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Partie | — La pollution atmosphérigue de type
particulaire est un enjeu majeur en Santé publique

1. Généralités sur la pollution atmosphérique

Selon un communiqué de presse de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) publié
en 2014, la pollution atmosphérique est un probléme de santé publique primordial ayant causé
3,7 millions de décés prématurés dans le monde en 2012 (OMS 2014). Compte tenu de
laugmentation de l'activitt humaine générant ce type de pollution, il est déterminant de
prendre en considération ce probléme sous-évalué de nos jours et qui ne peut que s’amplifier
au cours des années a venir, posant la question du risque pour la santé des générations
futures. Dans ce contexte, les données expérimentales et épidémiologiques disponibles
suggerent que I'exposition a différents polluants environnementaux au cours de la phase
précoce du développement que constituent la grossesse et I'allaitement, est 8 méme d’induire
a l'age adulte des troubles neurocomportementaux et neurodégénératifs qui peuvent étre
préjudiciables a la santé de l'individu. En revanche, des études restent a réaliser sur les effets
de I'exposition indirecte du feetus via la mére gestante aux particules environnementales et la

pollution atmosphérique sur le développement cérébral et le devenir de l'individu.

Afin de réaliser ces études, il est nécessaire de prendre en compte les différents
polluants environnementaux ainsi que les voies d’administration les plus adaptées au modéle

d’étude par exemple, les polluants de ['air.

1.1. Les polluants de I’air

Les polluants atmosphériques sont classés en deux catégories: les polluants
primaires, qui peuvent étre émis par les activités humaines et les polluants secondaires qui

eux, découlent de réactions chimiques entre gaz atmosphériques.

Les polluants primaires regroupent les oxydes d’azote (NOy), le monoxyde de carbone
(CO), le dioxyde de soufre (SO,), les composés volatiles organiques et les particules primaires
charbonneuses et non charbonneuses. Les polluants primaires sont dégagés dans
'atmosphére par diverses sources telles que les cheminées des usines ou les systémes
d’échappement des véhicules. De plus, il est envisageable de quantifier leurs émissions afin

d’établir un recensement de leurs différentes origines.



Les polluants secondaires, eux, proviennent de réactions chimiques entre certains
polluants primaires et I'atmosphére, impliquant généralement des composants naturels

comme l'oxygéne et I'eau. Parmi cette catégorie de polluants, on retrouve les NOx les

particules secondaires et 'ozone. Du fait de leur mode de formation aléatoire, ce type de

polluants ne peut étre utilisé pour dresser une liste de leurs sources d’émissions.

Dés lors on peut concevoir la pollution atmosphérique comme un mélange complexe
formé d’une fraction gazeuse, principalement issue de Il'utilisation de combustibles fossiles
(gaz, pétrole et charbon de bois), d’'une fraction liquide et d’'une fraction particulaire en
suspension, constituée d’agglomérats de particules solides présentes dans I'atmosphére.
L’origine des émissions peut étre naturelle (éruptions volcaniques, décomposition de matieres
organiques, incendies de forét...) ou anthropique (transport, industrie, agriculture, chauffage

résidentiel).

C’est pourquoi, selon les sources d’émissions, la nature des composés et les
transformations encourues, la pollution de 'air constitue une problématique difficile a évaluer
et a traiter, et doit étre prise en considération a différents échelons. Ainsi, chaque composé
est généralement classé par famille selon une réglementation particuliére, par rapport a des
caractéristiques physico-chimiques communes ou suivant les effets qu'il peut induire chez
’homme et 'animal (CITEPA, 2015).

1.1.1. La fraction gazeuse

Il s’agit de l'ozone troposphérique. Depuis plusieurs années maintenant, il est
considéré comme un des problémes de pollution atmosphérique les plus répandus au niveau
mondial. On note des différences de concentration d’ozone importante au sein des zones
urbaines, mais aussi dans leurs alentours (W.H.O 2006). Ces variations s’expliquent par les

réactions chimiques entre I'ozone et les NOx émis dans ces zones. Dans celles fortement

polluées comme les villes, I'acide nitrique émis par le trafic routier réagit spontanément avec
'ozone de I'atmosphére et diminue ainsi les quantités d’ozone mesurées dans ces zones
géographiques. A noter que les réactions chimiques sont étroitement liées au rayonnement

solaire, entrainant de grandes différences de concentrations d’'ozone au niveau mondial.

Les NOyx sont des composants majeurs du « smog photochimique », un brouillard

brunatre épais causé par une réaction chimique entre un mélange de polluants

atmosphériques (NOyx, composés organiques volatils, monoxyde carbone) en présence de

rayonnements solaires limitant la visibilité dans 'atmosphére. Par exemple, le dioxyde d’azote



(NO,) provient majoritairement du trafic routier, mais aussi, dans une moindre mesure, de
I'industrie, du trafic maritime et des habitations. En Europe, la concentration moyenne en NO,

dans l'air (mesure en zone urbaine, rurale ou industrielle) varie de 14 pg/m® en Islande a

44 ug/m?® en France (Eerens et al., 2005).

Enfin le dioxyde de soufre (SO,) provient de la combustion des énergies fossiles.
Depuis 2000 en Europe, Amérique du Nord et dans certaines parties de 'Asie, on note une
diminution de la concentration en SO, dans l'air du fait de la diminution de I'utilisation de
charbon. Toutefois, au nord de la Chine, le charbon reste une source d’énergie majeure

produisant ainsi de fortes concentrations en SO,. Entre 2000 et 2005, la concentration
moyenne annuelle en SO, dans I'air dans des villes d’Asie, d’Europe, d’Afrique et d’Amérique

du Nord et du Sud, avoisinait 20 pg/m?® pour 50% d’entre elles et dépassait 50 ug/m?® pour 15%
d’entre elles (W.H.O 2006).

1.1.2. La fraction particulaire

Les polluants atmosphériques sont généralement classés selon leur taille. Cette
classification est possible car les polluants sont composés de deux phases : une phase
gazeuse et une phase particulaire. C’est cette phase particulaire qui est utilisée pour établir
ce classement. Les particules peuvent étre de taille treés faible : par exemple inférieure a 100
nm de diamétre pour la phase particulaire ultrafine, plus importante pour les particules de
poussiéres grossiéres qui s’approchent des 10 ym de diamétre, voire trés importante pour les
grosses particules pouvant atteindre 20 um. Ces particules ont donc des tailles et des

compositions chimiques trés diverses dépendant de leurs sources d’émissions.

Les PM,, (Particulate Matter 10) sont les particules ayant un diametre inférieur a
10 ym. Elles sont souvent utilisées comme indicateur de la concentration particulaire
atmosphérique. Leurs concentrations annuelles moyennes varient entre 35 et 220 pg/m® en
Asie (State Environmental Protection Administration 2002 ; Sivertsen 2004) et entre 30 et
129 ug/m?® en Amérique latine (Bourotte et al. 2005), tandis qu’en Europe et en Amérique du
Nord elles sont moins étendues allant de 15 & 60 ug/m?® (CAFE Working Group on Particulate
Matter 2004 ; Sivertsen & El Seoud 2004 ; US Environmental Protection Agency 2006, WHO,
2016)

La catégorie PM,, (Particulate Matter 2,5) regroupe les particules d'un diamétre

inférieur a 2,5 um. Ce groupe de particules est un bon indicateur des risques pour la santé

causés par la pollution atmosphérique (W.H.O 2006). En raison de leur petit diameétre, ces



particules pénétrent profondément dans l'arbre bronchique et atteignent la circulation
sanguine (Wichmann et al., 2007 ; Figure 1). Aux Etats-Unis, en 2002, la concentration

moyenne en PM, ; calculée a partir des concentrations de 125 villes de 75 000 a 9 millions

d’habitants était de 12,5 ug/m*® (US Environmental Protection Agency 2003). Récemment elle
a été réévaluée aux alentours de 9 pg/m?* (WHO, 2016). En Europe, la concentration annuelle

en PM, ; sur des sites proches du trafic routier varient de 20 a 30 ug/m?®, alors qu’en zones

rurales la moyenne tend entre 11 et 13 ug/m* (CAFE, 2004).

Enfin, les particules ultrafines ou nanoparticules qui ne dépassent pas les 100 nm ne
sont pas utilisées comme indicateurs des risques pour la santé et ne sont soumises a aucune
réglementation particuliére en raison du manque de données sur les niveaux d’exposition et
des difficultés rencontrées pour les quantifier (Kappos et al., 2004 ; WHO, 2013, 2014). Elles
sont issues de la nucléation, phase initiale du processus de transformation d’un gaz en
particule. Leur dimension peut changer via un processus de condensation (lorsque des
composants gazeux se condensent a la surface de la particule) ou par coagulation (lorsque
deux ou plusieurs particules s’agrégent pour en former une plus grosse). Il est important de
noter que, pour un méme volume donné, ces nanoparticules adsorbent une plus grande
quantité de composés organiques et métalliques a leur surface par rapport aux grosses
particules, ce qui a un impact direct sur leur niveau de toxicité (Ibald-Mulli et al., 2002 ; Nel,
2005).
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1.2 Origines de la pollution atmosphérique

1.2.1. Le trafic routier

La principale source de pollution atmosphérique est le trafic routier, toutes émissions
confondues, sans distinction de véhicules. Deux tiers des oxydes d’azote, ainsi que la moitié
des PMjo et des PM2s en sont issus. Les émetteurs primaires sont majoritairement les gaz

d’échappement, mais aussi les évaporations de gasoil et surtout d’essence (Ghio et al., 2012).

