Source : Epithelix©) 

Les épithéliums ont été maintenus en culture dans un incubateur (37°C, 5% CO 2 et 95% d'humidité 

relative constante, MCO-18AIC, Sanyo, Japon). Le milieu de culture en partie basale a été changé 

tous les deux ou trois jours pour maintenir l'homéostasie tissulaire. Une fois par semaine, la partie 

apicale a été lavée avec du milieu de culture afin d’éliminer le mucus et les cellules desquamantes.  

L'intégrité tissulaire a été évaluée chaque fin de semaine en calculant la résistance électrique 

transépithéliale (TEER, Transepithelial Electrical Resistance). La résistance (Ω) de chaque épithélium a 

été mesurée trois fois à l'aide d'un voltohmmètre (EVOM², World Precision Instruments, État-

Unis). Les trois valeurs de résistance ont été moyennées et le calcul suivant a été appliqué : 

TEER (Ω.cm2) = (RM - R0) × S 

Avec : 

- RM : Résistance moyenne de l’épithélium (Ω) 

- R0 : Résistance du blanc (insert sans cellules) (Ω) 

- S : Surface de la membrane de l'insert (0,33 cm2). 

Selon le fournisseur Epithelix©, un épithélium est considéré comme ayant une bonne intégrité 

tissulaire si la valeur de TEER est supérieure ou égale à 200 Ω.cm2. 

Figure 29 : Observations microscopiques d’épithéliums humains d'origine bronchique (MucilAirTM-
HF) A. en microscopie confocale B. en microscopie électronique à balayage. 
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Le modèle MucilAirTM-HF peut être maintenu en culture jusqu’à 12 mois ce qui permet de réaliser 

des expositions longues et répétées afin de mimer une chronicité et/ou l’effet cumulé des 

expositions.  

Dans cette étude, deux statuts physiopathologiques différents ont été considérés. Pour cela, les 

épithéliums ont été reconstruits à partir de cellules épithéliales bronchiques prélevées chez un 

donneur non-fumeur sans pathologie respiratoire ou avec une pathologie de type asthme. Dans la 

suite de ce manuscrit, les épithéliums sans pathologie respiratoire seront nommés « Epi-S » et les 

épithéliums pathologiques « Epi-A ». 

Il est important de noter que les épithéliums utilisés pour cette étude sont issus de deux 

reconstructions différentes, R1 et R2. Les épithéliums d’un même statut physiopathologique ont 

toujours été reconstruits à partir de cellules primaires issues du même donneur, mais à des dates 

différentes, ce qui les distingue.  

Les caractéristiques des épithéliums sont résumées dans le Tableau X.   
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Tableau X : Caractéristiques des donneurs et informations sur les reconstructions des épithéliums humains 
d’origine bronchique (MucilAir™-HF). Les certificats d’analyse ont été fournis par Epithelix©. 

 Épithélium humain d'origine bronchique 

 Sain (Epi S) Asthme (Epi A) 

Fournisseur Epithelix© Epithelix© 

Nom du produit MucilAir™-HF MucilAir™-HF 

Numéro de lot HF-MD0720 HF-MD0744 

Informations sur les donneurs 

Age 41 47 

Sexe Homme Femme 

Origines Caucasien Caucasien 

Fumeur Non Non 

Pathologies 
Absence de pathologie 

respiratoire 
Asthme 

Antécédents du donneur N.A N.A 

Informations sur les cellules et dates de reconstruction 

Type cellulaire 
Cellules épithéliales 
humaines d’origine 

bronchique 

Cellules épithéliales 
humaines d’origine 

bronchique 

R
1

 

Date d’ensemencement 1er mars 2021 3 mai 2021 

Date de mise en culture 
à l’interface air-liquide 

8 mars 2021 10 mai 2021 

Date de la co-culture 
avec les fibroblastes 

29 mars 2021 31 mai 2021 

R
2

 

Date d’ensemencement 25 mai 2021 10 janvier 2022 

Date de mise en culture 

à l’interface air-liquide 
31 mai 2021 17 janvier 2022 

Date de la co-culture 
avec les fibroblastes 

21 juin 2021 7 février 2022 

Contrôle qualité des épithéliums reconstruits 

Stérilité Oui Oui 

Mycoplasma Negative Negative 

R
1

 

Intégrité tissulaire 

TEER (Ω.cm²) 
542 ± 22 649 ± 33 

Blanc de la résistance 

membranaire (Ω) 
174 174 

Fréquence de 

battements ciliaires 
(Hz) 

8,8 ± 0,3 5,8 ± 0,1 

R
2

 

Intégrité tissulaire 
TEER (Ω.cm²) 

284 ± 10 366 ± 10 

Blanc de la résistance 

membranaire (Ω) 
174 100 

Fréquence de 

battements ciliaires 
(Hz) 

8,2 ± 0,5 11,6 ± 0,4 

Morphologie Normal Normal 

Mucus Présent Présent 

Détection de virus (HIV-1 ; 
HIV-2 ; Hépatite B ; Hépatite 

C) 

Négatif Négatif 
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IV.1.2.2. Protocole d’exposition 

Après réception, les épithéliums ont été laissés à l’incubateur durant une semaine afin de les 

acclimater aux conditions de culture du laboratoire (37°C, 5% de CO 2, hygrométrie constante). 72h 

avant la 1ère exposition, la partie apicale des épithéliums a été lavée et l’intégrité tissulaire a été 

évaluée en mesurant la TEER. Le lavage est une étape importante car il permet d’avoir un film 

muqueux d’épaisseur similaire pour tous les épithéliums lors des expositions.  

Les épithéliums ont été exposés par dépôt sur la partie apicale de 10 µL de PM2.5-0.3 (PMInd ou 

PMTraf) en suspension dans le milieu de culture à la concentration souhaitée (45 ou 90 µg/cm2) 

(Figure 31). Il s’agit d’expositions en « semi air-liquide ». 

Après le dépôt, les PM2.5-0.3 se répartissent sur toute la surface de l’épithélium grâce aux 

mouvements ciliaires.  Le système d’exposition choisi n’endommage pas la partie apicale des 

épithéliums et permet d’avoir une bonne maîtrise de la quantité déposée lors de l’exposition.  

Les expositions ont été réalisées deux fois par semaine à 48 heures d’écart pendant trois semaines 

d’affilée (Figure 32). 

 

 

Figure 32 : Protocole d’exposition des épithéliums humains reconstruits d’origine bronchique aux PM2.5-0.3 de 
différentes sources d’émission (PMInd ou PMTraf). 

Figure 31 : Exposition du modèle MucilairTM-HF aux PM2.5-0.3 
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En parallèle de ces expositions, deux conditions contrôles ont été envisagées :  

• Contrôle incubateur (Cont) : absence d’exposition, les épithéliums restent à l’incubateur 

durant 3 semaines après la phase d’adaptation ;  

• Témoin milieu (TMil) : 10 µL de milieu sans particule sont déposés sur la partie apicale des 

épithéliums dans les mêmes conditions expérimentales que les épithéliums exposés.  

IV.1.2.3. Évaluation de l’impact des PM2.5-0.3 sur la 

modulation de l’expression des gènes 

À la fin de chaque semaine, la partie apicale des épithéliums a été lavée, l’intégrité tissulaire évaluée 

(TEER) et deux épithéliums par condition ont été « sacrifiés » pour évaluer l’expression de certains 

gènes par RT-qPCR. Les mécanismes étudiés sont l’ inflammation, le métabolisme, la réponse 

antioxydante, la sécrétion de mucus, l’autophagie et les modifications épigénétiques.  

Après vérification que le dépôt de 10 µL de milieu de culture sur la partie apicale des épithéliums 

n'avait pas modifié de manière significative l'intégrité tissulaire et l'expression des gènes étudiés, les 

deux conditions contrôles ont été combinées pour former un seul groupe contrôle CONT, afin 

d'augmenter la puissance statistique des analyses.  

Pour l’analyse des résultats, deux gènes de référence (HPRT et GAPDH) ont été utilisés, et deux 

méthodes d’analyse statistiques ont été envisagées : la méthode classique des ΔΔCt (Livak & 

Schmittgen, 2001) et la méthode d’analyse graphique par réseaux (Curis et al., 2019).  Pour des 

raisons de puissance statistique, les analyses ont été réalisées tous temps confondus (semaine 1, 

semaine 2 et semaine 3). 

Afin de faciliter la lecture des résultats présentés en complément de l’article, les résultats obtenus 

avec la méthode classique sont représentés sous forme de heatmap avec les p-values correspondant 

à chacun des gènes étudiés. Un code couleur est utilisé pour représenter les p-values : 

• rouge : une différence significative a été mise en évidence avec les deux méthodes d’analyse 

(classique et par réseaux),  

• orange : une différence significative a été obtenue avec la méthode classique et une limite 

de séparation est observée pour la méthode d’analyse par réseaux, 

• bleu : une significativité est mise en évidence uniquement avec la méthode classique.  
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IV.1.3. Résultats et discussion 

IV.1.3.1.  Intégrité tissulaire 

Avant d’étudier la modulation de l’expression des gènes, l’intégrité tissulaire des Epi-S et des Epi-

A a été évaluée pour s’assurer de la non toxicité des PMInd et des PMTraf aux concentrations 

testées. Les mesures ont été réalisées avant exposition (semaine 0) puis, à la fin de chaque semaine 

d’exposition, durant 3 semaines. Les résultats sont présentés dans le Tableau XI.   

Tableau XI : Évaluation de l’intégrité tissulaire par la mesure de la résistance transmembranaire des épithéliums 
(TEER), chez le groupe CONT et chez les groupes exposés, avant exposition et après 1, 2 et 3 semaines 
d’exposition.  

  
 

Semaine 

0 

Semaine 

1 

Semaine 

2 

Semaine 

3 

Epi S 

45 µg/cm2 

CONT 589 ± 162 525 ± 165 276 ± 91 339 ± 121 

PMInd 503 ± 101 602 ± 150 290 ± 35 236 ± 56 

PMTraf 680 ± 190 517 ± 172 377 ± 50 305 ± 6 

90 µg/cm2 

CONT 540 ± 112 510 ± 110 464 ± 167 497 ± 56 

PMInd 605 ± 166 605 ± 166 474 ± 170 289 ± 69 

PMTraf 596 ± 80 596 ± 80 428 ± 139 373 ± 7 

Epi A 

45 µg/cm2 

CONT 588 ± 115 757 ± 175 997 ± 172 834 ± 192 

PMInd 634 ± 110 522 ± 175 590 ± 231 428 ± 26 

PMTraf 786 ± 225 560 ± 119 612 ± 141 520 ± 271 

90 µg/cm2 

CONT 292 ± 36 311 ± 54 319 ± 51 337 ± 22 

PMInd 453 ± 125 428 ± 43 394 ± 48 388 ± 20 

PMTraf 278 ± 37 261 ± 18 259 ± 62 230 ± 26 

 

Pour toutes les conditions testées, les valeurs de TEER sont toujours supérieures à 200 Ω.cm2. Ces 

résultats attestent du maintien d’une bonne intégrité tissulaire tout au long de l’expérimentation 

pour les deux statuts physiopathologiques et les deux concentrations d’exposition testées.  
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IV.1.3.2. Modulation de l’expression des gènes chez les Epi-S 

et les Epi-A suite à des expositions répétées à PM2.5-0.3 

provenant de sources d’émissions différentes 

Les résultats d’expression génique obtenus avec la méthode classique et la méthode d’analyse 

graphique par réseaux ont été analysés séparément puis comparés. La méthode d'analyse graphique 

s'est avérée avoir de meilleures propriétés statistiques que la méthode classique et a permis de 

démontrer que des expositions répétées aux PM2.5-0.3 induisaient une augmentation dose-

dépendante de l’expression d’un gène du métabolisme (CYP1B1) et une diminution de l’expression 

d’un gène de l'inflammation (CXCL10). Ces modulations étaient plus importantes après les 

expositions aux PMInd qu’après les expositions aux PMTraf, quel que soit le statut 

physiopathologique des épithéliums. Cette différence dans la modulation de l’expression des gènes 

semble être en lien avec la composition chimique des particules : les PMInd sont 8 fois plus riches 

en hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) que les PMTraf (136 µg/g versus 18 µg/g). Par 

ailleurs, les effets des PM2.5-0.3 se sont avérés plus importants après exposition des épithéliums Epi-

A qu’après exposition des Epi-S. Ce résultat souligne l'importance de l'état physiopathologique de 

l'épithélium dans la sensibilité aux particules. 

L’article original paru dans la revue scientifique Environmental Research est présenté ci-après et les 

données complémentaires (supplementary data) en Annexe 2. 
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Pour enrichir les résultats présentés dans ce premier article, des analyses complémentaires 

ont été réalisées afin de comparer :  

• l’expression génique basale des Epi-S et des Epi-A ; 

• l’expression génique basale d’épithéliums du même statut mais issus de reconstructions 

différentes ; 

• la modulation de l’expression génique après expositions aux PMInd par rapport à celle 

après expositions aux PMTraf ; 

• la sensibilité des épithéliums en fonction de leur statut physiopathologique. 

IV.1.3.3. Comparaison de l’expression génique à l’état basal 

des Epi-S et des Epi-A 

Afin de comparer l’expression génique à l’état basal, c’est-à-dire en absence d’exposition, des 

épithéliums de statut physiopathologique différent, l’expression génique des Epi-A « CONT » a été 

comparée à celle des Epi-S « CONT », toutes reconstructions confondues. Les résultats obtenus 

sont présentés sur la Figure 33.  

 

Figure 33 :  Comparaison de l’expression génique basale des Epi-A CONT par rapport aux Epi-S CONT (n ≥ 23). 
p-value : différence significative avec les deux méthodes d’analyse  ; p-value : différence significative avec la 
méthode classique et limite de séparation avec la méthode d’analyse par réseaux ; p-value : significativité 
uniquement avec la méthode classique. 

La comparaison de l’expression génique à l’état basal des Epi-A par rapport à celle des Epi-S par 

la méthode d’analyse graphique par réseaux permet d’obtenir quatre sous-graphes distincts.  



100 

Les deux gènes de référence (HPRT et GAPDH) ne sont pas retrouvés dans les mêmes sous-

graphes (sous-graphe a et sous-graphe b respectivement), ce qui rend l’interprétation des résultats 

complexe. En effet, il est impossible de déterminer quel est le sous-graphe principal, c’est-à-dire le 

sous-graphe contenant les gènes dont l'expression n'est pas significativement différentielle entre les 

Epi-A et les Epi-S. Afin de contourner cette difficulté, l'introduction de davantage de gènes de 

référence dans l’analyse aurait été nécessaire. 

Les deux autres sous-graphes (c et d) ne contiennent aucun des deux gènes de référence. Le sous-

graphe c regroupe trois gènes de l’inflammation (IL-1β, CXCL10 et IL-6) et le sous-graphe d est 

constitué de deux gènes intervenant dans le remodelage tissulaire (TGFβ1 et EGF), d’un gène de 

l’inflammation (CXCL2) et d’un gène impliqué dans la production de mucus (MUC5B). L’ensemble 

de ces gènes sont donc différentiellement exprimés chez les Epi-A par rapport aux Epi-S. La 

représentation sous forme de heatmap, indique que les gènes de ces deux sous-groupes sont 

significativement surexprimés chez les Epi-A par rapport aux Epi-S, quel que soit le gène de 

référence utilisé. 

Messages clés :  

• Les expressions géniques basales des Epi-S et des Epi-A sont significativement 

différentes. 