Les gaz d’échappement de diesel contiennent plus de 40 polluants atmosphériques
toxiques. Parmi ceux-ci, une part importante correspond aux particules et plus précisément
aux particules ultrafines (UFPM). En raison de leur petite taille, ces particules présentent des
propriétés particulieres telles qu'un rapport surface/volume trés élevé et une surface
d’échange augmentée (Linse et al., 2007). De plus, leur surface, plus réactive, leur permet de
se lier facilement a d’autres toxines dans I'environnement. Les PFD (Particules des Fumées
de Diesel) s’averent donc étre un polluant majeur de l'air (Donaldson et al., 2005 ; Costa et
al., 2014 ).

1.2.2. Autres sources de pollution atmosphérique

La combustion d’énergies fossiles dans les centrales de combustion est la seconde
source d’émission polluante dans de nombreux pays industrialisés (News 2015; Petitjean
2016). Cette combustion a haute température crée du SO, et des NOy, en cas de présence
de soufre dans le combustible, ainsi que des composés organiques volatiles provenant surtout

de la combustion partielle du charbon et du pétrole.

Une troisieme source d’émissions correspond aux industries utilisant des procédés

engendrant des émissions de polluants atmosphériques comme les NOy, le SO, et les

composeés volatiles organiques.

Les feux de forét et la combustion de la biomasse sont des autres sources non

négligeables puisqu’ils rejettent aussi des NOyx, du CO, des composés organiques volatiles et

des particules en suspension. Ces événements sont toutefois imprévisibles et par conséquent

difficilement quantifiables pour les recensements d’émissions polluantes.

Pour finir, la nature est source de différents gaz et particules, les plus connus étant les
composeés volatiles organiques émis par les arbres et autres végétaux (par exemple : terpéne,
isopréne et autres composants). L’élevage n’est pas a exclure non plus puisqu’il produit

environ 9% des émissions anthropiques de CO, via I'expansion des paturages et I'utilisation
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d’énergie fossile pour le fonctionnement des engins agricoles ainsi que le chauffage des

batiments (Food and Agriculture Organization of the United Nations 2006).

2. Le moteur diesel pointé du doigt pour sa possible

implication dans la toxicité environnementale

Durant les vingt dernieres années, la taille du parc automobile des véhicules a essence
a diminué régulierement et progressivement tandis que celle du diesel a explosé entre 1995
et 2005 pour ralentir par la suite. (Figure 2). Actuellement, le pourcentage de veéhicules
particuliers a moteur diesel dans le parc automobile frangais atteint 58,3%, faisant de la France
la 8% nation européenne avec le plus grand nombre de véhicules diesel derriére I'lrlande, le
Portugal, I'ltalie, le Luxembourg, I'Autriche, la Suéde et 'Espagne (Comité Constructeurs
Francais d'Automobiles 2017).

Breveté par Rudolf Diesel en 1892, le moteur diesel a été développé comme un moteur
offrant plus d’efficacité énergétique que les moteurs a essence et plus robuste, ce qui explique
ses avantages économiques. De plus, la motorisation diesel €émet moins de CO, qu'un moteur
a essence. Toutefois, les moteurs diesel dégagent plus de particules par kilométre parcouru

que les moteurs a essence (Figure 3).

21. Composition des gaz d’échappement de moteur diesel

Comme les polluants atmosphériques, les gaz d‘échappement de moteur diesel sont
un mélange complexe regroupant trois phases: une solide, une liquide et une gazeuse
(Westerholm & Egeback 1994 ; Chan et al., 2007).

La phase solide est principalement constituée de particules carbonées primaires avec
un noyau de carbone élémentaire, aussi appelé carbone suie, de 10 a 30 nm de diameétre (Liati
& Eggenschwiler 2010 ; Bernard et al., 2014). Ces particules peuvent s’agglomérer et former
des agrégats d’un diamétre pouvant aller de 60 a 100 nm (Cheng et al., 1984). La formation
de ces particules durant la combustion est complexe et encore peu connue a ce jour. La

création des particules serait due a la pyrolyse du carburant non brilé et des huiles de
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Figure 2 : Représentation graphique et comparaison des différents types d'émissions
rejetées par les voitures essence et diesel (d’apres I'Euro 6). Image issue de Bernal
Melendez et al., a 2019.
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Figure 3 : En haut. Evolution des ventes de diesels sur les 26 derniéres en France. Image issue de
www.fiches-auto.fr. En bas. Représentation du parc automobile frangais concernant le rapport entre
I’essence et le diesel depuis 1990. Il s’agit de la composition du parc automobile qui compte a ce jour
35 millions de véhicules. L’échelle de I'axe des Y est en pourcentage. Image issue de www.fiches-

auto.fr.
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lubrification, suivie de réactions de polymérisation et autres processus physico-chimiques
(Steiner et al., 2016 ; Figure 4). En plus du carbone élémentaire, la phase solide contient des
métaux provenant des additifs des huiles de lubrification, du carburant ainsi que de l'usure du
moteur (Mayer et al., 2010). A la température de combustion, ces additifs peuvent subir des
processus de nucléation, condensation ou vaporisation, conduisant a leur intégration dans les
particules carbonées et la formation de particules avec un noyau métallique et/ou former des
oxydes de métal avec un diametre allant jusqu’a 10 nm (Burtscher 2005 ; Maricq 2007 ; Mayer
et al., 2010). D’autres phénoménes sont a prendre en considération lors de la formation des
particules comme I'adsorption, la coagulation ou la condensation des composés organiques
et soufrés qui s’associent a ces particules carbonées pour former des particules dites

secondaires en raison de leurs modifications physico-chimiques.

La fraction organique liée aux particules diesel provient du carburant non brdlé, de
I'huile de lubrification présente dans les moteurs et en faible quantité des produits de pyrolyse.
Le carbone élémentaire reste le composant majeur de la phase solide (75%) (U.S.E.P.A.
2002). Il posséde une faible capacité a se dissoudre dans les tissus biologiques comme la
muqueuse pulmonaire, ce qui suppose que la composition chimique élémentaire de la
particule joue un rble dans la toxicité sans pour autant en étre le facteur déterminant (Steiner
etal.,, 2012 ; Ma et al., 2014). Néanmoins, les composés toxiques adsorbés a la surface des
particules semblent produire des dérivés réactifs de I'oxygéne comme le peroxyde
d’hydrogéne (Geller et al., 2006 ; Antinolo et al., 2015).

La phase gazeuse quant a elle, est composée a 99% de gaz inorganiques non toxiques
comme l'oxygéne, 'azote et I'eau. Le pourcentage restant correspond aux gaz toxiques tels
que le dioxyde de carbone (CO,), le CO, le monoxyde d’azote et le NO,. La fraction organique
est caractérisée par de petites molécules comme le méthanol, I'éthylene ou le formaldéhyde,
mais surtout par des grosses molécules comme les HAP, les HAP nitrées et les composés
aromatiques hétérocycliques (CAH). La présence de ces composés organiques sous forme
gazeuse dépend de la température de I'échappement ainsi que du poids moléculaire du
composeé. De plus, ils peuvent étre adsorbés par les particules carbonées ou métalliques ou
se condenser pour former des particules qui formeront avec des gouttes d’eau la phase liquide

des gaz d’échappement de moteur diesel (Zielinska et al., 2004 ; Burtscher 2005).

Enfin, la composition de ces trois phases dépend essentiellement du type de moteur,
du type de carburant, de I'huile de lubrification ainsi que de leurs additifs (Giakoumis et al.,
2013 ; Imtenan et al., 2014 ; Popovicheva et al., 2015). Pour la plupart de ces composés

organiques, il est difficile de savoir s’ils appartiennent a la fraction gazeuse ou liquide, leur
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Figure 4 : Composition chimique d’une particule de diesel. Les particules Diesel se composent d’'un carbone
élémentaire engendré lors de la combustion, sur lequel sont adsorbées des espéeces organiques diverses. Image
issue de ADEME, 2005
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attribution dépendant de [I'équilibre entre la condensation et [I'évaporation, la
concentration d’échappement et la disponibilitt des noyaux et des surfaces pour la

condensation.

2.2. Les dangers en lien avec le diesel

Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), qui est I'agence de TOMS
pour le cancer, a classé dans le groupe 1 les gaz d'échappement des moteurs diesel les
considérant comme produit cancérogéne "certain" pour 'lHomme (Habert & Garnier, 2015 ;
Santé Publique France, 2016).

Par ailleurs, pour la Commission Européenne, les émissions issues des moteurs diesel
seraient responsables de 386 000 décés prématurés en Europe occidentale. De plus, ce ne
sont pas tant les émissions de CO,, mais plutét celles de I'oxyde d’azote (NOx) et des
particules fines et ultrafines qui sont pointées du doigt dans le cas des moteurs diesel. La
toxicité des émissions des moteurs diesel semble ainsi essentiellement liée a leur phase
particulaire et gazeuse. En effet, on estimait au sein de 'Europe en 2005 environ 30 000 décés
précoces par an en lien avec la pollution atmosphérique urbaine (Conceigao et al., 2001).
Hoek et collaborateurs (2002) ont également constaté une augmentation du nombre de déces
au sein de populations habitant a proximité d’une route a trafic important. Enfin, 'OMS a estimé
que la pollution de l'air en 2012 était responsable de 7 millions de décés dans le monde, dont
pres de 600 000 en Europe (ce qui correspond a un huitieme du nombre total de décés (WHO,
2014a)).

La pollution de lair favorise donc le développement de certaines pathologies
chroniques graves. Les données épidémiologiques ont spécifiquement mis en évidence des
effets de la pollution liée au trafic automobile sur les systémes respiratoire et cardiovasculaire
en particulier pour la phase particulaire (Pope et al., 2004 ; Ostro et al., 2006 ; Bai et al., 2007).
Le programme CAFE (Clean Air For Europe) de la Commission Européenne (CAFE, 2005) a
calculé qu’en France 42.000 décés par an étaient en relation avec I'exposition chronique aux
particules d’origine anthropique (notamment les particules fines, PM1o et PM2s). Le projet
Aphekom (2011), coordonné par I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) et mené dans 25 villes
européennes de 12 pays, a rendu publique en mars 2011 une nouvelle évaluation des impacts
sanitaires de la pollution atmosphérique en Europe. Cette étude a montré qu’une exposition
chronique aux particules fines favorise l'apparition d’asthme chez l'adulte, de broncho-
pneumopathies chroniques obstructives, d’altérations du développement de la fonction

respiratoire chez I'enfant, de maladies cardiovasculaires et de cancers du poumon. A ce jour,
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des preuves du réle important des particules ultrafines a I'échelle nanométrique dans les effets
observés s’accumulent (Ostro et al., 2006 ; Kim et al., 2015 ; Falcon-Rodriguez et al., 2016 ;
Xing et al., 2016).

Récemment les données épidémiologiques ont également suggeéré qu’une exposition
a la pollution atmosphérique pouvait étre a l'origine de troubles neurodégénératifs pouvant
entrainer des pathologies graves dans des populations directement exposées, que ce soit
chez I'enfant, I'adulte ou la personne agée (Genc et al., 2012 ; Costa et al., 2014 ; Calderdn-
Garciduefas et al., 2015).

Pour réduire I'impact des transports routiers sur la qualité de I'air, en complément de
la diminution du trafic, les véhicules diesel ont ainsi été équipés de filtres a particules (Euro 6).
Toutefois, et malgré cette mise en place, les filtres ne bloquent que les particules les plus
massives. Les particules de petite taille ne sont donc pas retenues et continuent a étre émises.
Ces particules ultrafines constitueraient 90 % des particules émises par les moteurs diesel de

derniére génération.

3. Les dispositifs mis en ceuvre face a la pollution
atmosphérique

3.1. Réglementations et recommandations

Des politiques publiques de réglementation ont été rapidement mises en place pour
surveiller, informer et planifier des actions pour contréler les niveaux de pollution
atmosphérique. La premiére réglementation des émissions de gaz d’échappement a été mise
en place en 1967 par 'agence de protection de I'environnement des Etats-Unis (USEPA). En
France, Air Parif, association agréée par le ministére de 'Environnement pour la surveillance
de la qualité de I'air en région lle de France, définit des « valeurs limites », des « seuils
d’information, de recommandation et d’alerte » et des « objectifs de qualité » (AirParif 2010,
2016a ; Figure 5).

3.1.1. A I’échelle mondiale

L'OMS a publié en 2005 une synthese présentant les effets de la pollution
atmosphérique sur la santé en fonction des principaux polluants et les valeurs seuils au-dela
desquelles la pollution atmosphérique est considérée comme nuisible a la santé (OMS 2005).

Cette synthése mentionne que la mortalité due a la pollution de l'air pourrait étre réduite de
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Seuil de L.
Polluants Valeurs limites recommandation Seuil d’alerte Ob'edtfs =
etd’information G
Moyenne annuelle Moyenne
(2010) : 40 pg/m3 annuelle :
40 pg/m3
Dioxyde Moyenne horaire Moyenne horaire : Moyenne horaire :
& d'azote (2010): 200 pg/m3 400 pg/m3 (si dépassé sur
3 (NO,) 200 pg/m?3 (2 ne pas 3hconsécutives)
Eb dépasser plus de 200 pg/m?3 (si dépassé la
z 18h/an) veille etrisque le
£ lendemain)
Maximum journalier
Monoxyde
de la moyenne sur 8
de carbone heures :
(<o) 10000 pg/m3
Moyenne annuelle Moyenne
(2005) : 40 pg/m3 annuelle :
30 pg/m3(2005)
et 25 pg/m3
(2012)
PM10
~ Moyenne journaliére Moyenne Moyenne journaliére :
'_; (2005 et 2012) : journaliére: 8opg/m3
2 50 pg/m3(a ne pas 50 pg/m?3
'g dépasser plus de 35
% jours/an
£ Moyenne annuelle Moyenne
(2015): annuelle :
25 pg/m3 1opg/m?
PM2,5
Moyenne Moyenne journaliére :
journaliére: 50 pg/m3
30 pg/m3

Figure 5 : Récapitulatif des valeurs limites, des seuils et des objectifs de qualité pour différents polluants
atmosphériques en Europe. Valeur limite : Niveau a ne pas dépasser et fixer sur la base des connaissances
scientifiques menant a la prévention et la réduction des effets nocifs sur la santé humaine ou sur I'environnement ;
Seuil de recommandation : Niveau au-dela duquel une exposition de courte durée présente un risque pour la
santé humaine ; Seuil d'alerte : Niveau au-dela duquel une exposition de courte durée présente un risque pour la
santé de humaine ou une dégradation de I'environnement ; Objectif de qualité : Niveau a atteindre a long terme
et a maintenir afin d'assurer une protection efficace de la santé humaine et de I'environnement. D’apres Air Parif,
2008 ; modifié par Valentino et al., 2017.
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15% si la concentration atmosphérique en PM,, était réduite de 70 a 20 ug/m°. Les
valeurs seuils publiées par 'OMS pour la fraction particulaire sont de 20 pg/m*® en moyenne
annuelle et 50 ug/m® en moyenne journaliére pour les PMo et de 10 ug/m® en moyenne

annuelle et 25 pg/m® en moyenne journaliére pour les PMzs (OMS 2005).
3.1.2. A I’échelle européenne et francaise

En Europe, les directives relatives a la qualité de l'air ont fixé successivement des
niveaux maximaux de particules admissibles dans I'air ambiant de 50 pug/m® pour les PM,,
(directive 1999/30/CE) et 80 pg/m® pour les PM,5 (directive 2008/50/CE). Néanmoins, ces
niveaux sont bien souvent dépassés. On estime que plus de 80% des Européens sont exposés
a des niveaux de particules supérieurs a ceux préconisés par les lignes directrices sur la
qualité de I'air émises par 'OMS (OMS, 2013).

Enfin, d’aprés I'avis de 'Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I'alimentation, de
'environnement et du travail (ANSES) du 23 mars 2009, relatif aux particules dans lair
ambiant, 'impact sanitaire prépondérant a I'échelle frangaise est d(i a des expositions répétées
a des niveaux modeérés de particules. Ainsi, pour 'agglomération parisienne en 2004, I'impact
sanitaire court terme causé par les particules fines était di a 97% a des niveaux inférieurs a
50 pg/m?® pour les PM,, et 3% a des niveaux supérieurs a ce méme seuil, du fait de la rareté
de ces événements, d’aprés les données épidémiologiques du Programme de surveillance air
et santé (Psas) et de I'Institut de veille sanitaire (InVS) (ANSES, 2009). Dés lors, il semble
probable qu’il ne soit pas possible d’observer un seuil de concentration en particules en deca
duquel aucun effet sanitaire ne serait constaté. Considérant ces éléments, TANSES estime
que l'abaissement de la valeur moyenne de la concentration particulaire sur le long terme
ameénerait a un bénéfice sanitaire plus important qu’une stratégie de gestion focalisée sur les
pics journaliers de pollution particulaire. Autrement dit, d’'un point de vue strictement sanitaire,
la gestion des risques devrait prioritairement viser I'abaissement des niveaux moyens de
particules. L'OMS conseille de ne pas dépasser 50 ug/m?plus de 3 jours par an (ANSES,
2009).

3.2. Objectifs et actions contre les rejets polluants de I'air

Malgré la prise de conscience des dangers en lien avec la pollution atmosphérique et
de ses conséquences pour I'environnement et la santé humaine, les capacités d’expertise, les

moyens de recherche, la formation et I'information concernant I'évaluation des risques
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chimiques tendent seulement a étre coordonnés avec, pour l'instant, des résultats encore peu
concluants (REACH, 2007).