• Les gènes de l’inflammation (IL-1β, IL-6, CXCL2 et CXCL10), du remodelage tissulaire 

(TGFβ1 et EGF) et de la production de mucus (MUC5B) sont significativement 

surexprimés chez les Epi-A par rapport aux Epi-S. 

 

IV.1.3.4. Comparaison de l’expression génique à l’état basal 

d’épithéliums du même statut mais issus de reconstructions 

différentes 

Comme précisé dans le paragraphe Matériel et Méthodes spécifiques, les épithéliums utilisés pour 

cette étude sont issus de deux reconstructions différentes, R1 et R2 

Ainsi, afin de déterminer si la reconstruction pouvait influencer l’expression génique basale des 

épithéliums, les expressions géniques des épithéliums CONT issus de la reconstruction R1 et de la 

reconstruction R2 ont été comparés grâce à la méthode d’analyse graphique par réseaux. Les 

résultats sont présentés sur la Figure 34.A pour les Epi-S et la Figure 34.B pour les Epi-A. 
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Figure 34 : Comparaison de l’expression génique basale d’épithéliums reconstruits à partir de cellules primaires 
provenant d’un même donneur mais issus de deux reconstructions différentes. A. Donneur sans pathologie 
respiratoire (Epi-S) et B. Donneur asthmatique (Epi-A) (n ≥ 8). 

Quel que soit le statut physiopathologique des épithéliums, l’analyse par réseaux fait apparaître des 

graphes disjoints, indiquant une expression différentielle de certains gènes entre les reconstructions  

R1 et R2. Cet effet « reconstruction » est plus prononcé pour les Epi-A que pour les Epi-S.  

Il est important de noter que les analyses présentées dans le premier article ont été réalisées à partir 

d’épithéliums issus d’une même reconstruction. Les Epi-S et Epi-A issus de R1 ont été exposés 

aux PMTraf et aux PMInd à la concentration de 45 µg/cm2 et les Epi-S et Epi-A issus R2 à la 

concentration de 90 µg/cm2. Par conséquent, l'effet «  reconstruction » ne remet pas en question 

les résultats présentés.  

Cependant, la comparaison de l’expression génique basale des Epi-S et des Epi-A a été réalisée en 

regroupant les données de toutes les manipulations. Les résultats doivent donc être interprétés avec 

prudence, car il semble y avoir à la fois un effet « statut physiopathologique » et un effet 

« reconstruction ».  

Message clé :  

• Un effet « reconstruction » est mis en évidence : l’expression génique basale 

d’épithéliums reconstruits à partir d’un même donneur mais issus de reconstructions 

différentes varie de manière significative. 
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IV.1.3.5. Comparaison de la modulation de l’expression 

génique suite aux expositions aux PM2.5-0.3 en fonction 

de leur source d’émission  

Dans le premier article, les conditions « exposés aux PMInd » et « exposés aux PMTraf » ont été 

comparées à la condition CONT pour les deux concentrations d’exposition (45 et 90 µg/cm2) et 

les deux statuts physiopathologiques.  

Pour étudier plus finement la différence d’impact des PM2.5-0.3 sur la modulation de l’expression 

génique en fonction de leur source d’émission, et donc de leur composition chimique, les 

conditions « exposés aux PMInd » et « exposés aux PMTraf » ont été comparées entre elles avec la 

méthode d’analyse graphique par réseaux et la méthode classique . Le groupe « exposés aux 

PMTraf » a arbitrairement été utilisé comme groupe de référence pour la construction des 

heatmaps. 

Les résultats obtenus pour les Epi-S et pour les Epi-A sont présentés sur les Figures 35 et 36 

respectivement.  

L’obtention de graphes connexes après l’analyse graphique par réseaux des données issues des Epi -

S indique qu’il n’y a aucune différence significative dans la modulation de l'expression des gènes 

étudiés après des expositions aux PMInd par rapport aux expositions aux PMTraf, quelles que 

soient les concentrations d’exposition (Figure 35). Ces résultats sont confirmés avec la méthode 

classique lorsque GAPDH est utilisé comme gène de référence. Néanmoins, lorsque HPRT est 

utilisé comme gène de référence, les résultats indiquent que TET1 (épigénétique) et CYP1B1 

(métabolisme) sont significativement plus fortement exprimés suite aux expositions aux PMInd 

par rapport aux expositions aux PMTraf pour les concentrations de 45 µg/cm2 (Figure 35.A) et de 

90 µg/cm2 (Figure 35.B) respectivement. 
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Figure 35 : Comparaison de la modulation de l’expression des gènes après des expositions répétées aux PMInd 
par rapport aux expositions répétées aux PMTraf chez les Epi-S pour une concentration d'exposition de A. 
45µg/cm2 B. 90µg/cm2 (n = 6). p-value : différence significative avec les deux méthodes d’analyse ; p-value : 
différence significative avec la méthode classique et limite de séparation avec la méthode d’analyse par réseaux ; 
p-value : significativité uniquement avec la méthode classique. 

Contrairement à ce qui a été observé après exposition des Epi-S, les PMInd et les PMTraf semblent 

avoir un impact différent sur la réponse biologique des Epi-A.  

En comparant l'expression des gènes après expositions aux PMInd et après expositions aux 

PMTraf à la concentration de 45µg/cm2, un sous-graphe disjoint composé de CYP1B1 

(métabolisme) et de NOS2 (stress oxydant) est observé (Figure 36.A). La méthode classique indique 

que ces deux gènes sont significativement plus fortement exprimés après exposition aux PMInd 

par rapport aux PMTraf, quel que soit le gène de référence utilisé.  
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En faisant la même comparaison pour la concentration d'exposition de 90µg/cm2, il apparaît que 

quatre gènes, CXCL10 (inflammation), BECN1 (autophagie), CYP2B6 (métabolisme) et DNMT3b 

(épigénétique), sont exprimés de manière différentielle après expositions aux PMInd par rapport 

aux expositions aux PMTraf. L'expression de CXCL10 est significativement plus importante suite 

aux expositions aux PMInd par rapport aux expositions aux PMTraf. À l’inverse, les expressions 

de BECN1, CYP2B6 et DNMT3b sont significativement moins élevées suite aux expositions aux 

PMInd par rapport aux expositions aux PMTraf (Figure 36.B). 

Dans le premier article, les analyses réalisées ont permis de déterminer que CYP1B1 était 

significativement surexprimé et CXCL10 significativement sous-exprimé suite aux expositions aux 

PMInd et aux PMTraf par rapport à la condition CONT. Les résultats issus de cette analyse 

complémentaire permettent de conclure que CYP1B1 est significativement plus fortement 

surexprimé suite à des expositions aux PMInd par rapport aux PMTraf. CXCL10 est 

significativement plus fortement sous-exprimé suite à des expositions aux PMTraf par rapport aux 

PMInd.  
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Figure 36 : Comparaison de la modulation de l’expression des gènes après des expositions répétées aux PMInd 
par rapport aux expositions répétées aux PMTraf chez les Epi-A pour une concentration d'exposition de A. 
45µg/cm² B. 90µg/cm² (n = 6). p-value : différence significative avec les deux méthodes d’analyse ; p-value : 
différence significative avec la méthode classique et limite de séparation avec la méthode d’analyse par réseaux ; 
p-value : significativité uniquement avec la méthode classique. 

Messages clés : 

• Les PMInd et les PMTraf n’ont pas d’impact significativement différent sur la 

modulation de l’expression génique des Epi-S 

• Les PM2.5-0.3 de compositions chimiques différentes ont un impact distinct sur la 

modulation de l’expression génique des Epi-A.  

• Les PMInd semblent avoir un impact plus marqué que les PMTraf sur les Epi-A.  
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IV.1.3.6. Comparaison de la modulation de l’expression 

génique suite aux expositions aux PM2.5-0.3 en fonction du 

statut physiopathologique des épithéliums 

La méthode d’analyse graphique par réseaux a été utilisée pour évaluer la modulation de 

l’expression génique suite à des expositions répétées aux PM2.5-0.3 en fonction du statut 

physiopathologique. Pour tenter de s’affranchir de l’effet « reconstruction », une nouvelle équation 

mathématique a été construite avec plusieurs variables (Xcondition d’exposition et Xstatut) et un terme 

d’interaction (γXcondition d’exposition×Xstatut). Le modèle proposé est le suivant : 

𝐶𝑡 =  𝛼1 + 𝛽1𝑋𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 + 𝛽2𝑋𝑠𝑡𝑎𝑡𝑢𝑡 + 𝛾𝑋𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 ×𝑋𝑠𝑡𝑎𝑡𝑢𝑡
+ 𝜀1𝑖  

Avec :  

- α1 : ordonnée à l’origine 

- β1 : coefficient directeur de la droite 

- εi : erreur résiduelle suivant une loi normale centrée et hétéroscedastique 

Dans ce modèle, l’analyse du terme d’interaction γXcondition×Xstatut permet de comparer l’expression 

génique des Epi-S et des Epi-A, après exposition aux PMTraf ou aux PMInd à 45 ou 90µg/cm2, 

tous temps confondus. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 37. 

Globalement, les résultats obtenus révèlent peu de différences significatives de la modulation de 

l’expression des gènes suite aux expositions aux PM2.5-0.3 entre les Epi-S et les Epi-A. 

Concernant les PMInd, des graphes connexes sont obtenus quelle que soit la concentration 

d’exposition. Ces résultats indiquent qu’il n’y a pas de différence significative dans la modulation 

de l’expression des gènes après expositions aux PMInd entre les Epi-S et les Epi-A. Toutefois, un 

gène (TET1, épigénétique) se trouve en limite de dissociation après des expositions à 45µg/cm2 

(Figure 37.A).  

Concernant les PMTraf, NOS2 (stress oxydant) et CXCL10 (inflammation) sont différentiellement 

exprimés chez les Epi-S et les Epi-A suite à des expositions de 45 µg/cm2 (Figure 37.B) et 

90 µg/cm2 (Figure 37.D) respectivement. De plus, pour la concentration de 90 µg/cm2, trois gènes 

sont en limite d’expression différentielle : BECN1 (autophagie) et HDAC6 et DNMT1 

(épigénétique).  
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Figure 37 : Comparaison de la modulation de l’expression génique chez Epi-S et les Epi-A après expositions 
répétées aux A. PMInd à 45µg/cm2 B. PMTraf à 45µg/cm2 C. PMInd à 90µg/cm2 D. PMTraf à 90µg/cm2 (n ≥ 5) 

Les résultats du premier article ont permis de démontrer que les expositions à 90 µg/cm2 de 

PMTraf induisaient une diminution significative de CXCL10 chez les Epi-S et les Epi-A. Les 

résultats de cette analyse complémentaire nous indiquent que le niveau de modulation de CXCL10 

n’était pas le même chez les Epi-S et chez les Epi-A. La sous-expression de CXCL10 était 

significativement plus importante pour les Epi-A par rapport aux Epi-S. 

Message clés :  

• La sensibilité des épithéliums aux expositions aux PM2.5-0.3 semble dépendre de leur 

statut physiopathologique.  

• Les Epi-A semblent présenter une plus grande sensibilité aux expositions aux PM2.5-0.3 

que les Epi-S. 
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IV.1.4. Conclusion 

Une des forces de cette première étude a été d’appliquer une méthode originale d'analyse 

graphique par réseaux pour évaluer la modulation de l'expression génique suite à des 

expositions répétées aux PM2.5-0.3. Contrairement à la méthode classique, la méthode d’analyse 

graphique par réseaux permet de donner une vue d'ensemble du comportement des gènes lors 

d’une comparaison entre deux conditions expérimentales. Elle permet de mettre en évidence des 

co-expressions éventuelles entre les gènes, c’est-à-dire d’identifier des sous-groupes de gènes qui 

sont modulés de manière similaire lorsque les deux conditions expérimentales sont comparées. 

Cette méthodologie est encore très peu utilisée à ce jour et mérite d’être développée.   

Les gènes de référence sont illustrés en orange sur les graphes obtenus par l’analyse graphique par 

réseaux. Ils sont utilisés à titre indicatif afin de déterminer quel est le sous-groupe de gènes qui n’est 

pas différentiellement exprimé entre les deux conditions comparées. Pour l’une des analyses 

complémentaires, les deux gènes de référence (HPRT et GAPDH) n’ont pas été retrouvés dans le 

même sous-graphe, ce qui a compliqué l’interprétation des résultats. Pour prévenir ce type de 

situation, nous introduirons un troisième gène de référence (RPL13) dans toutes les analyses 

ultérieures présentées dans ce manuscrit. 

Les résultats complémentaires obtenus avec la méthode d’analyse graphique par réseaux ont mis 

en évidence un effet « statut physiopathologique » et un effet « reconstruction », en 

l’absence d’exposition. Ces observations sur la variabilité entre les différents épithéliums 

amènent à considérer chaque épithélium comme un « individu » unique, avec des caractéristiques 

qui lui sont propres. Il semble donc important de multiplier les expérimentations avec différentes 

reconstructions, afin de réduire les biais potentiels, décrits ci-dessus. Par ailleurs, il serait pertinent 

d’envisager plusieurs lots pour chacun des statuts physiopathologiques afin d’évaluer l’effet de la 

variabilité interindividuelle au sein d’un même statut physiopathologique, ce qui n’a pas été envisagé 

dans cette étude.  

Des raisons techniques et financières ne nous ont pas permis de répéter une nouvelle fois les 

expérimentations car le modèle MucilAir™ est un modèle relativement coûteux. Il a donc été 

envisagé de poursuivre ces travaux de thèse en utilisant un modèle moins onéreux. Ainsi, des 

cellules épithéliales humaines d’origine bronchique (hAECb) ont été utilisées pour la suite de ce 

travail de recherche. 

Par ailleurs, les résultats présentés dans cette première étude indiquent que les effets cellulaires 

et moléculaires des PM2.5-0.3 dépendent de leur source d’émission et donc de leur 

composition chimique. En effet, bien que les particules étudiées aient la même granulométrie, 
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les PMInd se sont révélées plus impactantes que les PMTraf, avec notamment une modulation 

significativement plus importante de la réponse métabolique et inflammatoire. Ainsi, dans la suite 

de ce travail une attention particulière sera portée à la part chimie des PMInd en comparant les 

effets des PM « totales » (wPM), à ceux de la fraction organique extractible (O-PM) et de la fraction 

non extractible de ces particules (Ne-PM). 

Enfin, les résultats obtenus sur le modèle 3D démontrent  l’importance du statut 

physiopathologique de l'épithélium dans la sensibilité aux PM2.5-0.3. En effet, un impact plus 

important pour les Epi-A a été mis en évidence. Dans la deuxième étude de ce travail de thèse, il 

sera envisagé de comparer les effets des wPM, et de leurs fractions chimiques associées, sur des 

cellules hAECb de statuts physiopathologiques différents. 
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IV.2. Impact des fractions organiques et inorganiques 

des PM2.5-0.3 d’influence industrie (PMInd) sur les 

réponses inflammatoire et métabolique de cellules 

épithéliales bronchiques humaines saines ou 

pathologiques (asthme ou BPCO). 

Cette deuxième étude fait l’objet d’un article original soumis pour publication : 

Despréaux P, Lagadec C, Desaulle D, Verdin A, Momas I, Achard S. PM2.5-0.3 induces 

inflammatory and metabolic responses depending on both chemical fractions and physio-

pathologic status of human airway epithelial cells.  
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IV.2.1. Contexte et objectif 

La première étude a permis de mettre en évidence que les PM2.5-0.3 avaient un impact sur les 

réponses cellulaires et moléculaires de l’épithélium bronchique. Cet impact dépendait de la 

composition chimique des particules et du statut physiopathologique des épithéliums bronchiques.  