Concernant la pollution de I'air, du fait de la contribution significative du trafic routier,
des réglementations nationales et internationales visant les concentrations atmosphériques
de polluants émises par les véhicules ont été mises en place aux Etats-Unis, dans I'Union
Européenne et au Japon. Ces réglementations définissent en particulier la quantité (en g) de
polluant émis (NOyx, CO, composés organiques volatiles et particules) par distance parcourue
(en km) au cours d’un cycle de conduite standard (vitesse controlée). Il existe deux types de
cycles de conduite. Les cycles modaux (comme le NEDC, New European Driving Cycle, utilisé
en Europe) sont une compilation d’accélérations linéaires et de périodes a vitesse constante
(33 km/h).

lls sont peu représentatifs de la réalité et c’est pourquoi le NECD a été remplacé en
2017 par le test WLTP (Worldwide harmonized Light vehicles Test Procedures), plus réaliste,
mesurant les rejets de CO; et de certains polluants (NOx, CO, hydrocarbures et particules
fines). L’autre type de cycle de conduit correspond aux cycles transitoires. lls comportent de
multiples variations de vitesse et ressemblent davantage a des conditions de conduite sur
route. Aux Etats-Unis, 5 cycles différents sont utilisés. lls associent un cycle de représentation
de la conduite en ville, un sur autoroute et trois autres simulant une conduite plus agressive,
sous température extérieure élevée et sous température extérieure négative. Lors de ces

cycles de conduite, les gaz d’échappement sont collectés puis analysés.

Si on note d’'importants progrés en ce qui concerne les polluants classiques de l'air
ambiant, notamment liés aux activités industrielles et au trafic, une attention particuliere est
affichée par rapport aux nanoparticules, pour lesquelles I'exposition et les effets sur la santé
et le bien-étre de l'individu sont encore mal connus (IFEN, 2006). En juillet 2017, TANSES
dévoilait dans un avis, la nécessité d’accumuler de fagcon durable I'acquisition de données
dans l'air ambiant pour les particules ultrafines et le carbone suie. De plus, il suggére
d’assurer un suivi particulier sur le long terme pour ces deux substances, compte tenu de leur

abondance et de leur enjeu potentiel en termes d’impact sanitaire.

Les objectifs actuels majeurs visent donc a la surveillance de la qualité de I'air et des
rejets de polluants dans l'atmosphére, ainsi qu’'a I'évaluation des effets sur la santé et
'information du public. Les directives établies reposent sur la réduction, la limitation, voire
linterdiction de certaines émissions polluantes dans une perspective de développement
durable et d’amélioration de la qualité de l‘air, permettant ainsi de minimiser I'impact de la

pollution atmosphérique sur les différents écosystémes et la santé des individus.
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Au niveau européen, le plan « Air pur pour 'Europe », inscrit dans le programme «
Clean Air For Europe (CAFE) », a pour objectif de mettre en place une stratégie intégrée et a
long terme de lutte contre la pollution atmosphérique et de prévention des risques pour la
santé et I'environnement en particulier en diminuant les risques d’exposition aux particules et

a l'ozone.

Malgré les actions entreprises, les niveaux observés pour plusieurs polluants restent
insatisfaisants notamment pour les particules, I'ozone et le dioxyde d'azote démontrant ainsi
que ces réglementations ne sont pas toujours respectées. De ce fait, de nombreux travaux ont
émergé dans le but d’identifier les effets néfastes de la pollution particulaire notamment ceux
en lien avec I'évolution neurocomportementale de I'enfant. Afin de corroborer les constats
épidémiologiques observeés, le recours aux modeéles animaux s’est avéré nécessaire pour
analyser les mécanismes sous-jacents aux effets suite a une telle exposition, et ce, en

contrélant 'environnement maternel.
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Partie Il — Les méfaits et le guestionnement légitime sur
les particules issues du moteur diesel

1. Les divers effets nocifs des particules issues des

fumées de diesel

La pollution atmosphérique, et plus particulierement celle liée a la phase particulaire,
est donc une préoccupation majeure en matiere de santé publique et les données
épidémiologiques récentes montrent qu’elle exerce des effets délétéres sur 'organisme, que
'exposition survienne au cours de la vie adulte ou durant la période critique qu’est le
développement feetal (Costa et al., 2014 ; Calderén-Garciduenas et al., 2015). De taille
nanométrique, elles peuvent pénétrer profondément dans le tractus pulmonaire et/ou franchir
les barrieres comme la barriere cutanée ou la barriére placentaire pour atteindre la voie
systémique, et par extension de nombreux organes comme le foie, le rein, la rate ou le cerveau
(L’azou et al., 2008). Dés lors, la présence physique de ces particules au niveau de ces
différents organes pose la question de leur toxicité a laquelle peu d’études ont été consacrées

jusqu’a présent.

1.1. La contribution des particules fines aux

neuropathologies

En 2001, Calderon-Garciduefias et collaborateurs ont débuté leurs travaux en mettant
en évidence un lien entre une exposition directe chronique a la pollution atmosphérique et une
neurotoxicité. lls ont étudié des chiens résidant dans des zones fortement polluées du Mexique
et ont observé chez eux des dysfonctionnements neuronaux importants impliquant une rupture
de la barriére hématoencéphalique (BHE) et une inflammation cérébrale. lls ont aussi décelé
une accumulation de plaques béta-amyloides et une dégénérescence neurofibrillaire dans
plusieurs régions cérébrales (Calderon-Garciduefias et al., 2001, 2003b, 2008a). Chez
'homme, cette équipe a mis en évidence I'accumulation de particules liées a la pollution
automobile dans I'épithélium nasal chez des jeunes habitants de Mexico ainsi que la rupture
de la barriere épithéliale des voies respiratoires. Des inflammations systémiques et cérébrales
ont aussi été observées. Les particules semblent ainsi pouvoir transloquer facilement vers le
systéme nerveux central et activer des réponses immunitaires, lesquelles peuvent contribuer
a la mise en place des neuropathologies (Calderén-Garciduefas et al., 2003a, 2008a, 2008b,
2010, 2014).
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Chez 'enfant, les données épidémiologiques montrent clairement une augmentation
de la vulnérabilité a la pollution de I'air, et sa possible participation dans I'apparition de troubles
neurodéveloppementaux, telles que les troubles du spectre autistique et les troubles du déficit
de l'attention et de I'hyperactivité (Guxens et al., 2012, 2014 ; Becerra et al., 2013 ; Lanphear
et al., 2015 ; Calderon-Garciduefias et al., 2016 ; Harris et al., 2016). Cette vulnérabilité
s’explique par le fait que le cerveau de I'enfant est en cours de développement. Celui-ci
correspond a un phénoméne complexe qui est caractérisé par une succession d’événements
cellulaires tels que la neurogenése (prolifération des cellules neurales progénitrices), la
migration de ces cellules vers les différents territoires cérébraux et la différenciation en

neurones ou en cellules gliales.

Survient ensuite la synaptogenése, phase pendant laquelle les neurones établissent
les connexions synaptiques entre eux, la construction de ces réseaux neuronaux se faisant
sous l'influence des stimuli environnementaux pergus par celui-ci. Pour autant, ces réseaux
ne restent pas figés et sont modifiables tant au plan fonctionnel que structural tout au long de
la vie de I'individu dans un phénomeéne dit de plasticité synaptique. Le développement cérébral
s’établit, ainsi, selon une séquence temporelle précise qui débute lors des stades les plus
précoces de la grossesse et qui se poursuit au cours des premiéres années de la vie
postnatale, la persistance d’une plasticité fonctionnelle et /ou structurale des réseaux de
neurones permettant ainsi d’adapter en permanence l'activité fonctionnelle cérébrale et le

comportement aux stimulations provenant de I'environnement (Rice et Barone., 2000)

Du fait des caractéristiques de son développement, le cerveau est donc le seul organe
qui reste sensible a des perturbations environnementales pendant une période relativement
longue de la vie de lindividu, incluant 'ensemble de la gestation et la période prépubertaire
avec de possibles conséquences au niveau neurocomportemental. Ces perturbations
survenant au cours de la phase de développement précoce ont alors une influence néfaste
sur la maturation cérébrale et peuvent altérer des processus histologiques et cytochimiques
sans pour autant induire de Iésions anatomiques décelables, mais, avec pour conséquence
'apparition de troubles fonctionnels qui peuvent étre graves et qui peuvent nuire au devenir
de [lindividu. De telles approches relévent du concept de la tératogenése
neurocomportementale ce qui fait du cerveau un organe hautement sensible aux PFD
(Schroeder et al., 2012).

Plusieurs revues, notamment celles de Guxens et Sunyer et de Block en 2012,
récapitulent les études sur les effets neuropsychologiques de la pollution atmosphérique chez
les enfants et adultes. Elles émettent 'hypothése que la pollution de I'air engendrerait des

Iésions de la substance blanche et des vaisseaux cérébraux associées a des modifications
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cognitives, comme des déficits cognitifs et des troubles du comportement chez I'enfant, 'adulte
et les personnes agées (Block et al., 2012 ; Calderon- Garciduefas et al., 2010, 2014 ; Guxens
et Sunyer., 2012). La nature des effets et leur intensité dépendraient alors des fenétres et

types d’expositions.

1.2. L’exposition précoce a la pollution de I’air due aux

particules fines serait neurotoxique

Les premiers travaux épidémiologiques mettant en évidence un lien entre pollution
atmosphérique et neurotoxicité développementale ont été réalisés par Frederica Perera et
collaborateurs (Perera et al., 2006, 2009, 2012). L'étude initiale a recruté plus de 600 femmes
qui étaient a leur troisieme trimestre de grossesse dans des localités environnant New York.
Les femmes ont complété des questionnaires et ont recu des moniteurs de pollution portables
afin de permettre aux chercheurs de déterminer leurs taux d’exposition. Leurs enfants ont

ensuite été examinés entre trois et sept ans.

Les résultats ont alors montré que l'exposition semblait étre associée a divers
probléemes cognitifs et comportementaux, y compris une réduction de la valeur du Quotient
Intellectuel (QI) et des symptdomes de déficit de I'attention, d’hyperactivité, d'anxiété et de
dépression (Perera et al., 2006, 2009, 2012). Quarante de ces enfants ont fait 'objet d’'une
exploration cérébrale par imagerie en résonance magnétique nucléaire, qui a révélé un lien
entre I'exposition prénatale aux particules et une réduction de la surface de la matiére blanche
dans le cerveau (principalement sur toute la surface de 'hémisphére gauche), suggérant des
altérations de la connectivité entre les différentes régions du cerveau (Peterson et al., 2015).
De plus, des perturbations neurocomportementales (déficits attentionnels et hyperactivité) ont
été observées chez ces enfants. Pour terminer, les études de Volk et collaborateurs mettent
en évidence le fait que les enfants californiens exposés pendant la grossesse a des niveaux
élevés de polluants automobiles sont plus susceptibles de développer des troubles autistiques

que les enfants plus faiblement exposés (Volk et al., 2013).

Les récents travaux de Guxens et collaborateurs ont étudié le lien possible entre
I'exposition aux particules fines au cours de la vie foetale et d’éventuelles modifications
morphologiques du cerveau et des fonctions cognitives. lls ont observé 783 enfants nés entre
2002 et 2006, en monitorant I'exposition des meres résidant a Rotterdam (Pays-Bas) pendant
toute la grossesse et sa relation aux déficits cognitifs de leurs enfants (Guxens et al., 2018).
Les enfants de 6 a 10 ans ont fait 'objet d’'une exploration cérébrale par imagerie par

résonance magnétique, ainsi que des tests cognitifs issus de NEPSY-II. L'imagerie a révélé
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un lien entre le niveau d'exposition prénatale aux particules et une réduction de la surface du
cortex pariétal (précuneus) et de la région rostro-médiale du cortex frontal. Les résultats des
tests cognitifs ont révélé des troubles des fonctions exécutives de type troubles de I'attention
et de I'hyperactivité. A ce jour ces enfants, ont entre 13 et 17 ans et sont encore suivis pour

évaluer ces troubles.

L’ensemble de ces travaux suggére que l'exposition gestationnelle a la pollution
atmosphérique affecte le développement du cerveau au stade foetal et pourrait donc
prédisposer l'individu a des maladies neurodéveloppementales et neurodégénératives plus
tard dans la vie (Heusinkveld et al., 2016). Toutefois, les répercussions de I'exposition
maternelle sur la maturation du cerveau dans la phase périnatale, une période critique de son
développement, ainsi que ses effets sur I'évolution neurocomportementale, restent peu
connues. Compte tenu des niveaux d'exposition et de la multitude d'effets systémiques influant
sur les pathologies du systéme nerveux central (SNC), il est difficile de dire quelle voie est
empruntée par les particules et comment elles détériorent le développement du cerveau
(Heusinkveld et al., 2016).

Effectivement, lorsqu’on prend en considération la toxicité d’'une substance chez le
jeune individu, il faut tenir compte d’un grand nombre de facteurs, dont le stade de

développement pendant lequel I'exposition a lieu.

Par ailleurs, les effets produits par un agent neurotoxique dépendent de plusieurs
facteurs parmi lesquels la période, la durée d’exposition et les doses, mais aussi la possibilité
d’activation métabolique d’intermédiaires réactifs, la distribution de la molécule ou de ses
métabolites au sein du compartiment cérébral, la quantité présente effectivement dans le
cerveau et sa capacité a interférer avec les processus de développement (Rice & Barone.,
2000; Mendola et al., 2002). Dés lors, les conséquences neurodéveloppementales d’'une

exposition précoce a un agent neurotoxique peuvent fortement varier (Mendola et al., 2002).
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2. Les découvertes issues des études expérimentales sur

I’animal

Les études expérimentales sur les effets des polluants atmosphériques et des PFD sont
essentielles, car elles permettent de faire des tests dans des conditions contrblées. Ainsi le
type et niveau d’exposition peuvent étre définis tout comme I'environnement, ce qui évite des
facteurs de confusion pouvant exister lors d’études chez I'humain. Aussi, elles permettent d’en
apprendre davantage sur les mécanismes mis en jeu et de travailler sur des fenétres

d’exposition plus précises.

21. Des atteintes neurocomportementales chez la

progéniture

Les études menées sur des modéles animaux d’exposition postnatale chronique et
contrélée a des particules de diesel récapitulent les effets indésirables sur le SNC observés
dans les études épidémiologiques. La durée de I'exposition semble étre un facteur primordial,
comme le montrent les travaux de Fonken et collaborateurs (2011) selon lesquels une
exposition postnatale de PM, s sur 10 mois est nécessaire pour causer des altérations de
I'apprentissage spatial et de mémoire, ainsi que la genése de comportements dépressifs chez
la souris (Figure 6). Cependant, peu d’études ont mesuré I'évolution des atteintes au cours du
temps, pour permettre de relier les effets précoces aux conséquences neurodégénératives a

des stades tardifs.

Les données expérimentales sur les effets d'une exposition réduite a la phase
prénatale, quant a elles, ont montré des altérations structurales et moléculaires des tissus
neuronaux, pouvant conduire a des troubles neurocomportementaux chez I'adulte (Klocke et
al., 2017 ; revues Hougaard et al., 2015, Wong et al., 2015). La plupart ont été conduites avec
des expositions environnementales chroniques journaliéres de l'ordre de 50-100 pg/m?®
pendant 6-8h/jour. Chez la souris adulte, les études réalisées par Yokota et collaborateurs
(2009, 2013, 2016) ont démontré que l'exposition prénatale chronique aux particules issues
des fumées de diesel (PFD) a faible concentration dans I'environnement (100 pg/m?) provoque
des déficits de coordination motrice et des comportements impulsifs, liés a des perturbations
de la neurotransmission monoaminergique dans des régions spécifiques du cerveau.
L'exposition prénatale aux UFPM semble également altérer la différenciation in vitro des
neurones corticaux prélevés a la naissance et provoquer un comportement semblable a la

dépression chez la souris male adulte (Davis et al., 2013).
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Figure 6 : Conséquences d’une exposition gestationnelle aux PFD chez I’'animal. Les études menées chez
I'animal récapitulent les effets indésirables sur le SNC observés dans les études épidémiologiques. Image, issue
de Bernal Melendez et al.,2019b.
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Toutefois, certaines incohérences persistent concernant la nature du lien entre
'inhalation de particules et les neuropathologies associées. En effet, une étude réalisée par
Suzuki et collaborateurs (2010) dans des conditions d’exposition environnementale
comparables (171 yg DEP/m?®) a révélé une augmentation du niveau de dopamine et la
noradrénaline ainsi que de leurs métabolites dans le cortex préfrontal dans le groupe exposé
par rapport au groupe témoin. Ces données sont contradictoires a celles obtenues par Yokota
et collaborateurs (2009). En revanche, dans ces deux études, I'indice d'activité neuronale de
la dopamine est diminué dans diverses régions du SNC, y compris dans le striatum, et

s’accompagne d’une diminution de la locomotion chez les animaux exposés.

D’autre part, il existe des controverses sur les effets affectant la fonction cognitive au
cours de la vie foetale. Une étude sur des souris exposées aux PFD in utero a mis en évidence
des déficits dans le test de piscine de Morris, mais aucune différence dans le test
d’apprentissage par évitement passif (Yokota et al., 2015), alors que d’autres études n’ont

révélé aucun effet sur les tadches d’apprentissage et de mémoire (Hougaard et al., 2008, 2015).