Afin d’étudier plus finement l’impact de la part « chimie » des PM2.5-0.3, l’objectif de cette deuxième 

étude est d’évaluer l’impact des PM2.5-0.3 d’influence industrie « totales » et de leurs fractions 

chimiques associées (fraction organique extractible et fraction non-extractible) sur les réponses 

métabolique et inflammatoire suite à des expositions uniques de 6h ou 24h.  

Afin de confirmer le rôle du statut physiopathologique dans la sensibilité aux PM2.5-0.3, un modèle 

de cellules épithéliales humaines d’origine bronchique (hAECb, Epithélix©, Suisse) a été utilisé. 

Trois statuts physiopathologiques ont été envisagés : les cellules ont été isolées à partir de biopsies 

réalisées sur un sujet sain (hAECb-S), un sujet asthmatique (hAECb-A) ou un sujet atteint de 

BPCO (hAECb-B).  

IV.2.2. Matériel et Méthodes 

IV.2.2.1. Choix du modèle in vitro 

Pour cette étude, un modèle de pithé, human Airway Epithelial Cells from Bronchial origin, Epithelix©, 

Suisse) a été utilisé. Il s’agit de cellules pseudo-primaires obtenues après biopsie de donneurs avec 

ou sans pathologie respiratoire. Elles ont pour avantage d’avoir une croissance rapide, une 

morphologie uniforme, un équipement enzymatique proche de celui des cellules épithéliales in situ 

du donneur et de permette une bonne reproductibilité.  

Les cellules ont été reçues congelées dans un cryotube de 1 mL à la densité de 10 6 cellules/mL et 

à passage 1. À la réception, le cryotube a été placé dans un bain marie à 37°C pour une 

décongélation rapide des cellules. Après décongélation, le milieu de congélation contenant les 

cellules a été transféré dans un flacon (TTP, Dutscher, France) contenant 30 mL de milieu de 

culture hAEC™ (Epithelix©, Suisse). Après 5 minutes de centrifugation à 11 000 rpm (Centrifuge 

CL30R, Thermo Scientific, MA, États-Unis), le surnageant a été jeté. Le culot cellulaire a été mis 

en suspension dans du milieu de culture hAEC™ et les cellules ont été ensemmencées dans des 

flacons de 25 cm² (TPP, Dutscher) avec 5 mL de milieu de culture hAEC™. Le milieu de culture 

a été changé après l’adhésion des cellules puis tous les 2-3 jours afin de maintenir un niveau nutritif 

satisfaisant pour une bonne croissance des cellules.  
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Lorsque les cellules ont formé un tapis cellulaire homogène (cellules à confluence), une étape de 

trypsination, décollement des cellules de leur support sous l’action d'une enzyme protéolytique la 

trypsine, (TripLE express™, Gibco), a été réalisée. Les cellules ont alors été re-ensemencées dans 

de nouveaux flacons de 25 cm2. Cette étape d'amplification a permis d'établir une banque de cellules 

hAECb. Après chaque étape de trypsination, les cellules sont passées d’un passage n à un passage 

n+1. Pour cette étude, les expérimentations ont été faites entre le passage 4 et le passage 7.  

Trois statuts physiopathologiques différents ont été étudiés : les cellules ont été isolées à partir de 

biopsies réalisées sur un sujet sain (hAECb-S), un sujet asthmatique (hAECb-A) ou un sujet atteint 

de BPCO (hAECb-B). Les caractéristiques des cellules sont résumées dans le Tableau XII. 

Tableau XII : Informations sur les cellules épithéliales humaines d’origine bronchique (hAECb) et caractéristiques 
des donneurs. Les certificats d’analyse ont été fournis par Epithelix©.  

 Cellules épithéliales humaines d’origine bronchique 

 Sain Asthme BPCO 

Fournisseur Epithelix© 

Nom du produit hAECb 

Numéro de lot 02AB0793.01 AB0062 02AB066702 

Information sur les donneurs 

Age 62 36 65 

Sexe Homme Homme Homme 

Origines Hispanique Inconnu Caucasien 

Fumeur Non Non Oui 

Pathologies 
Absence de pathologie 

respiratoire 
Asthme BPCO 

Information sur les cellules 

Type cellulaire Cellules épithéliales humaines d’origine bronchique  

Date de 

cryoconcervation 
11/2018 09/2008 10/2015 

Contrôle qualité 

Stérilité Oui Oui Oui 

Mycroplasma Négatif Négatif Négatif 

Viabilité >80% >80% >80% 

Détection de 

virus (HIV-1 ; 

HIV-2 ; Hépatite 

B ; Hépatite C) 

Négatif Négatif Négatif 

 

IV.2.2.2. Préparation des fractions chimiques associées 

aux PM2.5-0.3 

Afin de pouvoir étudier le rôle des fractions chimiques associées aux PM2.5-0.3, l’Unité de Chimie 

Environnementale et Interactions sur le Vivant (UCEIV, EA4492, Université du Littoral Côte 
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d’Opale, Dunkerque) a mis à notre disposition, deux types d’échantillons  préparés à partir des 

PMInd « totales » (wPM, pour whole PM) : 

• O-PM : fraction organique extraite des wPM à l’aide d’un solvant  organique, le 

dichlorométhane et remis en suspension dans du DMSO pour les essais cellulaires ; 

• Ne-PM : fraction non extractible, récupérée suite à l’extraction de la fraction organique.  

Afin de préparer la fraction O-PM, une masse connue de wPM (250 mg) a été placée dans 10 mL 

de dichlorométhane et soniquée pendant 20 minutes. Puis, la solution de dichlorométhane 

contenant les particules a été centrifugée pendant 10 minutes à 4°C et 2500 g. Le surnageant ainsi 

obtenu et contenant la fraction organique a été soigneusement retiré et transféré dans un flacon en 

verre. Le culot a été et remis en suspension dans du dichlorométhane et les étapes d’extraction de 

la fraction organique ont été répétées deux fois. Les surnageants obtenus après centrifugation ont 

été collectés dans le même flacon en verre pour obtenir une solution O-PM unique. Puis, le 

dichlorométhane a été évaporé et remplacé par 500 µL de diméthyl sulfoxyde (DMSO) pour 

permettre une compatibilité avec les essais in vitro. La solution mère de O-PM ainsi préparée est 

donc à une concentration de 500 mg équivalent wPM/mL. 

Suite à l’extraction de la fraction organique des wPM, la fraction particulaire restante, représentant 

la fraction non extractible (Ne-PM), a été collectée dans un autre flacon en verre. 

Les deux fractions ainsi obtenues ont été aliquotées et stockées à -20°C jusqu'à leur utilisation pour 

les expositions cellulaires. 

IV.2.2.3. Protocole d’exposition 

Les cellules ont été ensemencées à la densité de 4.10 4 cellules/mL (statut sain) ou à 2.104 

cellules/mL (statut asthme et BPCO) dans des plaques 6 puits (TPP, Dutscher). Dans chaque puits, 

2 mL de milieu de culture contenant les cellules ont été déposés. La concentration 

d'ensemencement variait en fonction du statut physiopathologique en raison de la différence de 

vitesse de croissance cellulaire. Les milieux de culture ont été changés après adhésion des cellules. 

Les cellules hAECb ont été exposées aux wPM, à O-PM, à Ne-PM ou au mélange [O-PM + 

NePM], appelé recPM pour PM « reconstituées », pendant 6 ou 24h (Figure 38). Deux 

concentrations d’exposition ont été envisagées : 3 et 6 µg/cm2. 
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Parallèlement aux expositions, deux conditions contrôles ont été envisagées : 

• Contrôle (Cont) : absence d’exposition  

• Témoin DMSO (TDMSO) : exposition des cellules au DMSO dilué dans le milieu de culture 

hAEC pour obtenir une concentration d’exposition de 0,01 % ou 0,02 %, correspondant 

aux concentrations finales de DMSO dans les solutions d'exposition O-PM et recPM. 

IV.2.2.4. Évaluation des réponses inflammatoire et 

métabolique 

Suite aux expositions, les milieux de culture ont été récupérés pour évaluer la réponse inflammatoire 

grâce à des tests ELISA et les cellules ont été collectées afin d’évaluer la modulation de l’expression 

génique par RT-qPCR. 

Pour l’analyse des résultats par RT-qPCR, trois gènes de référence ont été introduits : HPRT, 

GAPDH et RPL13.  

IV.2.3. Résultats et discussion 

IV.2.3.1. Évaluation de l’impact des wPM et de leurs 

fractions associées (O-PM, Ne-PM, recPM) sur les 

réponses inflammatoires et métaboliques  

Les principaux résultats obtenus montrent que l'exposition des cellules hAECb aux wPM et aux 

recPM déclenche une réponse inflammatoire et une réponse métabolique quel que soit le statut 

physiopathologique des cellules. La réponse inflammatoire semble être plus spécifiquement liée aux 

composés présents dans la fraction non extractible des particules, notamment aux éléments 

métalliques, comme en témoigne l’augmentation significative des marqueurs de l'inflammation 

après exposition aux fractions wPM, Ne-PM et recPM. En revanche, la réponse métabolique 

Figure 38 : Protocole d’exposition des cellules hAECb aux wPM et à leur fractions associées  
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semble être plus influencée par la fraction organique (O-PM). De manière intéressante, un effet 

synergique entre les fractions O-PM et Ne-PM semble apparaître sur la réponse métabolique. En 

effet, une augmentation plus importante de l’expression de CYP1A1 a été observée lorsque les 

deux fractions étaient présentes dans le même échantillon (wPM ou recPM) par rapport aux essais 

où les cellules étaient exposées aux fractions O-PM ou Ne-PM séparément. Les résultats indiquent 

également que la sensibilité des hAECb aux wPM et à leurs fractions chimiques associées semble 

dépendre du statut physiopathologique du donneur. Dans notre étude, les hAECb-A ont présenté 

les réponses inflammatoire et métabolique les plus élevées, suivies des hAECb-S, puis des hAECb-

B. 

L’article original soumis est présenté ci-après et les données complémentaires (supplementary data) 

en Annexe 3. 
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Pour compléter les résultats présentés dans le deuxième article, des analyses complémentaires 

ont été réalisées. Les résultats de RT-qPCR présentés dans l’article ont été analysés avec la méthode 

classique des ΔΔCt. La méthode d’analyse graphique par réseaux a été appliquée en complément de 

la méthode classique pour étudier : 

• la différence d’expression génique à l’état basal, c’est-à-dire en l’absence d’exposition, entre 

les trois statuts physiopathologiques (sain, asthme et BPCO) ; 

• l’éventuel impact du DMSO (TDMSO) sur la modulation de l’expression des gènes étudiés ; 

• l’impact des expositions aux différentes fractions de wPM sur la modulation de l’expression 

de gènes de l’inflammation et du métabolisme. 

IV.2.3.2. Comparaison de l’expression génique basale 

des cellules hAECb en fonction de leur statut 

physiopathologique 

Les expressions géniques à l’état basal, c’est-à-dire en l’absence d’exposition, ont été comparées 

entre les trois statuts physiopathologiques.  

Les expressions géniques à l’état basal des cellules hAECb-A et hAECb-B ont été comparées à 

celle des cellules hAECb-S, en prenant les cellules hAECb-S comme groupe de référence (Figure 

39.A et Figure 39.B, respectivement). L'expression génique à l'état basal des cellules hAECb-A a 

été comparée à celle des cellules hAECb-B, en prenant arbitrairement les cellules hAECb-A comme 

groupe de référence (Figure 39.C).  
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Pour toutes les comparaisons réalisées, il convient de noter que les trois gènes de référence (HPRT, 

GAPDH et RPL13) se trouvent dans le graphe principal. Cette observation permet de valider ces 

trois gènes de référence pour la comparaison des trois statuts étudiés, car leur expression demeure 

stable, quel que soit le statut physiopathologique. 

La comparaison de l'expression génique basale entre les cellules hAECb-A et hAECb-S par la 

méthode d'analyse graphique par réseaux révèle que le gène IL-6 est totalement dissocié du graphe 

principal, indiquant une expression différentielle de ce gène pour les cellules hAECb-A par rapport 

aux cellules hAECb-S. La méthode d’analyse classique indique que l’expression de ce gène est 

significativement plus importante chez les cellules hAECb-A par rapport aux cellules hAECb-S, 

Figure 39 : Comparaison des expressions géniques à l’état basal A. des cellules hAECb-A Cont par rapport aux 
cellules hAECb-S Cont B. des cellules hAECb-B Cont par rapport aux cellules hAECb-S Cont C. des cellules hAECb-
B Cont par rapport aux cellules hAECb-A Cont. n ≥ 10 pour chacun des groupes étudiés. p-value : différence 
significative avec les deux méthodes d’analyse ; p-value : différence significative avec la méthode classique et 
limite de séparation avec la méthode d’analyse par réseaux ; p-value : significativité uniquement avec la 
méthode classique. 



166 

quel que soit le gène de référence utilisé. Deux autres gènes de l’inflammation (GM-CSF et 

CXCL10) apparaissent en limite de séparation. La méthode d’analyse classique indique que 

l’expression GM-CSF augmente légèrement mais de manière significative lorsque les gènes HPRT 

et GAPDH sont utilisés comme gènes de référence. L’expression de CXCL10, quant à elle, est 

significativement diminuée pour les cellules hAECb-A par rapport aux cellules hAECb-S, quel que 

soit le gène de référence utilisé.  

Pour ce qui est de la comparaison de l'expression génique entre les cellules hAECb-B et les cellules 

hAECb-S, l'analyse graphique par réseaux révèle que quatre gènes sont complètement dissociés du 

graphe principal : IL-6, qui n'est connecté à aucun autre gène, ainsi que CXCL10, CYP1A1 et 

CYP1B1, qui sont interconnectés et forment un sous-graphe. La méthode d’analyse classique 

montre que l’IL-6 est légèrement surexprimé bien qu’aucune significativité ne soit mise en évidence, 

quel que soit le gène de référence utilisé. Les gènes CXCL10 et CYP1A1 sont significativement 

sous-exprimés pour les cellules hAECb-B par rapport aux cellules hAECb-S, quel que soit le gène 

de gène de référence utilisé, et CYP1B1 est significativement sous-exprimé lorsque HPRT est utilisé 

comme gène de référence.  

Enfin, la comparaison des expressions géniques à l’état basal des cellules hAECb-B et hAECb-A 

par la méthode d’analyse graphique par réseaux indique l'absence de différence significative dans 

l'expression génique à l'état basal entre ces deux statuts. Ce résultat est confirmé par la méthode 

d’analyse classique lorsque GAPDH et RPL13 sont utilisés comme gènes de référence. Toutefois, 

lorsque HPRT est utilisé comme gène de référence, les gènes IL-6, GM-CSF, CYP1A1 et CYP1B1 

apparaissent comme significativement moins fortement exprimés pour les cellules hAECb-B par 

rapport aux cellules hAECb-A. 

Messages clés :  

• L’expression génique basale des cellules hAECb dépend de leur statut 

physiopathologique. 

• IL-6 est significativement surexprimé pour les cellules hAECb-A par rapport aux cellules 

hAECb-S. 

• IL-6 est significativement surexprimé et CXCL10, CYP1A1 et CYP1B1 sont 

significativement sous-exprimés pour les cellules hAECb-B par rapport aux cellules 

hAECb-S. 

• Les expressions géniques basales des cellules hAECb-A et hAECb-B ne sont pas 

significativement différentes. 