Enfin, il a ét¢ montré que les souris males semblent étre plus sensibles a des
altérations du SNC suite a I'exposition aux particules. Les foetus males exposés in utero aux
PFD et a un stress maternel en fin de gestation présentent des altérations cognitives plus
marquées que les femelles a I'age adulte (Bolton et al., 2013), comme observé par Davis et
collaborateurs (Davis et al., 2013), et confirmant les autres travaux sur une exposition précoce
aux particules (Allen et al., 2014a). Par ailleurs, une récente étude de Bolton et collaborateurs
(2017) a montré que I'exposition aux PFD augmente la production de cytokines et modifie la
morphologie de la microglie uniquement dans le cerveau des foetus de souris males. Cette
étude a également montré I'augmentation du volume cortical chez les males exposés,
phénoméne qui s’est traduit par une diminution dudit volume cortical a I'adge adulte. Cette
observation peut étre rapprochée des cas des troubles du spectre autistique, qui sont presque
cinq fois plus fréquents chez les gargons que chez les filles (Baio, 2014). Les raisons avancées
pourraient étre liées a un neurodéveloppement différentiel des males et femelles. |l est a noter
un biais dans la plupart des études anciennes de neurotoxicologie, les femelles étant souvent

exclues des études comportementales.
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2.2. Des observations a prendre avec beaucoup de précautions

2.2.1. Des conditions d’exposition multiples qui ne permettent pas de

réelles comparaisons

Comme démontré auparavant, les multiples modéles d’exposition contrélée confirment
les résultats obtenus dans les travaux épidémiologiques. Cependant, les résultats obtenus
dépendent de la nature du polluant étudié. Dans le cas d’'une exposition aux PFD, les
caractéristiques exactes des gaz d’échappement produits par le moteur diesel sont
déterminantes. Aussi, le type d’exposition, les doses utilisées, les fenétres et la fréquence

d’exposition ainsi que les perspectives de I'étude sont a prendre en considération.

De ce fait, les conditions d’exposition orienteront les objectifs de recherche. Les
méthodes dites « invasives » par exemple sont utilisées pour étudier en détail les mécanismes
d’absorption et de dégradation des particules et/ou contréler davantage les divers parametres
d’exposition (quantité de particules inhalées, par exemple). Dans les modéles rongeurs, les
instillations intranasale ou intratrachéale permettent de contrdler la quantité de particules
atteignant les poumons (Kyjovska et al., 2015 ; Yoshizaki et al., 2015). Ceci n’est pas
représentatif des conditions rencontrées dans le cadre d’expositions environnementales

naturelles.

2.2.2. Le choix du modéle animal déterminant pour I'interprétation des

résultats

Comme dans toute recherche scientifique, les spécificités de la physiologie du modéle
animal sont a prendre en compte pour pouvoir transposer des effets d'une exposition
gestationnelle aux particules fines chez 'homme. Le SNC de chaque espéce présente de
nombreuses caractéristiques notamment en ce qui concerne la vitesse de son développement,
sa vulnérabilité et ses systemes de protection (Stewart & Kalueff., 2015) . De nos jours, peu
d’articles traitant de la question spécifique des interactions cerveau-nanoparticules, mettent
en place une expérimentation appropriée qui donne des conclusions transposables a 'homme.
Afin de s’approcher de la situation humaine, il pourrait donc étre approprié d’utiliser des
modéles animaux plus grands qui reproduiraient d’avantage les structures cérébrales

humaines notamment en ce qui concerne le contenu en matiére blanche.

Des études sur le développement cérébral périnatal et postnatal ont déja été realisées
chez des moutons, lapins ou encore des porcs. Toutefois, les caractérisations anatomiques,

comportementales et biochimiques restent limitées (Duhaime., 2006 ; Finnie., 2012).
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On sait également que des différences morphologiques et physiologiques, comme les
différences anatomofonctionnelles placentaires nécessitent une attention particuliére lors de
I'évaluation des effets potentiels des particules sur le SNC en développement. Il existe une
large diversité de morphologies placentaires selon les espéces animales. Les variations de la
morphologie placentaire visent a augmenter la surface d’échange entre le sang maternel et
foetal. Le nombre de couches cellulaires séparant le trophoblaste du sang maternel varie selon
que I'on s’adresse a une souris, une lapine, une ruminante ou une femme (Hougaard et al.,
2015). Plusieurs especes modéles, comme le lapin et le cobaye possédent un placenta
hémodichorial, ou le sang maternel est directement en contact avec le tissu trophoblastique
foetal. Ces caractéristiques anatomofonctionnelles placentaires sont similaires a celles de la
femme (Fischer et al., 2012 ; Carter et al., 2007), ils constituent donc des modéles animaux

de choix pour les études sur les échanges foeto-placentaires.

Cependant quelques différences morphologiques placentaires font de 'lhomme une
espéce unique. Par exemple son placenta est de type discoide alors que celui du lapin est
bidiscoide. Une autre différence entre ’lHomme et le modéle animal est I'architecture des
membranes chorioniques (celles qui sont au contact du tissu utérin). Chez 'Homme, il s’agit
de villosités chorioniques alors que chez les rongeurs et lapins, le placenta est de type
labyrinthique, c’est-a-dire que les villosités chorioniques sont fusionnées de fagon a entourer

les lacunes sanguines maternelles.

Ces notions martélent le fait que le choix du modéle animal est déterminant dans les
études toxicologiques et qu’il conditionnera les paramétres d’'une étude et les conclusions qui

en découleront.
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Partie lll - L’'individu en développement : une
population a risgue

Durant ces derniéres années, I'ensemble des pathologies touchant les enfants a
considérablement changé. En effet, dans la majorité des pays industrialisés, les infections
infantiles classiques (variole, rougeole, diphtérie, poliomyélite, tétanos, choléra) ont été
contrélées, du fait d’'une meilleure hygiene et a des progres dans le domaine de la vaccination.
Cependant, le 21e siécle a vu 'apparition d’'un grand nombre de maladies chroniques (asthme,
cancers, perturbations endocriniennes, troubles neurodéveloppementaux et
neurocomportementaux), dont I'étiologie est associée a la combinaison entre des facteurs de
prédisposition génétique et I'exposition a certains agents environnementaux pendant le

développement (Suk et al., 2003).

Les enfants d'aujourd’hui sont confrontés a de nouvelles substances
environnementales, et donc a de nouveaux risques pour leur santé. Il semble désormais
évident que la plupart des pathologies qui visent actuellement les enfants sont causées ou
aggraveées par les substances chimiques présentes dans notre environnement (Landrigan et
al., 2004).

1. Sensibilité particuliére de I’organisme au stade foetal

Jusqu’a récemment, I'évaluation des risques liés a une exposition a des substances
environnementales était essentiellement focalisée sur la nature et le niveau des expositions
chez I'adulte, et sur les effets toxiques également caractérisés chez celui-ci. La période de

développement feetal ou la petite enfance était peu considérée (Landrigan et al., 2004).

Cependant, depuis une trentaine d’années, les pédiatres et les toxicologues
s’accordent a dire que I'enfant constitue un groupe a part entier au sein de la population,
présentant a la fois une exposition particuliere face aux substances qui I'entourent, et une
sensibilité unique face a certains agents chimiques, physiques, ou biologiques (Landrigan et
al., 2004 ; Landrigan & Goldman., 2011).

La sensibilité accrue de I'organisme en développement, et plus particuliérement du
systéme nerveux par rapport a un organisme mature est la résultante de divers facteurs.
Durant le développement, I'exposition a des composés toxiques peut avoir des effets plus
délétéres sur 'organisme comparé a I'age adulte. Le foetus et le nouveau-né, exclusivement

nourris par l'organisme maternel au cours de la grossesse et de [lallaitement, sont
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indirectement exposés par leur mere, elle-méme contaminée par la chaine alimentaire et par

la pollution atmosphérique. Elle devient donc vectrice de I'intoxication vis-a-vis de I'enfant.

A cela s’'ajoute le fait que les organes en développement sont plus sensibles par leur
immaturité (Dencker et Eriksson., 1998 ; Andersen et al., 2000 ; Perera et al., 2004), une
intoxication prénatale peut affecter de maniére critique le systeme immunitaire, le métabolisme
et les fonctions neurologiques et avoir des conséquences pouvant persister tout au long de la
vie de l'individu (Barker., 2004).

De plus, l'immaturité du métabolisme de I'organisme en développement conduit a de
faibles capacités de détoxification (Grandjean & Landrigan., 2006), et le rend ainsi plus
vulnérable a certains agents chimiques par rapport a un organisme adulte. Par exemple, le
foetus dépend essentiellement des capacités de métabolisation de sa mére. Cela s’explique
par le fait que les enzymes de phase | (cytochrome P450) et de phase Il sont peu actives
(Reed & Besunder., 1989), bien que présentes dans son organisme (Dorman et al., 2001).
Dans la plupart des cas, les enzymes du métabolisme des xénobiotiques commencent a se
développer a partir du milieu de la grossesse, pour atteindre les niveaux de I'organisme adulte
a environ 6 mois (Sly & Flack., 2008). Toutefois, certaines enzymes impliquées dans le
controle du stress oxydant ne sont exprimées a des niveaux comparables a ceux de l'adulte
que vers I'age de 1 ou 2 ans, ce qui rend le jeune enfant particuli€rement sensible au stress
oxydant (Sly & Flack., 2008). L'immaturité des systémes enzymatiques de détoxification
augmente donc la quantité de xénobiotiques parents présents dans I'organisme, et leur durée
de présence. Cela peut représenter un risque de toxicité important pour I'organisme en
développement, sauf dans le cas particulier ou les métabolites sont plus toxiques que les

molécules meres (Sly & Flack., 2008).

Pour finir, le foetus a une espérance de vie longue, ce qui laisse de nombreuses années
pendant lesquelles les conséquences d’une exposition précoce a des agents toxiques peuvent
étre observées (Suk et al., 2003 ; Sly & Flack., 2008). Ainsi, dans le cas d’une toxicité pour le
systéme nerveux, un agent peut provoquer des dommages dits « silencieux » pour le cerveau
en développement. lIs ne seront alors visibles que tardivement, quand le cerveau sera mature
(Olney., 2002).

Dans le cas d’une exposition a la pollution atmosphérique, il est donc envisageable
que les particules issues des fumées de diesel atteignent le foetus et créent ce type de
dommages chez un individu adulte. Il est donc important d’évaluer a long terme les

répercussions de celles-ci.
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2. Le transfert des particules entre la meére et le foetus

En extrapolant les travaux sur le tabagisme matemel, un des facteurs
environnementaux de type particulaire connu pour modifier le développement feetal (Kim et
al., 2018), et sur la base des caractéristiques des PFD exposées auparavant, on peut émettre
'hypothése que les PFD se comportent sensiblement comme les particules issues du
tabagisme. Les nanoparticules sont capables de traverser le placenta via la circulation
maternelle et atteindre le cerveau par voie systémique. Elles pourraient également se
concentrer dans le liquide amniotique, ce qui permettrait aux PFD d'interagir avec les voies
respiratoires du fecetus, et par conséquent d’atteindre le cerveau via la voie olfactive (Luck et
al., 1985 ; Kim et al., 2018). Dés le cinquiéme mois de grossesse chez la femme, les narines
du foetus s’ouvrent et le systéme olfactif devient fonctionnel dés le dernier trimestre de
gestation chez la plupart des mammiféeres, 'essentiel des systémes neuromodulateurs étant

déja en place (Sarnat et al., 2017).

Dés lors, les PFD pourraient interagir sur le développement des tissus neuronaux du
foetus par ces deux voies. Dans cette configuration, il est possible que des mécanismes directs

et indirects des PFD puissent agir ensemble de maniére additive, voire synergique.

21. Les particules inhalées peuvent atteindre le cerveau

foetal via les voies olfactives et systémiques

Lors de leur dépbt dans les voies respiratoires supérieures, une grande partie des
particules semble étre éliminée par voie mucociliaire, y compris au niveau du compartiment
olfactif. Toutefois, ce systéme est peu efficace sur les plus petites particules (PM.s) et inutile
pour les particules ultrafines, qui peuvent donc pénétrer sans probléme au sein des alvéoles
pulmonaires. La détoxification passe alors sous contrble du systéme immunitaire, notamment
via les macrophages logeant dans la région alvéolaire. Ceux-ci peuvent réagir rapidement,
mais doivent désassembler les particules de poussiére et les transporter via la circulation. Par
conséquent, ce phénoméne s’accompagne toujours d’une réaction inflammatoire plus ou

moins importante.

De multiples travaux sur la biodistribution de nanomatériaux manufacturés montrent
qu'une fraction des particules inhalées qui se déposent dans les voies respiratoires peut se
déplacer a travers les barriéres épithéliales qu’elles soient pulmonaires, gastro-intestinales ou
dermiques, afin de gagner la circulation et franchir la barriére hématoencéphalique vers le

parenchyme cérébral et ses structures (Oberdorster et al., 2009 ; Kreyling., 2016 ; Bencsik et
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al., 2018). Récemment, un transfert de nanoparticules par les neurones olfactifs au niveau
cérébral a été également démontré (Bencsik et al., 2018 ; Ibanez et al., 2014 ; Kinoshita et al.,
2008). Le taux et I'importance de la translocation par chacune des voies dépendent d’'un
certain nombre de facteurs, notamment la taille des particules et leur agrégation (leur petite
taille favorise leur translocation) ainsi que leurs propriétés de surface (par exemple, charge,
les revétements de protéines, de lipides, etc.). Les effets induits par la suite dans les divers
organes atteints par les particules peuvent ainsi étre dus soit a un effet direct (physique) des
particules retenues sur ces sites, soit a un effet indirect lié, par exemple, a des processus
d'inflammation induits par les particules, et pouvant ainsi contribuer a I'atteinte neuronale ou

tissulaire (Heusinkveld et al., 2016).
2.2, Le passage de la barriere hématoencéphalique feetale

La barriere hématoencéphalique constitue une barriére biologique de protection étroite
qui sépare la circulation sanguine dans le cerveau de la circulation systémique grace a des
jonctions serrées et adhérentes régulant la communication entre les péricytes et les astrocytes
des vaisseaux (Alvarez et al., 2013 ; Campos-Bedolla et al., 2014 ; Banks., 2015). Par rapport
a d'autres barriéres biologiques, la BHE est particuliérement étanche, ce qui diminue le risque
d'exposition 8 des menaces systémiques telles que les produits chimiques et les agents
pathogénes. Malgre cette propriété, il a été mis en évidence que les particules vehiculées par
le sang peuvent migrer au travers de cette barriére et que I'exposition a certaines particules

peut augmenter la perméabilité de cette derniére (Sharma et al., 2009).

Spécifiquement, 'un des parametres pouvant déclencher le mouvement d'une particule
vers le parenchyme cérébral est la charge de surface des particules. Elle va octroyer des
propriétés physico-chimiques particuliéres, favorisant la formation d'une couronne de protéine
autour de la particule au contact des fluides biologiques. Cette transformation entraine sa
captation rapide par le systéme phagocytaire et semble modifier son passage a travers les
barriéres biologiques et son interaction avec les différents tissus (Ali et al., 2015 ; Docter et
al., 2015 ; Ruiz et al., 2015).

Ainsi, le transport des particules a travers la BHE peut constituer une menace pour le
cerveau. Ces derniéres, par le biais de leurs modifications de surface, peuvent agir comme
vecteurs de composants toxiques dans le parenchyme cérébral et pouvant provoquer
I'activation des cellules gliales ainsi qu’une inflammation et un stress oxydatif (Sharma et al.,
2009).
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3. Les dommages causés par les particules peuvent

bouleverser le fonctionnement neuronal du foetus

Des récents travaux ont démontré les effets déléteres des particules sur différentes
populations cellulaires et suggérent leur implication dans la neurodégénérescence. D’aprés
Calderon et collaborateurs, I'exposition humaine a la pollution atmosphérique engendre des
dommages au niveau des cellules endothéliales du systéme vasculaire cérébral (Calderdn-
Garciduenas et al., 2008, 2014). D’autres études in vitro utilisant des capillaires cérébraux
entiers de rats exposés révélent que I'exposition aux particules méne a la production de
cytokines et d'espéces réactives de 'oxygéne (ROS pour Reactif Oxygen Species) (Hartz et
al., 2008 et Figure 7). Ainsi, les capillaires cérébraux répondent en régulant les fonctions
physico-chimiques de la BHE et en produisant des signaux pro-inflammatoires, pouvant
endommager les neurones environnants. Ces évenements représentent une voie commune

pour la neurodégénérescence induite par la voie microgliale (Block et Hong., 2005).

Enfin, il faut noter qu’une inflammation périphérique peut entrainer la libération de
signaux pro-inflammatoires dans la circulation systémique (cytokines, par exemple) qui
peuvent ensuite activer la microglie au niveau du cerveau et modifier le fonctionnement
neuronal (Block et al., 2013). Dés lors, la présence physique des particules dans le cerveau
n’est pas systématique pour provoquer des altérations neuronales. Etant donné que le stade
prénatal se caractérise par une interaction inflammatoire entre la mere et le foetus en
développement, et qu’'a ce stade la BHE n'est pas encore totalement fonctionnelle, une
question est de savoir si et comment la réponse inflammatoire maternelle peut influencer le

développement foetal.
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4. La politique mise en place pour protéger I'individu en

développement

Pour certains auteurs, la protection des enfants face aux substances chimiques
présentes dans I'environnement représente un enjeu majeur dans notre société moderne.
L’individu en développement n’est pas seulement un groupe sensible au sein de la population,
puisque ces périodes de développement sont un passage obligatoire pour chaque individu. Il
devient ainsi absolument essentiel de protéger I'organisme en développement (Landrigan et
al., 2004).

Au niveau international, des efforts communs ont été réalisés depuis les années 1990,
notamment au sein de 'OMS et 'ONU, pour identifier les liens entre la santé de I'enfant et

'environnement et définir des actions visant a protéger 'organisme en développement.

Au niveau national, cette problématique est au coeur des trois plans nationaux santé
environnement. Dans le PNSE1 (2004-2008), « protéger les populations sensibles (enfants et
femmes enceintes) » et « prévenir les pathologies d’origine environnementale » font partie des
objectifs majeurs. Dans la continuité du premier plan, le PNSE2 (2009-2013), visait entre
autres a « protéger la santé et I'environnement des enfants » et dernierement le PNSE3 (2015-
2019) a pour but « de prévenir les risques neurotoxiques et les déficits du développement

neurocomportemental liés a des polluants environnementaux ».