 

167 

IV.2.3.3. Étude de l’impact de l’exposition au DMSO sur 

la modulation de l’expression des gènes 

Afin d'évaluer l'éventuel impact du DMSO, utilisé comme solvant lors de la préparation de la 

fraction O-PM, les conditions TDMSO ont été comparées aux conditions Cont pour les trois statuts 

physiologiques. Les comparaisons ont été faites à l’aide de la méthode d’analyse graphique par 

réseaux pour les durées d’exposition de 6h (Figure 40.A-B-C) et de 24h (Figure 40.D-E-F). 

Figure 40 : Comparaison de l’expression génique entre les conditions TDMSO et Cont chez les hAECb-S (A et D), 
hAECb-A (B et E) et hAECb-B (C et F) après 6h (A, B et C) ou 24h (D, E et F) d’exposition. n ≥ 5 pour chacun 
des groupes étudiés. 

Pour toutes les comparaisons réalisées, un graphe connexe est obtenu, indiquant l’absence de 

différence significative dans l’expression des gènes suite à l’exposition au DMSO par rapport  au 

contrôle (Cont). Toutefois, il peut être noté que le gène du métabolisme CYP1A1 apparaît en limite 

de séparation chez les cellules hAECb-S après 24h d’exposition (Figure 40.D).  

Message clé :  

• Pour les trois statuts physiopathologiques considérés, le DMSO n’impacte pas 

l’expression des gènes de l’inflammation et du métabolisme étudiés.  
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IV.2.3.4. Évaluation de la modulation de l’expression 

des gènes de l’inflammation et du métabolisme suite à 

des expositions aux wPM et à leurs fractions associées en 

utilisant la méthode d’analyse graphique par réseaux  

Les résultats obtenus avec la méthode d’analyse classique des ΔΔCt ayant été présentés dans le 

deuxième article, seuls les résultats obtenus avec la méthode d’analyse graphique par réseaux seront 

décrits dans cette partie (Figure 41, Figure 42, Figure 43).  

Il est important de noter que, contrairement aux comparaisons précédentes, les trois gènes de 

référence ne sont pas toujours retrouvés dans le même sous-graphe. En effet, pour certaines 

conditions testées, les gènes GAPDH et RPL13 sont parfois dissociés du graphe principal, ce qui 

rend l’interprétation des résultats plus complexe. HPRT, quant à lui, est toujours retrouvé dans le 

graphe principal, ce qui semble indiquer que ce gène est plus stable. Par conséquent, les 

interprétations des résultats exposés ci-après seront faites en considérant que HPRT est le gène 

dont l’expression n’est pas modulée quand les trois gènes de référence ne sont pas retrouvés dans 

le même sous-graphe.  

IV.2.3.4.1. Modulation de l’exposition génique après 

expositions des cellules hAECb-S 

Les résultats des analyses graphiques par réseaux pour les cellules hAECb-S sont présentés sur la 

Figure 41. 

L’exposition aux wPM induit une modulation significative de l’expression des gènes du 

métabolisme CYP1A1 et CYP1B1, après 6 heures d’exposition à la concentration de 3 µg/cm2 et 

après 24 heures d’exposition aux deux concentrations testées. Ces deux gènes sont toujours 

connectés entre eux par une arête, ce qui suggère une co-régulation de leur expression suite aux 

expositions aux wPM. 

Après 24 heures d'exposition, une modulation significative de l’expression du gène de 

l'inflammation CXCL10 s'ajoute à celle des gènes du métabolisme. Ce gène est connecté à CYP1A1 

et à CYP1B1 pour la concentration de 3 µg/cm2. Lorsque la concentration d'exposition augmente 

(6 µg/cm2), CXCL10 se détache du sous-graphe contenant CYP1A1 et CYP1B1, témoignant d’une 

modulation significativement différente de celle de ces deux gènes. 

Les résultats obtenus après des expositions à la fraction O-PM semblent indiquer que la 

fraction organique des wPM participe à l’activation de la réponse métabolique. En effet, après 

6 heures d’exposition, CYP1B1 est en limite de séparation, quelle que soit la concentration testée 
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et CYP1A1 est en limite de séparation pour la concentration de 6 µg/cm2. Après 24 heures 

d'exposition à une concentration de 3 µg/cm2, ces deux gènes du métabolisme sont totalement 

disjoints du graphe principal. 

De plus, l’exposition à la fraction O-PM induit une réponse inflammatoire avec une modulation 

significative de l’expression des gènes IL-6, IL-8 et GM-CSF après 24 heures d’exposition à la 

concentration de 6 µg/cm2. 

La fraction Ne-PM semble également contribuer à l’impact des wPM sur la réponse métabolique. 

Bien que les modulations de l’expression des gènes du métabolisme ne soient pas significatives, les 

gènes CYP1A1 et/ou CYP1B1 apparaissent en limite de séparation suite aux expositions à Ne-PM.  

De plus, la fraction Ne-PM joue un rôle dans la réponse inflammatoire observée après les 

expositions aux wPM. En effet, CXCL10 est en limite de séparation après une exposition de 

24 heures à une concentration de 3 µg/cm2 de Ne-PM, et complètement déconnecté du graphe 

principal après une exposition de 24 heures à une concentration de 6 µg/cm2.  

La fraction recPM induit une modulation significative de l’expression des gènes du métabolisme 

CYP1A1 et CYP1B1 après 24 heures d’exposition, quelles que soient les concentrations 

d’exposition. Ces deux gènes sont toujours connectés entre eux par une arête, ce qui suggère leur 

co-régulation. 

Après 24 heures d’exposition à la concentration de 6 µg/cm2, les expressions des gènes de 

l’inflammation CXCL10, IL-6 et IL-8 sont également significativement modulées. 

Messages clés : 

• L'exposition aux wPM semble induire des réponses métabolique et inflammatoire chez 

les cellules hAECb-S, caractérisées par une modulation significative de l'expression des 

gènes CYP1A1, CYP1B1 et CXCL10. 

• La réponse cellulaire suite aux expositions aux wPM est plus prononcée après 24 heures 

qu’après 6 heures d’exposition. 

Les fractions O-PM et Ne-PM semblent avoir un effet synergique sur la réponse métabolique 

lorsqu’elles sont combinées (wPM et recPM). 



170 

IV.2.3.4.2. Modulation de l’expression génique après 

exposition des cellules hAECb-A 

Les résultats des analyses graphiques par réseaux pour les cellules hAECb-A sont présentés sur la 

Figure 42. 

L’exposition aux wPM induit une modulation significative des gènes du métabolisme CYP1A1 

et CYP1B1, après 6 heures d’exposition à la concentration de 3 µg/cm2 et après 24 heures 

Figure 41 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes chez les hAECb-S suite à des expositions aux 
wPM, à O-PM, à NE-PM ou aux recPM à des concentrations de 3 ou 6 µg/cm2 pendant 6 ou 24h. n ≥ 3 pour chacun 
des groupes étudiés. 
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d’exposition aux les deux concentrations testées.  Après 24 heures d’exposition, une réponse 

inflammatoire s’ajoute à la réponse métabolique. Pour des expositions de 3 µg/cm2, CXCL10 est 

totalement disjoint du graphe principal et IL-6 et IL-8 sont en limite de séparation. Pour des 

expositions de 6 µg/cm2, CXCL10, IL-6 et IL-8 sont totalement disjoint du graphe principal.  

L’exposition à O-PM induit principalement une réponse métabolique. Les gènes CYP1A1 et 

CYP1B1 sont totalement disjoints du graphe principal, quelles que soient la durée et la 

concentration d’exposition, sauf suite à 24 heures exposit ion à une concentration de 6 µg/cm2 où 

CYP1B1 est en limite de séparation. L’exposition à O-PM module légèrement la réponse 

inflammatoire : IL-8 est totalement dissocié du graphe principal après 6 heures d’exposition à 6 

µg/cm2.  

La fraction Ne-PM semble contribuer à l’impact des wPM sur les réponses métaboliques et 

inflammatoires. Les expressions des gènes CYP1A1 et CYP1B1 sont significativement modulés 

quelle que soit la durée et la concentration d’exposition, hormis lorsque les cellules ont été exposées 

à 3 µg eq.PM/cm2 de Ne-PM pendant 24 heures, condition pour laquelle l’expression CYP1B1 

n’est pas significativement modulée. De plus, après 24 heures d’exposition l’expression de CXCL10 

est également significativement modulée pour les deux concentrations testées et les expressions de 

IL-6 et IL-8 sont significativement modulées pour la concentration d’exposition de 6 µg/cm2. 

L’exposition aux recPM induit également des modulations significatives de l’expression de gènes 

de l’inflammation et du métabolisme avec des profils proches de ceux observés suite aux 

expositions aux wPM. Les gènes du métabolisme CYP1A1 et CYP1B1 sont totalement disjoints 

du graphe principal pour toutes les conditions d’exposition. Après 24 heures d’exposition, les gènes 

de l’inflammation CXCL10, IL-6 et IL-8 sont également disjoints du graphe principal. Il est 

possible de noter qu’une arête relie les gènes IL-6 et IL-8 pour les deux concentrations d’exposition 

testées. Il semble donc que ces deux gènes soient co-régulés. 

Messages clés : 

• L’exposition aux wPM a un impact sur les réponses inflammatoire et métabolique chez 

les cellules hAECb-A. 

• La fraction O-PM semble jouer principalement sur la réponse métabolique.  

• La fraction Ne-PM semble jouer sur les réponses métabolique et inflammatoire.  

• Les fractions O-PM et Ne-PM semblent avoir un effet synergique sur les réponses 

métaboliques et inflammatoires lorsqu’elles sont combinées (wPM et recPM).  
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IV.2.3.4.3. Modulation de l’expression génique après 

exposition des cellules hAECb-A 

Les résultats des analyses graphiques par réseaux pour les cellules hAECb-B sont présentés sur la 

Figure 43. 

L’exposition aux wPM induit une modulation significative de l’expression de gènes du 

métabolisme. En effet, l’expression de CYP1A1 est significativement modulée, quelles que soient 

Figure 42 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes chez les hAECb-A suite à des expositions aux 
wPM, à O-PM, à NE-PM ou aux recPM à des concentrations de 3 ou 6 µg/cm2 pendant 6 ou 24h. n ≥ 3 pour chacun 
des groupes étudiés. 
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la durée et la concentration d’exposition. L’expression du gène CYP1B1 est significativement 

modulée après 6 heures d’exposition à la concentration de 3 µg/cm2. 

L’exposition aux wPM pendant 24 heures à une concentration de 3 µg/cm2 induit également une 

modulation significative de l’expression du gène de l’inflammation CXCL10. En effet, ce gène est 

dissocié du graphe principal et forme un sous graphe avec CYP1A1.  

Suite aux expositions à la fraction O-PM, l’expression du gène du métabolisme CYP1A1 est 

significativement modulée, hormis lorsque les cellules ont été exposées à 3 µg/cm2 pendant 6 

heures, condition pour laquelle CYP1A1 est en limite de séparation.  

En ce qui concerne la fraction Ne-PM, l’expression du gène CYP1A1 est significativement 

modulée quelles que soient la durée et la concentration d’exposition. Après 24 heures d’exposition, 

l’expression du gène CXCL10 est également significativement modulée pour la concentration 

d’exposition de 6 µg/cm2 et forme un sous graphe avec CYP1A1.  

L’exposition aux recPM induit peu de modulation de l’expression des gènes étudiés. Après 6 

heures d’exposition, aucune modulation significative de l’expression génique n’est observée. Après 

24 heures d’exposition, l’expression du gène CYP1A1 est significativement modulée, quelle que 

soit la concentration d’exposition et l’expression du gène CXCL10 est significativement modulée 

pour la concentration d’exposition de 3 µg/cm2 et forme un sous graphe avec CYP1A1. 

Messages clés :  

• L’exposition aux wPM semble principalement avoir un impact sur la réponse 

métabolique chez les cellules hAECb-B et très peu sur la réponse inflammatoire. 

• Les deux fractions O-PM et Ne-PM semblent contribuer à la réponse métabolique 

observée suite aux expositions aux wPM. 
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IV.2.4. Conclusion 

Une des forces de ce travail est d’avoir étudié l’impact des PM2.5-0.3 « totales » (wPM) et de leurs 

fractions chimiques associées (O-PM, Ne-PM et recPM) sur des cellules épithéliales 

bronchiques présentant différents statuts physiopathologiques (sain, asthme et BPCO). 

Les résultats d’expression génique obtenus avec la méthode d’analyse classique et ceux obtenus 

avec la méthode d’analyse graphique par réseaux sont cohérents. La méthode d’analyse graphique 

Figure 43 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes chez les hAECb-B suite à des expositions aux 
wPM, à O-PM, à NE-PM ou aux recPM à des concentrations de 3 ou 6 µg/cm2 pendant 6 ou 24h. n ≥ 3 pour chacun 
des groupes étudiés. 
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par réseaux présente comme avantage, par rapport à la méthode classique, d’avoir permis 

l’identification de co-régulations, entre les gènes du métabolisme CYP1A1 et CYP1B1 d'une part, 

et entre les gènes de l’inflammation IL-6 et IL-8 d'autre part, pour plusieurs des conditions testées.  

Les résultats obtenus avec les deux méthodes d’analyse permettent de conclure que les expositions 

aux wPM induisent une modulation de l’expression de gènes de l’inflammation et du 

métabolisme, de manière temps- et dose-dépendante. Le croisement des résultats obtenus avec 

ces deux méthodes met en évidence que l’exposition aux wPM induit notamment une surexpression 

significative du gène de l’inflammation CXCL10 et des gènes du métabolisme CYP1A1 et CYP1B1. 

Les résultats confirment l’importance de prendre en compte la composition chimique des 

PM2.5-0.3 dans l’évaluation de leur impact au niveau des voies respiratoires humaines. La 

réponse inflammatoire apparaît être plus spécifiquement liée à la fraction Ne-PM, tandis que la 

réponse métabolique semble être induite par un effet synergique entre les fractions O-PM et Ne-

PM. 

Dans la suite de ces travaux, afin d’étudier la réversibilité potentielle des réponses inflammatoire et 

métabolique se mettant en place suite aux expositions aux wPM ou à leurs fractions associées (O-

PM et Ne-PM), un protocole d’expositions répétées avec des périodes de « repos » entre deux 

expositions sera envisagé. De plus, afin de pouvoir explorer l’implication d’éventuels mécanismes 

épigénétiques dans la régulation de ces réponses cellulaires et moléculaires, la modulation de 

l’expression de gènes impliqués dans la méthylation de l’ADN sera évaluée, en plus de celle des 

gènes de l’inflammation et du métabolisme.  

Par ailleurs, les résultats de cette deuxième étude confirment l’importance du statut 

physiopathologique des cellules épithéliales bronchiques dans leur sensibilité aux PM2.5-

0.3. Les cellules hAECb-A se révèlent plus sensibles que les cellules hAECb-S, qui elles-mêmes sont 

plus sensibles que les cellules hAECb-B. Toutefois, un seul lot (un seul donneur) a été utilisé pour 

chacun des statuts physiopathologiques étudiés. 

Dans la suite de ces travaux, les expérimentations seront réalisées en utilisant les cellules hAECb 

avec les statuts physiopathologiques qui se sont révélés être les plus sensibles à l’impact des PM2.5-

0.3, à savoir les cellules hAECb-S et les cellules hAECb-A. Afin d’appréhender la variabilité 

interindividuelle au sein de ces statuts physiopathologiques, deux lots différents pour chacun des 

statuts étudiés seront envisagés.  
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IV.3. Impact d’expositions répétées et alternées aux 

PM2.5-0.3 d’influence industrie (wPM) et à leurs 

fractions chimiques associées (O-PM et Ne-PM) sur 

les mécanismes cellulaires et moléculaires de 

cellules épithéliales bronchiques humaines saines 

ou pathologiques (asthme) 

Cette troisième étude a fait l’objet d’une communication affichée lors d’un congrès international : 

Despréaux P, Verdin A, Desaulle D, Momas I, Achard S. Impact of the physical and chemical part of fine 

particles on human bronchial epithelial cells obtained from healthy and asthmatic donors.  Poster présenté au 

congrès EUROTOX 2023, Ljubljana (Slovénie), Septembre 2023.  

De plus, cette étude fera l’objet d’une publication sous forme d’un article original, actuellement 

en cours de rédaction. 
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IV.3.1. Contexte et objectif 

Lors de la deuxième étude, il a été observé que des expositions uniques de 6 ou 24 heures aux 

PM2.5-0.3 induisaient des réponses inflammatoire et métabolique, dépendant à la fois des fractions 

chimiques constitutives des PM2.5-0.3 et du statut physiopathologique des cellules épithéliales 

bronchiques. 

Cette troisième partie de mon travail de thèse a pour objectif de rechercher un éventuel effet 

« mémoire » des cellules épithéliales bronchiques hAECb-S et hAECb-A, en alternant des phases 

d’exposition et des phases de repos, à 24 heures d’intervalle.  

IV.3.2. Matériel et Méthodes 

IV.3.2.1. Choix du modèle in vitro 

Afin de considérer la variabilité interindividuelle pour un même statut physiopathologique, deux 

lots ont été envisagés pour chacun des statuts « sain » hAECb-S et « asthme » hAECb-A. Les 

caractéristiques des différents lots de cellules utilisées sont résumées dans le Tableau XIII.  

Tableau XIII : Informations sur les cellules épithéliales humaines d’origine bronchique (hAECb) et caractéristiques 
des donneurs. Les certificats d’analyse ont été fournis par Epithelix©.  

 Cellules épithéliales humaines d’origine bronchique 

 Sain  Asthme  

Fournisseur Epithelix© 

Nom du produit hAEC 

Numéro de lot 02AB0793.01 02AB072001B AB0062 02AB066501 

Information sur les donneurs 

Age 62 41 36 55 

Sexe Homme Homme Homme Femme 

Origines Hispanique Caucasien Inconnu Caucasien 

Fumeur Non Non Non Non 

Pathologies 
Absence de 
pathologie 

respiratoire 

Absence de 
pathologie 

respiratoire 

Asthme Asthme 

Information sur les cellules 

Type cellulaire Cellules épithéliales humaines d’origine bronchique  

Date de 

cryoconcervation 
11/2018 03/2017 09/2008 09/2015 

Contrôle qualité 

Stérilité Oui Oui Oui Oui 

Mycroplasma Négatif Négatif Négatif Négatif 

Viabilité >80% >80% >80% >80% 

Détection de virus 

(HIV; Hépatites) 
Négatif Négatif Négatif Négatif 
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IV.3.2.2. Protocole d’exposition 

72h après ensemencement, les cellules hAECb ont été exposées aux wPM ainsi  qu’aux fractions 

O-PM et Ne-PM à la concentration de 3 µg/cm2 selon le protocole présenté sur la Figure 44. 

 

 

Figure 44 : Protocole d’exposition des cellules hAECb aux wPM ou à leurs fractions associées 

Pour les expositions, les wPM ou les fractions O-PM ou Ne-PM ont été déposées sur la partie 

apicale des cellules après retrait du milieu comme cela a été présenté dans le paragraphe III.2.2.3 

(page 99). 

24 heures après la première exposition (E1), le milieu contenant les différentes fractions a été 

remplacé par du milieu de culture sans particules, permettant une phase de repos des cellules 

(E1R1). Puis, après cette phase de repos, les cellules ont été à nouveau exposées pendant 24 heures 

(E2R1), et mise de nouveau en phase de repos (E2R2). Un groupe contrôle, composé de cellules 

non exposées (Cont), a été envisagé simultanément. 

IV.3.2.3. Évaluation de l’activité biologique 

À la fin de chaque période de 24h et après retrait du milieu en partie apicale, des cellules exposées 

et non exposées (Cont) ont été rapidement congelées à -80°C pour une extraction ultérieure de 

l'ARN afin d'évaluer l'expression de gènes cibles par RT-qPCR. Pour chaque condition 

expérimentale et chaque lot de hAECb, les expériences ont été menées avec un minimum de trois 

répétitions et les scénarios d'exposition (E1, E1R1, E2R1 et E2R2) ont été répétés dans deux ou 

trois expérimentations indépendantes. 
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Pour l’évaluation de la modulation des gènes, trois gènes de référence (HPRT, GAPDH et RPL13) 

ont été utilisés, et les deux méthodes d’analyse statistique présentées précédemment ont été 

envisagées. 

À l’aide des deux méthodes, des comparaisons ont été réalisées pour étudier : 

• la différence d’expression génique à l’état basal, c’est-à-dire en l’absence d’exposition, entre 

les deux statuts physiopathologiques (sain et asthme) ; 

• l’impact des expositions aux wPM ou à leurs fractions associées, sur la modulation de 

l’expression génique pour un même lot de donneur. 

La méthode d’analyse par réseaux permettra de déterminer les gènes différentiellement exprimés et 

la méthode classique présentée sous forme de heatmaps, permettra de déterminer le sens de la 

modulation de l’expression des gènes (sur ou sous-expression). 

IV.3.3. Résultats  

IV.3.3.1. Comparaison de l’expression génique à l’état basal 

des cellules hAECb-S et des cellules hAECb-A 

Afin de comparer l’expression génique à l’état basal, c’est-à-dire en absence d’exposition, des 

cellules hAECb de statut physiopathologique différent, l’expression génique des cellules hAECb-

A « Cont » a été comparée à celle des cellules hAECb-S « Cont ».  

Pour cette analyse, les données des expressions géniques des deux lots appartenant à un même 

statut physiopathologique ont été regroupés. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 45. 

Figure 45 : Comparaison des expressions géniques à l’état basal des cellules hAECb-A Cont par rapport aux 
cellules hAECb-S Cont. n ≥ 8 pour chacun des groupes étudiés. 
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Il convient de noter que les trois gènes de référence (HPRT, GAPDH et RPL13) se trouvent dans 

le graphe principal. Cette observation permet de les valider pour la comparaison des deux statuts 

étudiés, leur expression demeurant stable quel que soit le statut physiopathologique.  

La comparaison de l’expression génique basale des cellules hAECb-A par rapport à celles des 

cellules hAECb-S révèle que six des gènes étudiés sont différentiellement exprimés en fonction du 

statut physiopathologique. Le gène de l’inflammation CXCL10 et le gène impliqué dans 

l’hydroxyméthylation de l’ADN, TET1, ne sont connectés à aucun autre gène. Le gène de 

l’inflammation IL-6 et trois gènes impliqués dans la méthylation de l’ADN, DNMT1, DNMT3a et 

DNMT3b forment un sous-graphe connexe se détachant du graphe principal contenant les trois 

gènes de référence, suggérant une co-régulation de ces quatre gènes. Enfin, deux gènes du 

métabolisme AhR et CYP1B1 sont en limite de séparation.  

La méthode d’analyse classique, dont les résultats ont été normalisés sur la moyenne géométrique 

des trois gènes de référence, confirme une forte modulation de l’expression des gènes CXCL10 

(sous-expression) et TET1 (surexpression), ainsi qu’une surexpression des gènes IL-6, DNMT1, 

DNMT3a et DNMT3b pour les cellules hAECb-A par rapport aux cellules hAECb-S. Nous 

pouvons également remarquer que les autres gènes, se trouvant dans le graphe principal avec la 

méthode par réseaux, apparaissent soit surexprimés (AhR, CYP1B1, CYP1A1) soit, sous-exprimés 

(GM-CSF) avec la méthode classique. 

IV.3.3.2. Évaluation de l’impact des wPM et de leurs fractions 

associées (O-PM, Ne-PM) sur les réponses inflammatoire, 

métabolique et épigénétique 

IV.3.3.2.1. Modulation de l’expression génique après 

expositions des cellules hAECb-S 

Les résultats pour les cellules hAECb-S des lots 1 (hAECb-S1) et 2 (hAECb-S2) sont représentés 

sur les Figures 46 et 47, respectivement. 
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A1. wPM - E1 B1. Ne-PM - E1 C1. O-PM - E1 

A2. wPM - E1R1 B2. Ne-PM - E1R1 C2. O-PM - E1R1 

A3. wPM - E2R1 B3. Ne-PM - E2R1 C3. O-PM - E2R1 

A4. wPM - E2R2 B4. Ne-PM - E2R2 C4. O-PM - E2R2 

Figure 46 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes suite à des expositions  de cellules hAECb-S1 
A. aux wPM, B. à Ne-PM ou C. à O-PM 1. après une première exposition de 24h heures (E1) 2. après une 
exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos (E1R1) 3. après une seconde exposition de 
24h heures (E2R1) 4. après une seconde exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos 
(E2R2). n ≥ 3 pour chacun des groupes étudiés. 
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Pour les cellules hAECb-S1, la méthode d’analyse graphique par réseaux indique qu’après 

24 heures d’exposition (E1) aux wPM (Figure 46 A1) ou à la fraction Ne-PM (Figure 46 B1), une 

modulation significative de l’expression des gènes CYP1A1 et CXCL10 est observée, alors que 

seule l’expression du gène CYP1A1 est significativement modulée après exposition à la fraction O-

PM (Figure 46 C1). Ces modulations persistent après 24 heures de repos (E1R1) (Figure 46 A2, 

B2, C2). 

Après une seconde exposition (E2R1) aux wPM (Figure 46 A3), les gènes CYP1A1, CYP1B1, IL-

6 et CXCL10 sont totalement disjoints du graphe principal. Les trois gènes CYP1B1, IL-6 et 

CXCL10 forment un sous-graphe connexe, indiquant leur co-régulation. Les expressions des gènes 

CYP1A1, IL-6 et CXCL10 sont significativement modulées après exposition à la fraction Ne-PM 

(Figure 46 B3) et les expressions des gènes CYP1A1, CYP1B1 et IL-6 sont significativement 

modulées après exposition à la fraction O-PM (Figure 46 C3). 

Suite à la dernière période de repos (E2R2), l’expression de  certains gènes reste significativement 

modulée : CYP1A1, CYP1B1 et IL-6 pour les cellules exposées aux wPM (Figure 46 A4) ou à la 

fraction O-PM (Figure 46 C4) et CYP1A1 pour les cellules exposées à la fraction Ne-PM (Figure 

46 B4). 

La méthode d’analyse classique permet de conclure que l’ensemble des gènes significativement 

modulés par les expositions aux wPM ou à leurs fractions chimiques associées sont 

significativement surexprimés par rapport à la condition Cont.  
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A1. wPM - E1 B1. Ne-PM - E1 C1. O-PM - E1 

A2. wPM - E1R1 B2. Ne-PM - E1R1 C2. O-PM - E1R1 

A3. wPM - E2R1 B3. Ne-PM - E2R1 C3. O-PM - E2R1 

A4. wPM - E2R2 B4. Ne-PM - E2R2 C4. O-PM - E2R2 

Figure 47 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes suite à des expositions de cellules hAECb-S2 
A. aux wPM, B. à Ne-PM ou C. à O-PM 1. après une première exposition de 24h heures (E1) 2. après une 
exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos (E1R1) 3. après une seconde exposition de 
24h heures (E2R1) 4. après une seconde exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos 
(E2R2). n ≥ 3 pour chacun des groupes étudiés. 
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Pour les cellules hAECb-S2, la première exposition (E1) aux wPM (Figure 47 A1) ou à la fraction 

O-PM (Figure 47 C1) entraîne une modulation significative de l'expression du gène CYP1A1. De 

plus, les gènes IL-6, CYP1B1 et CXCL10 apparaissent en limite de séparation après exposition aux 

wPM. Aucune modulation significative n'est observée après exposition à Ne-PM (Figure 47 B1), 

bien que les gènes CYP1A1 et CXCL10 soient en limite de séparation. 

Après la période de repos (E1R1), davantage de gènes ont une expression significativement 

modulée : CYP1A1, CYP1B1, CXCL10 et IL-6 pour la série wPM (Figure 47 A2), CYP1A1 et 

CXCL10 pour la série Ne-PM (Figure 47 B2), et CYP1A1 et CYP1B1 pour la série O-PM (Figure 

47 C2).  

Après la seconde exposition (E2R1) aux wPM (Figure 47 A3) ou à la fraction O-PM (Figure 47 

C3), l’expression du gène CYP1A1 reste significativement modulée, tout comme celle du gène 

CXCL10 suite à l'exposition aux wPM. Cependant, aucune modulation significative n'est observée 

après exposition à la fraction Ne-PM, bien que CYP1A1 soit en limite de séparation (Figure 47 

B3). 

Après la seconde période de repos (E2R2), les expressions des gènes CYP1A1 et CYP1B1 sont 

significativement modulées alors que CXCL10 apparaît en limite de séparation pour la série wPM 

(Figure 47 A4), alors que pour la fraction Ne-PM (Figure 47 B4), les expressions des gènes CYP1A1 

et CXCL10 sont de nouveau significativement modulées comme après la première exposition (E1). 

Quant aux cellules exposées à la fraction O-PM (Figure 47 C4) l’expression de CYP1A1 est 

significativement modulée et CYP1B1 apparaît en limite de séparation.  

Comme pour les cellules hAECb-S1, la méthode d’analyse classique permet de conclure que 

l’ensemble des gènes significativement modulés par les expositions aux wPM ou à leurs fractions 

chimiques associées sont significativement surexprimés par rapport à la condition Cont. 

IV.3.3.2.2. Modulation de l’exposition génique après 

expositions des cellules hAECb-A 

Les résultats pour les cellules hAECb-A des lot 1 (hAECb-A1) et 2 (hAECb-A2) sont représentés 

sur les Figures 48 et 49, respectivement. 
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A1. wPM - E1 B1. Ne-PM - E1 C1. O-PM - E1 

A2. wPM - E1R1 B2. Ne-PM - E1R1 C2. O-PM - E1R1 

A3. wPM - E2R1 B3. Ne-PM - E2R1 C3. O-PM - E2R1 

A4. wPM - E2R2 B4. Ne-PM - E2R2 C4. O-PM - E2R2 

Figure 48 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes suite à des expositions  de cellules hAECb-A1 
A. aux wPM, B. à Ne-PM ou C. à O-PM 1. après une première exposition de 24h heures (E1) 2. après une 
exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos (E1R1) 3. après une seconde exposition de 
24h heures (E2R1) 4. après une seconde exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos 
(E2R2). n ≥ 3 pour chacun des groupes étudiés. 
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Pour les cellules hAECb-A1, la méthode d’analyse graphique par réseaux indique que la première 

exposition (E1) aux wPM ou à la fraction Ne-PM induit une modulation significative de 

l’expression des gènes CYP1A1, CYP1B1 et CXCL10. Les gènes CYP1B1 et CXCL10 sont co-

régulés (Figure 48 A1, B1). Les expressions des gènes CYP1A1 et CYP1B1 sont également 

significativement modulées après la première exposition à la fraction O-PM (Figure 48 C1).  

Après la première période de repos (E1R1), seule l’expression du gène CYP1A1 reste 

significativement modulée pour les séries wPM et O-PM, avec respectivement CYP1B1 et 

CXCL10, et CYP1B1 en limite de séparation (Figure 48 A2, C2).  Pour la série Ne-PM, l’expression 

des gènes CYP1A1 et CXCL10 restent significativement modulée (Figure 48 B2).  

Après la seconde exposition (E2R1) les résultats sont semblables à ceux obtenus après la première 

exposition pour les trois conditions testées. Pour la condition wPM, les expressions des gènes 

CYP1A1, CYP1B1 et CXCL10 sont significativement modulées avec une co-régulation entre 

CYP1B1 et CXCL10 (Figure 48 A3).  Les expressions des gènes CYP1A1 et CXCL10 sont 

significativement modulées et CYP1B1 apparaît en limite de séparation après exposition à la 

fraction Ne-PM (Figure 48 B3) et les expressions des gènes CYP1A1 et CYP1B1 sont 

significativement modulées après exposition à la fraction O-PM (Figure 48 C3). 

Après la seconde période de repos (E2R2), les expressions des gènes CYP1A1, CYP1B1 et 

CXCL10 restent significativement modulées, ou en limite de séparation, à l’exception de CXCL10 

pour la condition O-PM (Figure 48 C4). Le gène TET1, marqueur épigénétique, apparaît en limite 

de séparation pour la condition wPM (Figure 48 A4) et significativement modulé pour la condition 

Ne-PM (Figure 48 B4).  

La méthode classique révèle que les gènes CYP1A1, CYP1B1 et CXCL10 sont surexprimés, tandis 

que le gène TET1 est sous-exprimé suite aux expositions.  
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A1. wPM - E1 B1. Ne-PM - E1 C1. O-PM - E1 

A2. wPM - E1R1 B2. Ne-PM - E1R1 C2. O-PM - E1R1 

A3. wPM - E2R1 B3. Ne-PM - E2R1 C3. O-PM - E2R1 

A4. wPM - E2R2 B4. Ne-PM - E2R2 C4. O-PM - E2R2 

Figure 49 : Évaluation de la modulation de l’expression des gènes suite à des expositions de cellules hAECb-A2 
A. aux wPM, B. à Ne-PM ou C. à O-PM 1. après une première exposition de 24h heures (E1) 2. après une 
exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos (E1R1) 3. après une seconde exposition de 
24h heures (E2R1) 4. après une seconde exposition de 24 heures suivie d’une période de 24 heures de repos 
(E2R2). n ≥ 3 pour chacun des groupes étudiés. 
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Pour les cellules hAECb-A2, globalement les modulations d’expression génique sont moins 

importantes en comparaison avec les cellules hAECb-A1.  

Pour la condition wPM, alors que les gènes CYP1A1 et CXCL10 sont en limite de séparation après 

la première exposition (E1) et la première phase de repos (E1R1) (Figure 49 A1, B1), seul le gène 

CYP1A1 finit par se détacher du graphe principal après la seconde exposition (E2R1) et phase de 

repos (E2R2) (Figures 49 C1, D1).  

Concernant la condition d’exposition à la fraction Ne-PM, le gène CYP1A1 se trouve en limite de 

séparation après la première exposition (E1) (Figure 49 B1) pour reprendre sa place dans le graphe 

principal après la première phase de repos (E1R1) (Figure 49 B2). Après la seconde exposition 

(E2R1) et phase de repos (E2R2), CYP1A1 est significativement modulé (Figures 49 B3, B4).  

Enfin, après l’alternance d’expositions à la fraction O-PM et de phases de repos, les expressions 

des deux gènes du métabolisme CYP1A1 et CYP1B1 apparaissent significativement modulées 

après la seconde exposition (E2R1) (Figure 49 C3) et phase de repos (E2R2) (Figure 49 C4). Après 

le première exposition (E1), CYP1A1 apparaît détaché du graphe principal donc significativement 

modulé alors que CYP1B1 est en limite de séparation (Figure 49 C1). La phase de repos qui suit 

(E1R1) ne révèle plus que CYP1A1 en limite de séparation (Figure 49 C2).  

La méthode d’analyse classique permet de conclure que les gènes CYP1A1 et CYP1B1 sont 

surexprimés suite aux expositions aux wPM ou à leurs fractions chimiques associées par rapport à 

la condition Cont. 

Messages clés :  

• L’exposition aux wPM induit une réponse inflammatoire et métabolique après exposition 

des cellules hAECb-S et hAECb-A 

• Les fractions Ne-PM et O-PM contribuent à la réponse inflammatoire et métabolique : 

o La fraction O-PM exerce une influence plus marquée sur la réponse métabolique. 

o La fraction Ne-PM joue un rôle plus important dans la réponse inflammatoire.  

• Globalement, les effets observés après les expositions persistent après les périodes de 

repos. 

• Une variabilité interindividuelle est observée entre les deux lots d’un même statut 

physiopathologique, notamment pour les cellules hAECb-A, les cellules hAECb-A1 

semblant plus sensibles aux expositions aux wPM et à leurs fractions associées que les 

cellules hAECb-A2. 
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IV.3.4. Discussion et conclusion 

L'une des forces de cette étude réside dans l'exploration d'un éventuel effet « mémoire » au sein 

des cellules hAECb-S et hAECb-A en réponse à des alternances entre des expositions aux wPM 

ou à leurs fractions chimiques associées (O-PM et Ne-PM) et des périodes de repos. Cette étude a 

également pris en compte la variabilité interindividuelle au sein d'un même statut 

physiopathologique. 

Après différentes périodes d'exposition et de repos, la modulation de l'expression génique a été 

analysée en utilisant deux méthodes d’analyse. Les résultats de l'analyse graphique par réseaux 

indiquent que les trois gènes de référence (HPRT, GAPDH et RPL13) se trouvent toujours dans 

le sous-graphe principal. Par conséquent, l'expression de ces trois gènes reste stable dans les 

conditions expérimentales testées dans cette étude, ce qui justifie l'utilisation de la moyenne 

géométrique de ces trois gènes de référence pour appliquer la méthode d'analyse classique. De plus, 

ce résultat suggère que, pour appliquer la méthode d'analyse graphique par réseaux, il est nécessaire 

d'inclure un nombre suffisant de gènes cibles pour former correctement les graphes, car dans la 

deuxième étude, où seuls 7 gènes cibles avaient été étudiés, les trois gènes de référence n'étaient 

pas toujours regroupés dans le même sous-graphe principal. 

Les résultats de cette étude confirment les résultats de la deuxième étude concernant le rôle 

des différentes fractions chimiques constitutives des PM2.5-0.3. Les expositions aux wPM 

induisent des réponses inflammatoire et métabolique, avec la fraction Ne-PM influençant 

davantage la réponse inflammatoire, tandis que la fraction O-PM a un impact plus marqué sur la 

réponse métabolique. 

La réversibilité des effets induits suite aux expositions aux wPM et à leurs fractions chimiques 

associées et l’effet « mémoire » des cellules est très peu documenté dans la littérature. Les résultats 

de notre étude indiquent que les réponses inflammatoire et métabolique persistent après les 

périodes de repos. Ces résultats sont en accord avec ceux d’une étude in vivo récente (Barbier et al., 

2023) dans laquelle les auteurs ont démontré que la réponse inflammatoire induite par des 

expositions aux PM2.5 persiste même après une période de 12 semaines de repos chez la souris. De 

plus, nos résultats montrent qu’après une seconde exposition, les cellules présentent une réponse 

biologique plus marquée que lors de la première exposition, ce qui suggère un effet  « mémoire ». 

Ce résultat corrobore les résultats d'une autre étude in vivo faite sur le rat (Ren et al., 2020) dans 

laquelle une deuxième exposition aux PM2.5, mise en place après une période de repos de 30 jours, 

a entraîné une réponse inflammatoire exacerbée par rapport à celle observée suite à la première 

exposition. 
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Afin d’étudier l’implication éventuelle de modifications épigénétiques dans la régulation des 

réponses cellulaires et moléculaires, la modulation de l’expression de gènes impliqués dans la 

méthylation de l’ADN, DNMT1, DNMT3a, DNMT3b et TET1 a été étudiée. Cependant, suite aux 

expositions, l’expression de ces gènes était très peu modulée, à l’exception de TET1, dont 

l’expression était significativement sous-exprimée lorsque les cellules hAECb-A1 ont été exposées 

à la fraction Ne-PM (condition E2R2), et se trouve être en limite de séparation lorsqu'elles ont été 

exposées à la fraction wPM (condition E2R2). 

Des études récentes démontrent que les expositions aux PM2.5 sont associées à une 

hypométhylation globale de l’ADN avec une hyperméthylation ciblée de certains sites spécifiques 

(S. K. Huang et al., 2021; Leclercq et al., 2017). Huang et collaborateurs ont observé, comme dans 

notre étude, une absence de modulation de l'expression des gènes DNMTs suite aux expositions 

des cellules BEAS-2B aux PM2.5. Ils ont également montré qu'une exposition unique de 24 heures 

aux PM2.5 à des concentrations de 1 ou 30 µg/cm2 induisait une sous-expression significative des 

gènes TETs (TET1, TET2 et TET3), tandis qu'une exposition répétée à la concentration de 1 

µg/cm2 pendant 7 jours entraînait une augmentation significative de l'expression de ces gènes. Cette 

augmentation de l'expression des gènes TETs est cohérente avec l'observation que les PM2.5 

induisent une hypométhylation globale de d’ADN, car les enzymes TETs sont connues pour 

participer à la déméthylation de l’ADN. Les mécanismes régulant les modifications du niveau de  

méthylation de l'ADN semblent donc dynamiques et complexes et nécessitent des études plus 

approfondies pour les comprendre. 

Enfin, notre étude met en évidence une variabilité interindividuelle entre les donneurs d'un 

même statut. La différence entre les lots semble être plus marquée pour les cellules hAECb-A que 

les cellules hAECb-S. Cela pourrait s'expliquer par l'hétérogénéité de l'asthme, caractérisée par des 

endotypes et des phénotypes variables d'un patient à l'autre (Kuruvilla et al., 2019; Moore & 

Bleecker, 2014). Des études épidémiologiques récentes suggèrent, en effet, que l'impact de la 

pollution atmosphérique, y compris des PM2.5, peut varier en fonction du type d'asthme et de sa 

sévérité (Fang et al., 2021; Pekince & Baccioglu, 2022; Rosenquist et al., 2020) . Malheureusement, 

nous ne disposons pas d'informations sur le type d'asthme des patients, sa sévérité, les traitements 

éventuels, etc. Ces informations sur l’histoire des patients seraient nécessaires pour mieux 

comprendre la vulnérabilité des personnes asthmatiques. Néanmoins, ces résultats soulignent 

l'importance de prendre en compte cette variabilité interindividuelle pour mieux comprendre 

l'impact des PM2.5-0.3, en particulier pour une maladie aussi hétérogène que l'asthme.  
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V. Discussion générale 

 





 

195 

L’originalité de ce travail a reposé sur : 

• l’utilisation de modèles in vitro permettant d’étudier la vulnérabilité individuelle au 

travers des cellules épithéliales bronchiques de statut physiopathologique différent ; 

• l’étude de la chimie des PM2.5-0.3 en considérant, tout d’abord, deux sources d’émission, 

industrie et trafic, puis, pour une même source, deux fractions chimiques composant les 

particules,  

• la mise en application d’une méthode d’analyse statistique originale afin d’évaluer la 

modulation de l’expression génique des cellules après exposition, en tenant compte de leur 

statut physiopathologique et de la composition chimique des particules. 

La mise en œuvre de ces trois démarches conjointement est innovante car peu, voire pas, 

documentée dans la littérature.  

V.1. Forces et faiblesses 

V.1.1. Modèles in vitro 

Dans ce travail de thèse, deux modèles in vitro complémentaires ont été utilisés : un modèle 

d’épithélium humain reconstruit d’origine bronchique (première étude) et un modèle de cellules 

épithéliales pseudo-primaires bronchiques d’origine humaine (deuxième et troisième études). Ces 

deux modèles permettent de répondre, en accord avec le principe des 3R (Russell & Burch, 1959), 

aux exigences éthiques actuelles qui visent à diminuer les expérimentations animales au profit du 

développement de méthodes alternatives. 

Les deux modèles, issus de cellules primaires humaines, présentent l’avantage d’avoir une activité 

biologique proche de celle de l’épithélium bronchique in situ, notamment métabolique et 

inflammatoire. De plus, ces modèles permettent d’étudier et de comparer les réponses cellulaires 

et moléculaires mises en place suite à une exposition, en fonction du statut physiopathologique du 

donneur (Hiemstra et al., 2018). 

L’épithélium humain reconstruit est très certainement le modèle cellulaire in vitro le plus abouti 

aujourd’hui, en dehors des organoïdes. Il reproduit la structure de l’épithélium bronchique in situ 

par la présence de cellules basales, ciliées et caliciformes (sécrétrices de mucus), reproduisant la 

clairance mucociliaire et garantissant la formation de jonctions serrées ainsi que le transport ionique 

(Baxter et al., 2015). Le modèle MucilAir™ utilisé dans ces travaux est mis en co-culture avec des 

fibroblastes humains (MucilAir-HF™) afin d’assurer un bon maintien de l’épithélium sur son 

support (membrane de l’insert). La force de ce modèle est de pouvoir être maintenu en culture à 
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l’interface air-liquide pendant plusieurs mois sans altération de son homéostasie tissulaire, 

permettant ainsi de réaliser des expositions à l’interface air-liquide sur une période prolongée pour 

étudier la chronicité ou le cumul des expositions (Baxter et al., 2015; Cervena et al., 2019; Kooter 

et al., 2016; Kuper et al., 2015; Zavala et al., 2016).  

Cependant, une variabilité importante est apparue lors des analyses statistiques entre les épithéliums 

reconstruits, en raison de l’étape de reconstruction, qui même si elle est réalisée avec les mêmes 

lots de cellules primaires, conduit très certainement à des réarrangements cellulaires que nous ne 

maîtrisons pas. Cette variabilité doit être prise en compte lors de l’analyse des résultats  et impose 

l’utilisation d’un grand nombre d’échantillons, ce qui demande un budget important étant donné le 

coût de ce modèle. 

Les cellules épithéliales, quant à elles, permettent d’effectuer des essais de façon plus autonome, en 

constituant, à partir d’un cryotube, notre propre banque de cellules. Elles offrent l’opportunité de 

réaliser davantage de manipulations et, grâce à leur stabilité phénotypique le temps des 

expérimentations, présentent une plus grande reproductibilité, augmentant ainsi la puissance des 

analyses statistiques. De plus, elles donnent la possibilité de conduire des essais à partir de différents 

donneurs pour un même statut physiopathologique et ainsi, d’étudier la variabilité interindividuelle. 

Ce modèle est également moins onéreux, ce qui constitue un autre atout.  

Toutefois, les cellules épithéliales sont des modèles monocellulaires et monocouches ne secrétant 

ni mucus ni surfactant, ce qui limite leur durée d’exposition à l’interface air-liquide. De plus, ces 

cellules ont une durée de vie courte, ce qui ne permet pas de faire des études sur le long terme.  

V.1.2. Particules fines et fractions chimiques associées 

L’utilisation de PM2.5-0.3 collectées sur des sites ATMO provenant de sources d’émission 

différentes, industrie ou trafic, et bien caractérisées sur le plan physico-chimique et morphologique 

par des équipes spécialisées, est une force de ce travail de thèse.  

L’étude de l'impact des PM2.5-0.3 dans leur entièreté, en fonction de leur source d’émission et donc 

de leur composition chimique, ainsi que du rôle des différentes fractions chimiques les constituant, 

a contribué à améliorer les connaissances quant aux réponses cellulaires et moléculaires de 

l’épithélium bronchique suite à de telles expositions. En effet, nos résultats montrent que les 

particules issues de sources différentes conduisent à des réponses biologiques distinctes, 

notamment en termes d’intensité, en lien avec certains composés chimiques présents à leur surface. 

Cependant, lors de la préparation des différentes fractions chimiques, il est possible que certains 

composés aient été perdus lors des étapes d’extraction successives, comme par exemple certains 
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éléments métalliques solubles pouvant intervenir dans le stress oxydant et l’inflammation (Guo et 

al., 2019; Pardo et al., 2015). 

De plus, la quantité limitée des échantillons collectés n’a pas permis d’effectuer des expositions à 

l’interface air-liquide, et nous a contraint à mener des expositions en « semi air-liquide » par 

déposition d’un volume précis desdits échantillons. Cette méthode d’exposition offre toutefois 

l’avantage de contrôler les quantités mises en contact avec les cellules épithéliales. 

Enfin, comme c’est le cas dans la majorité des études in vitro, les concentrations de PM2.5-0.3 testées 

sont plus élevées que les concentrations réelles d’exposition. Il convient cependant de noter que 

les concentrations utilisées pour les expositions des cellules épithéliales, sont parmi les plus faibles 

rapportées dans la littérature (Badran et al., 2020; Boublil et al., 2013; Gualtieri et al., 2010; Leclercq 

et al., 2016; Longhin, Holme, et al., 2013). En revanche, pour les expérimentations menées avec les 

épithéliums reconstruits, les concentrations d’exposition sont plus élevées que celles envisagées 

lors des essais sur cellules. En effet, piégées dans le mucus, une grande quantité de particules est 

déplacée vers le contour de l’insert et y reste jusqu’au moment où la partie apicale est lavée (Kuper 

et al., 2015). Certains auteurs mettent en avant la plus grande résistance des épithéliums aux 

polluants, qu’ils attribuent à la présence d’une couche de mucus et de jonctions serrées 

fonctionnelles (Cervena et al., 2019; Zavala et al., 2016) , justifiant l’utilisation de niveaux plus  

importants. 

Il est important d’indiquer que la transposition des concentrations réelles d’exposition à un modèle 

d’exposition in vitro reste complexe car il faudrait pouvoir tenir compte, par exemple, de la vitesse 

de l’air inhalé, du mouvement brownien des particules au niveau bronchique et de la surface 

d’échange au niveau de l’appareil respiratoire.  

V.1.3. Marqueurs étudiés  

L’évaluation de la modulation de l’expression d’un nombre important de gènes par RT-qPCR, suite 

aux expositions des épithéliums reconstruits aux PM2.5-0.3, est un point fort de ce travail de thèse. 

Cette approche a permis explorer différents mécanismes notamment, l’inflammation (9 gènes), le 

métabolisme (5 gènes), le stress oxydant (4 gènes), le remodelage tissulaire (2 gènes), la production 

de mucus (2 gènes), l’autophagie (1 gène) et les modifications épigénétiques (10 gènes). Les 

expressions de l'ensemble de ces gènes ont été évaluées dans la première étude, mais seules les 

expressions de 7 et 10 gènes ont été retenues pour la deuxième et la troisième études 

respectivement, en raison de contraintes de temps. 
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Les résultats obtenus sur l’ensemble des trois études proposées dans ce travail, mettent en évidence 

que l’exposition aux PM2.5-0.3 induit principalement des modulations de l’expression de gènes de 

l’inflammation et du métabolisme. 

La réponse métabolique observée est caractérisée par une surexpression significative des gènes 

CYP1A1 et CYP1B1, deux gènes régulés par la voie de signalisation AhR (Vogel et al., 2020). 

Toutefois, nos résultats n’ont pas démontré d’augmentation de l’expression du gène du facteur de 

transcription AhR et ce, quels que soient le modèle utilisé, la durée et la concentration d’exposition. 

Cette absence de modulation de AhR n’est pas documentée dans la plupart des études 

expérimentales relevées dans la littérature (Badran et al., 2020; Kim et al., 2020; T. Wang et al., 

2023), ce qui nous amène à envisager la possibilité d'une erreur dans la conception des amorces  de 

ce gène. 

V.1.4. Méthodes d’analyse de la modulation de 

l’expression des gènes  

Pour évaluer la modulation de l’expression des gènes suite aux expositions aux PM2.5-0.3 et à leurs 

fractions chimiques associées, la méthode d’analyse classique des 2 -ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001)  

et la méthode d’analyse graphique par réseaux (Curis et al., 2019) ont été appliquées. 

La méthode d’analyse graphique par réseaux, ayant pour principe de comparer l’expression de 

l’ensemble des gènes entre eux, présente de nombreux avantages par rapport à la méthode 

classique, qui sont : 

• de permettre d’identifier des groupes de gènes ayant un comportement homogène ;  

• de s’affranchir de variations inattendues dans la modulation de l’expression du ou des 

gène(s) de référence ; 

• d’être utilisable dans n’importe quel contexte expérimental, et pas seulement dans les 

expériences à deux conditions ; 

• d’offrir la possibilité de tenir compte de l'influence de plusieurs variables, telles que la 

concentration, la durée d’exposition, le type de particule, le statut physiopathologique, la 

reconstruction, etc. et d’explorer les interactions entre ces variables. 

Toutefois la représentation sous forme de graphe par réseaux ne permet pas de déterminer le sens 

de la modulation de l'expression des gènes (sur ou sous-expression) ni leur niveau de modulation, 

ce que permet l’analyse classique des 2-ΔΔCt.  
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V.2. Apport en termes de connaissances et 

potentielles implications en termes de santé 

publique 

Les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse ont permis de mettre en évidence pour la 

première fois, avec une approche in vitro, que l’impact des PM2.5-0.3 sur les réponses cellulaires 

et moléculaires de cellules épithéliales bronchiques dépend à la fois : 

- du statut physiopathologique du donneur ayant permis d’obtenir les cellules ; 

- de la source d’émission des PM2.5-0.3 et donc de leur composition chimique ; 

- de la nature de la fraction chimique (organique, inorganique) composant les PM2.5-0.3. 

V.2.1. Impact des PM2.5-0.3 selon le statut 

physiopathologique du donneur 

Indépendamment du statut physiopathologique du donneur, l'exposition aux PM2.5-0.3 induit des 

réponses inflammatoire et métabolique après exposition des cellules épithéliales bronchiques. Ces 

réponses sont plus prononcées pour les modèles « asthmatiques » que pour les modèles « sains », 

elles-mêmes plus importantes que pour le modèle « BPCO ». 

Les résultats obtenus dans la troisième étude révèlent l’existence d’une variabilité entre les différents 

lots de cellules issues de donneurs asthmatiques. Cette variabilité est très certainement due à 

l’histoire des donneurs (type d'asthme, sévérité, traitements, etc.), informations dont nous ne 

disposons pas.  

Les résultats des expérimentations menées sur nos deux modèles, épithéliums reconstruits et 

cellules, corroborent ceux obtenus avec des modèles in vivo et apportent une plausibilité biologique 

aux observations épidémiologiques, en renforçant l’idée selon laquelle les individus asthmatiques 

présentent une vulnérabilité accrue aux PM2.5 par rapport aux individus sans pathologie respiratoire 

(Kikuchi et al., 2006; Yu et al., 2019, J. Luo et al., 2022). 

Plusieurs mécanismes semblent expliquer la plus grande vulnérabilité des personnes asthmatiques 

aux effets des PM2.5. Tout d’abord, ces particules peuvent transporter des aéroallergènes à leur 

surface, pénétrant dans l’appareil respiratoire lors de l’inhalation et entrant en contact avec 

l’épithélium bronchique. En cas d’atopie, ce contact augmente la sensibilisation de l’épithélium et 

intensifie la réponse inflammatoire (Guarnieri & Balmes, 2014; Tiotiu et al., 2020). De plus, les 

individus asthmatiques présentent une augmentation du nombre de cellules productrices de mucus 
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et une diminution du nombre de cellules ciliées (Hiemstra et al., 2015), ce qui altère la fonction de 

clairance mucociliaire et prolonge la rétention des particules dans les voies respiratoires (Jesenak et 

al., 2023). Par ailleurs, des polymorphismes de certaines enzymes anti-oxydantes, et notamment des 

glutathion S-transférases, ont été observés chez les personnes asthmatiques, réduisant les capacités 

anti-oxydantes de leur épithélium bronchique. Il en résulte une augmentation du stress oxydant et 

par conséquent de l’inflammation, conduisant à un remodelage tissulaire et à une augmentation de 

la perméabilité membranaire aux polluants (Guarnieri & Balmes, 2014; Tiotiu et al., 2020).  

Les cellules épithéliales bronchiques issues d’un donneur atteint de BPCO se sont révélées, quant 

à elles, moins sensibles aux expositions aux PM2.5-0.3 que celles issues des donneurs sains ou 

asthmatiques. La littérature suggère généralement une vulnérabilité plus importante des individus 

atteints de BPCO aux PM2.5 par rapport aux individus sans pathologie respiratoire (N. Li et al., 

2022; Sotty et al., 2019; Yao et al., 2021). Nos résultats ne corroborent pas cette tendance et à ce 

jour, nous ne disposons d'aucune explication satisfaisante pour cette disparité, en dehors du statut 

tabagique du donneur. Cependant, il convient de noter qu’un seul donneur a été utilisé. Il est tout 

à fait envisageable qu’une étude sur des cellules provenant d'autres donneurs puisse mettre en 

évidence des réponses cellulaires et moléculaires différentes, comme cela a été observé lors de la 

troisième étude menée sur les cellules asthmatiques. 

Implications en termes de santé publique : 

1) Mise en place de mesures par les autorités de santé 

À côté des valeur limite et valeur cible existantes, nos résultats plaident pour la mise en place 

d’un seuil d'information/recommandation pour les PM2.5, à destination des personnes les plus 

vulnérables, notamment les individus asthmatiques, appuyant la recommandation de l’Anses de 

créer un seuil spécifique pour les PM2.5 (Anses, 2021), qui à l’heure actuelle n’existe pas. 

2) Actions de sensibilisation et d’éducation 

Nos résultats soulignent la nécessité de sensibiliser les individus asthmatiques aux risques 

associés à l'exposition aux PM2.5, de manière similaire à ce qui est fait pour les PM10. De plus, il 

est nécessaire de renforcer les actions de communication (affiches en pharmacie, distribution de 

flyers, mise en place d’atelier, etc.) à des fins d’éducation des personnes les plus vulnérables sur 

les mesures à prendre en cas d’épisode de pollution particulaire, l’objectif étant de  : 

• réduire leur exposition :  

- en privilégiant les sorties brèves et celles qui demandent le moins d’effort, 
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- en évitant les activités physiques et sportives intenses, notamment celles en plein 

air, 

- en évitant les zones à forte activité industrielle ou avec un fort trafic routier.  

• gérer leurs symptômes : en prenant conseil auprès 

- d’un professionnel de santé en cas de gêne respiratoire,  

- d’un médecin pour adapter le traitement si nécessaire.  

Ces actions d’éducation et de prévention contribueraient à une meilleure gestion de l'asthme et 

à la prévention de crises graves. 

 

V.2.2. Impact des PM2.5-0.3 selon leur chimie 

Ces travaux de thèse démontrent un impact différentiel des PM2.5-0.3 en lien avec leur source 

d’émission. Ces résultats sont en accord avec ceux récemment publiés par F. Dans notre étude, les 

PM2.5-0.3 issues de source industrielle (PMInd) apparaissent plus impactantes que celles issues de 

source urbaine à dominante trafic (PMTraf). Les PM2.5 sont un mélange complexe de composés 

organiques et inorganiques, variant en fonction de leur source d’émission. La différence d’impact 

entre les PMInd et les PMTraf est probablement liée aux HAP, composés organiques adsorbés à 

la surface des PM2.5-0.3. En effet, les PMInd, 8 fois plus riches en HAP que les PMTraf, ont 

notamment induit une réponse métabolique plus importante. 

Afin d’étudier plus finement le rôle des différentes fractions chimiques (organique et inorganique) 

des PM2.5-0.3, les deuxième et troisième études se sont intéressées à l’impact des PMInd « totales » 

(wPM) et à deux fractions chimiques associées, la fraction organique extractible (O-PM) et la 

fraction non extractible (Ne-PM). Les HAP et les ions hydrosolubles sont retrouvés dans la fraction 

O-PM et les métaux et le carbone inorganique dans la fraction Ne-PM. 

Une réponse métabolique plus importante a été observée suite aux expositions à la fraction O-PM 

par rapport aux expositions à la fraction Ne-PM. Ce résultat va dans le sens de l’induction des 

CYPs par les HAP présents dans la fraction O-PM. La réponse métabolique après exposition à la 

fraction Ne-PM est très probablement due à la présence de certains métaux, comme par exemple 

le cuivre et le plomb (Korashy & El-Kadi, 2005, 2006). De façon intéressante, la réponse 

métabolique était plus importante lorsque les deux fractions O-PM et Ne-PM étaient présentes 

dans le même échantillon, c’est-à-dire dans les particules « totales », wPM et les particules 

reconstituées, recPM. Il semble donc y avoir un effet synergique entre ces deux fractions sur la 

réponse métabolique. Cette observation souligne l'importance d'étudier les polluants en mélange.  
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L’augmentation de l’expression des gènes CYP entraîne une augmentation de la synthèse des 

enzymes associées intervenant dans les voies de biotransformation de nombreux xénobiotiques 

(polluants, médicaments, etc.), induisant ou non des métabolites toxiques (Abbas et al., 2019; M. 

Zhao et al., 2021). Ainsi, leur induction peut conduire à des effets collatéraux non négligeables pour 

la santé humaine et surtout non maîtrisés.  

La réponse inflammatoire, quant à elle, est principalement associée à la fraction Ne-PM. Parmi les 

biomarqueurs de l’inflammation étudiés, le gène CXCL10 est toujours significativement modulé 

suite aux expositions. Bien que le marqueur CXCL10 ait été utilisé pour évaluer l'impact 

d'expositions à des agents biologiques, tels que les virus (Dissanayake et al., 2020; Yuan et al., 2022), 

sa recherche en tant que biomarqueur de l'inflammation en réponse aux polluants particulaires reste 

limitée. Il est intéressant de remarquer que, dans notre étude, le sens de la modulation de CXCL10 

diffère en fonction du modèle utilisé ; ce gène est sous-exprimé après exposition des épithéliums 

reconstruits et surexprimé après exposition des cellules épithéliales bronchiques. Les mécanismes 

sous-jacents à cette différence de réponse restent à élucider.  

Pour expliquer cette différence dans la modulation de l’expression de CXCL10, nous proposons 

deux hypothèses. La première est schématisée sur la Figure 50 ci-dessous.  

Lorsque les cellules épithéliales bronchiques sont exposées aux PM2.5-0.3, le facteur de transcription 

AhR est activé, comme en témoigne l’augmentation de l’expression des gènes CYP1A1 et CYP1B1 

Figure 50 : Hypothèse du mécanisme pouvant se mettre en place suite aux expositions des épithéliums 
bronchiques reconstruits aux PM2.5-0.3, expliquant l’inhibition de l’expression de CXCL10 
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(Alessandrini et al., 2022). En parallèle, un autre facteur de transcription, NF-κB, est également 

activé et se transloque dans le noyau de la cellule, où il se lie à des sites spécifiques du promoteur 

du gène CXCL10. Cette liaison permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle, 

conduisant à la synthèse de l'ARN messager correspondant au gène CXCL10 (C. K. Wong et al., 

2005) et donc à sa surexpression. Il est possible que lorsque les épithéliums reconstruits sont 

exposés, l'activation du facteur de transcription AhR entraîne à la fois une augmentation de 

l'expression des gènes CYP1A1 et CYP1B1, et une inhibition de l'action du facteur de transcription 

NF-κB. En effet, il est décrit que le facteur de transcription AhR activé peut inhiber la sous-unité 

p65 du complexe NF-κB (Beischlag et al., 2008; Gutiérrez-Vázquez & Quintana, 2018; Øvrevik et 

al., 2014), et expliquer, au moins en partie, la diminution de l’expression de CXCL10 (Figure 50). 

La seconde hypothèse pourrait être que l'exposition des épithéliums reconstruits aux PM2.5-0.3 

entraîne une méthylation au niveau du promoteur de l'un des gènes correspondant à une sous-unité 

du facteur de transciption NF-κB (p50 ou p65). Cette méthylation spécifique de l'ADN obstruait 

les sites d'arrivée des complexes de transcription, empêchant la formation du complexe NF-κB et 

expliquant ainsi, en partie, la diminution de l'expression de CXCL10. 

Ces divergences de réponses en fonction du modèle utilisé suggèrent que la différenciation et la 

polarisation des cellules épithéliales, propres aux épithéliums reconstruits, jouent un rôle clé dans 

la mise en place des réponses cellulaires et moléculaires suite à des expositions aux PM2.5-0.3. 

D’autre part, les fibroblastes en co-culture dans le modèle reconstruit pourraient contribuer à cette 

réponse différentielle. Les modèles d'épithéliums reconstruits, plus proches de la physiologie de 

l'épithélium in situ, permettent vraisemblablement une étude plus fidèle de ces réponses biologiques. 

 

Implications en termes de santé publique : 

Nos résultats plaident pour intégrer la composition chimique des PM2.5 dans les programmes de 

surveillance de la qualité de l'air, afin de mieux évaluer les risques pour la santé.  

Les sources d’émission variant en fonction de l'urbanisation, de l'industrialisation, de l’intensité 

du trafic routier, maritime ou aérien, des activités agricoles, etc. il serait pertinent de réaliser une 

cartographie détaillée des compositions chimiques des PM2.5, à partir de ces données de 

surveillance. Ces données croisées avec les données sanitaires permettraient d’établir par 

modélisation des relations dose-réponse en fonction de la composition chimique, actuellement 

inexistantes. Ce serait un préalable nécessaire à la proposition d’une évolution de la 
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réglementation des PM2.5 vers la prise en compte à la fois de leur taille mais aussi de leur 

composition chimique.  

En outre, ces données de surveillance pourraient être exploitées pour identifier les sources 

d’émission les plus préoccupantes d’un point de vue sanitaire. L'analyse des données d'émission 

ouvrirait la voie à l'instauration de réglementations ciblant des sources spécifiques de PM2.5. Cela 

pourrait inclure l'adoption de règlements plus stricts concernant les émissions des véhicules, le 

renforcement des contrôles de la pollution industrielle, ainsi que d'autres mesures visant à réduire 

la formation de PM2.5. 

Par ailleurs, nos résultats soulignent l’importance d’étudier l’impact de mélanges de polluants 

plutôt que d’analyser les effets de chaque polluant pris individuellement , et ils justifient la mise 

en place de valeur toxicologique de référence (VTR) mélange, une orientation vers laquelle 

travaillent actuellement les experts de l’Anses (Anses, 2022). Les VTR mélange permettraient, 

par exemple, d’évaluer plus précisément les risques associés à l'exposition aux PM2.5 en fonction 

de leurs sources d’émission, et donc de leur composition chimique . 
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VI. Conclusion 
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À la convergence de plusieurs disciplines scientifiques (biologie, pharmacologie, toxicologie, 

épidémiologie, bio-informatique, etc.) le concept d’exposome s’est enrichi pour inclure les 

influences environnementales et les réponses biologiques associées.  

Les données issues des expérimentations in vitro, associant « expositions et modèles cellulaires 

réalistes », c’est-à-dire au plus proche des conditions réelles d’exposition humaine, permettront 

demain de participer à ce grand défi de Santé publique, et c’est dans ce sens que ce travail de thèse 

apporte une contribution innovante.  

Le développement d’un modèle intégrant un facteur de stress environnemental (PM2.5-0.3 et leur 

chimie), des modèles in vitro issus de donneurs avec ou sans pathologie respiratoire, a permis de 

générer un nombre de données permettant l’application d’une méthode d’analyse graphique par 

réseaux faisant ressortir l’importance de certains marqueurs biologiques des réponses 

inflammatoire et métabolique, comme l’illustre la Figure 51. 

Cette démarche, dont les résultats sont très encourageants, est à poursuivre pour que demain, les 

méthodes alternatives trouvent leur place légitime dans la recherche sur l’exposome.  

Figure 51 : Contribution de ces travaux de thèse à la connaissance de l’exposome.  
Importance de la chimie des PM2.5-0.3 sur leur impact au niveau bronchique humain. 
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VII. Perspectives de recherche 
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Ces travaux de thèse ouvrent de nombreuses perspectives de recherche.  

Dans un futur proche, il serait intéressant de compléter les expérimentations entreprises au cours 

de ces travaux, et plus particulièrement en : 

• envisageant d’autres donneurs (n=3 a minima) pour chaque statut physiopathologique et 

dans l’ensemble des trois études, afin d’affiner l’analyse de la variabilité interindividuelle au 

sein d'un même statut ; 

• collectant plus d'informations sur les donneurs, notamment des données relatives à 

l'histoire et à la sévérité de leur pathologie, les traitements médicaux en cours, ainsi que 

d'autres facteurs pouvant influencer les réponses cellulaires et moléculaires ; 

• complétant, pour les deuxième et troisième études, l’analyse de la modulation de 

l’expression génique avec l’ensemble des gènes envisagés dans la première étude ; 

• réalisant une validation protéique des résultats d’expression génique, afin de renforcer la 

fiabilité de nos données en confirmant que les modifications d’expression génique 

observées conduisent à des changements au niveau de la traduction des protéines ; 

• poursuivant l’étude des modifications épigénétiques pour mieux comprendre les 

mécanismes de régulation des gènes se mettant en place suite aux expositions aux PM2.5-

0.3, en analysant, par exemple, la méthylation globale ou spécifique de l’ADN ou encore 

l’expression de micro-ARN ; 

• améliorant le modèle d’analyse graphique par réseaux, avec un code couleur pour indiquer 

si un gène est surexprimé ou sous-exprimé, et en intégrant une notion de distance pour 

représenter le niveau de significativité et/ou l'amplitude des modulations,  

Dans un futur plus lointain, il serait intéressant de faire évoluer : 

• Les modèles in vitro par : 

o l’utilisation d’un modèle d’épithélium bronchique reconstruit en co-culture avec des 

cellules immunitaires, afin de prendre en compte les interactions complexes entre 

différents types cellulaires présents au niveau bronchique ; 

o l’utilisation d’organoïdes pulmonaires, ce qui permettrait d’étudier l'impact 

d’expositions aux PM2.5-0.3 pendant le développement de l’appareil respiratoire, un 

domaine de recherche encore peu exploré ; 

o la conception à l’aide d’une imprimante 3D, d’un support reproduisant l’appareil 

respiratoire (de la trachée aux alvéoles) sur lequel nous pourrions faire pousser des 



212 

cellules trachéales, bronchiques et alvéolaires. Ce modèle permettrait de mieux 

comprendre les effets des PM2.5-0.3 sur l’ensemble des voies respiratoires inférieures 

pouvant conduire au développement ou à l’exacerbation de pathologies 

respiratoires. 

• Le protocole d’exposition en : 

o utilisant des systèmes permettant des expositions à l’interface air-liquide, comme 

des systèmes de nébulisation de particules, ce qui offrirait la possibilité 

d’expositions à des concentrations plus faibles et sur des durées plus prolongées  ;  

o mesurant le potentiel oxydant (PO) des PM2.5-0.3 avant chaque exposition afin 

d’évaluer leur capacité à générer un stress oxydant et une inflammation. 

• Les techniques et les méthodes d’analyses, en intégrant des techniques omiques, telles 

que la génomique, la protéomique, la métabolomique, et l'épigénomique, permettant 

d'obtenir une quantité de données beaucoup plus vaste concernant les réponses biologiques 

se mettant en place suite aux expositions aux PM2.5-0.3. Les nombreuses données recueillies 

nécessiteraient des méthodes analytiques plus avancées, notamment des modélisations plus 

complexes voire l’utilisation de l'intelligence artificielle. 

En outre, la recherche sur l'exposome doit élargir son champ d'étude au-delà des PM2.5. Il est 

essentiel d'explorer d'autres facteurs environnementaux tels que d’autres polluants atmosphériques, 

des substances chimiques, des radiations, des contaminants biologiques, etc. ainsi que les effets de 

de combinaisons de plusieurs de ces facteurs. De plus, l’exploration d’autres systèmes biologiques 

que l’appareil respiratoire permettra une démarche d'investigation plus complète afin de mieux 

appréhender l’exposome. 
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Annexe 1 : Normes européennes (UE) et françaises (FR) de qualité de l’air (source : Ministère de la Transition 
écologique et de la Cohésion des Territoire et Ministère de la Transition énergétique) 

Dioxyde d’azote (NO2) 

Objectif de qualité 40 µg/m³ (FR) en moyenne annuelle 

Valeurs limites pour la 
protection de la santé 

humaine 

200 µg/m³ 

(UE) 

en moyenne horaire à ne pas 

dépasser plus de 18 heures par an 

40 µg/m³ (UE) en moyenne annuelle 

Niveau critique pour la 
protection de la végétation 

(NOx) 
30 µg/m³ (UE) en moyenne annuelle d’oxydes d’azote 

Seuil d’information et de 

recommandation 

200 µg/m³ 

(FR) 
en moyenne horaire 

Seuils d’alerte 

400 µg/m³ 

(UE) 

moyenne horaire pendant 3 heures 

consécutives 

ou si 200 µg/m 3 en moyenne horaire à J-1 et à J et 

prévision de 200 µg/m 3 à J+1 (FR) 

 

Oxydes d’azote (NOx) 

Niveau critique pour la 

protection de la végétation 
30 µg eq NO2.m -3 en moyenne annuelle 

 

Particules grossières (PM10) 

Objectif de qualité 30 µg/m³ (FR) en moyenne annuelle 

Valeurs limites pour la 

protection de la santé 

humaine 

50 µg/m³ (UE) 
en moyenne journalière à ne pas 

dépasser plus de 35 jours par an 

40 µg/m³ (UE) en moyenne annuelle 

Seuil d’information et de 

recommandation 
50 µg/m³ (FR) en moyenne sur 24 heures 

Seuil d'alerte 80 µg/m³ (FR) en moyenne sur 24 heures 

 

Particules fines (PM2,5) 

Objectif de qualité 10 µg/m³ (FR) en moyenne annuelle 

Valeur cible pour la 

protection de la santé 

humaine 

20 µg/m³ (FR) en moyenne annuelle 

Valeur limite 2015 pour la 
protection de la santé 

humaine 
25 µg/m³ (UE) en moyenne annuelle 
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Dioxyde de soufre (SO2) 

Objectif de qualité 50 µg/m³ (FR) en moyenne annuelle 

Valeurs limites pour la 

protection de la santé 

humaine 

350 µg/m³ 

(UE) 

en moyenne horaire à ne pas dépasser 

plus de 24 heures par an 

125 µg/m³ 

(UE) 

en moyenne journalière à ne pas 

dépasser plus de 3 jours par an 

Niveau critique pour la 

protection des écosystèmes 
20 µg/m³ (UE) 

en moyenne annuelle et 

en moyenne sur la période du 1er 

octobre au 31 mars 

Seuil d’information et de 

recommandation 
300 µg/m³ en moyenne horaire 

Seuil d'alerte 500 µg/m³ 
en moyenne horaire pendant 3 heures 

consécutives 

 

Ozone (O3) 

Objectif de qualité pour la 

protection de la santé 

humaine 

120 µg/m3 
pour le maximum journalier de la 

moyenne sur 8 heures par an 

Objectif de qualité pour la 

protection de la végétation 
6 000 µg/m³.h. 

en AOT40, calculée à partir des 

valeurs sur 1 heure de mai à juillet 

entre 8h et 20h 

Valeur cible pour la 

protection de la santé 

humaine 

120 µg/m³ 

maximum journalier de la moyenne 
sur 8 heures à ne pas dépasser plus 

de 25 jours par an (en moyenne sur 3 

ans) 

Valeur cible pour la 

protection de la végétation 

18 000 

µg/m³.h. 

(UE) 

en AOT40, calculée à partir des 

valeurs sur 1 heure de mai à juillet 
entre 8h et 20h (en moyenne sur 5 

ans) 

Seuil d’information et de 

recommandation 
180 µg/m³ en moyenne horaire 

Seuil d'alerte pour une 
protection sanitaire pour 

toute la population 
240 µg/m³ en moyenne horaire 

Seuils d'alerte nécessitant la 

mise en œuvre progressive 

de mesures d’urgence 

1er seuil : 240 

µg/m³ 

moyenne horaire pendant 3 heures 

consécutives 

2ème seuil : 300 

µg/m³ 

moyenne horaire pendant 3 heures 

consécutives 

3ème seuil : 360 

µg/m³ 
en moyenne horaire 

 

Monoxyde de carbone (CO) 

Valeur limite pour la 

protection de la santé 

humaine 

10 mg/m³ 

soit 10 000 

µg/m³ (FR) 

pour le maximum journalier de la 

moyenne glissante sur 8 heures 
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Benzène (C6H6) 

Objectif de qualité 
2 µg/m³ 

(FR) 
en moyenne annuelle 

Valeur limite pour la 
protection de la santé 

humaine 

5 µg/m³ 

(UE) 
en moyenne annuelle 

 

Éléments métalliques 

Objectif de qualité 

Plomb (Pb) 

0.25 µg/m³ 

(FR) 
en moyenne 

annuelle Valeur limite pour la 

protection de la santé 

humaine 

0,5 µg/m³ 

(UE) 

Valeur cible à compter de 2013 

Arsenic (As) 
6 ng/m³ 

(UE) 
en moyenne 

annuelle du contenu 

total de la fraction 

PM10 

Cadmium (Cd) 
5 ng/m³ 

(UE) 

Nickel (Ni) 
20 ng/m³ 

(UE) 

 

Benzo(a)Pyrène(B[a]P) 

Valeur cible à compter de 

2013 
1 ng/m³ (UE) 

en moyenne annuelle du contenu total 

de la fraction PM10 

 

Définitions des normes Qualité de l’Air 

Objectif de qualité : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère à 
atteindre à long terme, sauf lorsque cela n’est pas réalisable par des mesures proportionnées, afin 
d’assurer une protection efficace de la santé humaine et de l'environnement dans son ensemble;  

Valeur cible : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère fixé dans le but 
d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la santé humaine ou sur l’environnement 
dans son ensemble, à atteindre, dans la mesure du possible, dans un délai donné ; 

Valeur limite : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère fixé sur la base 
des connaissances scientifiques à ne pas dépasser dans le but d’éviter, de prévenir ou de réduire les 
effets nocifs de ces substances sur la santé humaine ou sur l'environnement dans son ensemble; 

Seuil d’information et de recommandation : niveau de concentration de substances polluantes 
dans l’atmosphère au-delà duquel une exposition de courte durée présente un risque pour la santé 
humaine des groupes particulièrement sensibles de la population rendant nécessaires des 
informations immédiates et adéquates; 

Seuil d’alerte : niveau de concentration de substances polluantes dans l’atmosphère au-delà duquel 
une exposition de courte durée présente un risque pour la santé de l’ensemble de la population ou 
de dégradation de l’environnement justifiant l’intervention de mesures d’urgence.
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