Ainsi, malgré le fait que la compréhension de la sensibilité particuliére de 'organisme
en développement face a certains agents environnementaux soit relativement récente, de
nombreuses actions sont entreprises au niveau national et international pour améliorer les
connaissances et les recherches, ainsi que la protection de l'individu lors des périodes trés
sensibles du développement. L’un des challenges actuels est de maitriser I'exposition du
jeune, notamment du feetus, aux contaminants environnementaux, mais dont les effets
peuvent rester silencieux pendant des décennies et émerger a un age plus avancé (Walker.,
2005).

C’est vers cette direction que des programmes tels quU'EPAPP et BrainAirPoll ont été
mis en place. Le projet EPAPP (Effets de la Pollution Atmosphérique sur la fonction
Placentaire et le développement Post-natal) a été un programme de recherche financé par
’Agence Nationale de la Recherche (ANR) et par des fonds européens (FP7) qui a eu pour
but d’évaluer les effets d’'une exposition gestationnelle, aux gaz d’échappement de moteur

diesel sur le développement embryonnaire, foeto-placentaire et post-natal ainsi que sur les
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effets intergénérationnels chez le lapin. A ce projet initial, est venu s’ajouter un programme
d’étude de la toxicité cérébrale de ce type d’exposition financé par TANSES et TADEME

(Agence de I'Environnement et de la Maitrise de I'Energie), le programme BrainAirPoll.

Les principaux résultats du programme EPAPP ont démontré que I'exposition de
lapines FO pendant leur gestation a des gaz d’échappement de moteur diesel riches en PFD
de taille nanométrique entraine des signes d’hypotrophie fcetale a mi-gestation avec une

réduction de la longueur de la téte et de la pulsatilité ombilicale (Valentino et al., 2016).

A trois jours du terme, les foetus exposés présentent une réduction de la longueur de

la téte et du périmétre abdominal par rapport au groupe contréle (Valentino et al., 2016).

De plus, les concentrations plasmatiques focetales en insuline et Insulin-like growth
factor-1(IGF-1), marqueurs de retard de croissance intra-utérin, sont réduites dans le groupe
exposé. Cependant, la taille du cerveau n’a pas été affectée, ce qui suggére une protection

importante de cet organe majeur pour I'organisme (Valentino et al., 2016).

En ce qui concerne le programme BrainAirPoll, programme dans lequel ce travail de
these fait partie, 'analyse histologique et ultrastructurale de la muqueuse et du bulbe olfactif
de foetus de la génération F1 a mis en évidence la présence de nanoparticules (20 a 40 nm
de diamétre), des altérations de la cytoarchitecture ainsi qu'une hypertrophie cellulaire et
axonale (Bernal Meléndez et al., 2019). Ces modifications s’accompagnent de désordres de
la neurotransmission observés au méme stade dans le bulbe olfactif et certaines zones du
cerveau qui affectent plus particulierement les systtmes dopaminergiques et
sérotoninergiques ainsi que d’altérations des capacités olfactives et cognitives a reconnaitre

la phéromone mammaire maternelle dés la naissance.

L’ensemble de ces résultats montre donc la capacité d’une exposition gestationnelle
aux particules de fumées de diesel a atteindre le tissu olfactif qui est a l'interface entre le
cerveau et I'environnement extérieur comme le liquide amniotique chez le feetus et a modifier
la fonctionnalité du systéme olfactif a court terme. Témoin de la continuité
anatomofonctionnelle entre le systéme olfactif et le cerveau, des désordres fonctionnels ont
été également observés dans certaines zones du cerveau et laissent donc a penser que la
présence des particules au niveau olfactif est associée a des modifications au niveau central

avec de possibles conséquences a long terme.
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Obijectif de thése

En plus des effets néfastes au niveau respiratoire et cardiovasculaire (Falcon-
Rodriguez et al., 2016 ; Pope et al., 2004 ; Ostro et al., 2006 ; Xing et al., 2016), les données
épidémiologiques, ainsi que les études expérimentales et in vitro, suggérent que les émissions
de particules fines liées aux automobiles seraient a I'origine de troubles neurodégénératifs
pouvant causer de lourdes pathologies dans des populations directement exposées
(Calderon-Garciduenas et al., 2008, 2010 ; Fonken et al., 2011 ; Gonzalez-Dominguez et al.,
2014).

Ces derniéres années, divers travaux ont mis en évidence des dysfonctionnements
olfactifs comme signes précurseurs observés avant I'apparition des symptémes cognitifs et
moteurs liés a de nombreux troubles neurodégénératifs (Doty et al., 2012 ; Rey et al., 2018).
Un transfert de polluants atmosphériques au niveau cérébral via la voie olfactive avec, pour
conséquences, de possibles Iésions tissulaires et des troubles neurocomportementaux, a
aussi été montré (Ibanez et al., 2014 ; Kinoshita et al., 2008 ; Win-Shwe et al., 2011), ainsi
que des effets sur la sensibilité olfactive chez I'enfant (Calderén-Garciduefas et al., 2001,
2008 ; Peters et al., 2006). Cependant, il y a peu d’éléments permettant d’effectuer un lien
mécanistique ou de déceler une origine commune aux atteintes centrales et périphériques

liges a la pollution atmosphérique.

Durant la derniére décennie, des études épidémiologiques ont montré un rdéle possible
d’'une exposition gestationnelle a la pollution atmosphérique dans l'apparition de troubles
neurodéveloppementaux chez I'enfant, notamment des troubles du spectre autistique et des
déficits de lattention et d'hyperactivité, ainsi que d'autres troubles du comportement et de
I'apprentissage (Becerra et al., 2013 ; Calderén-Garciduefas et al., 2016 ; Guxens et al., 2014,
2018 ; Harris et al., 2016 ; Lanphear et al., 2015). De plus, des études expérimentales ont
montré que l'exposition gestationnelle aux polluants atmosphériques induit des altérations
structurelles et moléculaires dans les tissus cérébraux, pouvant conduire a des troubles
neurocomportementaux postnataux (Allen et al., 2014 ; Hougaard et al., 2015 ; Wong et al.,
2015). Néanmoins, les effets d'une exposition gestationnelle a la pollution atmosphérique sur
le systéme nerveux, a une période critique de son développement anatomique et fonctionnel,
restent contestés. De plus, la plupart des études réalisées sur des modéles animaux miment
de maniére imparfaite la réelle exposition (niveau et fréquence d’exposition, type de
particules...) (Klocke et al., 2017 ; Yokota et al., 2009, 2013, 2016).
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C’est pourquoi le projet BrainAirPoll a été mis en place. Il a pour objectifs d’étudier les
répercussions de I'exposition quotidienne et répétée aux particules de fumées de diesel de
lapines gestantes sur le développement cérébral de la descendance. Cette étude a été menée
au niveau des voies du systéme olfactif qui constitue une interface de premiére importance
entre le liquide amniotique et le systéme nerveux central ainsi qu’un axe de transfert direct de
nombreuses molécules vers le tissu cérébral, et au niveau des régions supérieures du cerveau
impliquées dans la régulation des fonctions comportementales et cognitives. L’étude de la
plasticité des circuits périphériques liés a 'olfaction ainsi que des voies nerveuses supérieures
permettra ainsi de caractériser les conséquences a court et a long terme sur le développement

et la santé de l'individu, d’'une exposition in utero aux particules de fumées de diesel.

Les lignes directrices du projet BrainAirPoll sont donc les suivants :

e Evaluer le degré de toxicité pour les feetus de I'exposition in utero aux particules de fumées
de diesel en identifiant au stade foetal les cibles cellulaires des voies neuronales affectées.

¢ |dentifier les effets de I'exposition chronique aux particules pendant la gestation sur les
mécanismes du développement cérébral et/ou la modulation de I'expression de génes
impliqués dans 'organisation des réseaux neuronaux.

o Déterminer les conséquences a court et a long terme de cette exposition sur la plasticité
et la fonctionnalité des centres cérébraux supérieurs impliqués dans la régulation des
fonctions comportementales et cognitives.

e Caractériser I'impact de ce type de pollution sur le développement anatomique et
fonctionnel du systéme olfactif qui est une fonction sensorielle qui se développe trés tét et
qui est essentielle a la survie de I'animal. La fonction olfactive a été aussi choisie compte-
tenu de sa localisation neuroanatomique a l'interface entre I'environnement et le cerveau
et de son implication dans la régulation de la prise alimentaire et le développement des

interactions sociales dés la naissance.

Mon travail s’inscrit donc dans ce vaste projet et plus particuliérement dans une
problématique qui vise a analyser les répercussions d’une exposition gestationnelle aux
fumées d’échappement de moteur diesel sur le développement neurocomportemental de la
descendance a I'age adulte, et d’évaluer les possibles effets de cette exposition. L’originalité
de ce travail est de se concentrer sur différentes régions du cerveau, impliquées dans la
régulation des fonctions comportementales et cognitives et de poursuivre dans la lignée des

résultats obtenus chez le foetus.
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Matériels & Méthodes

1. Expérimentation animale

1.1. Procédure expérimentale d’exposition

Le programme de recherche ANR EPAPP (ANR-13-CESA-0011) a débuté en
septembre 2013. A mon arrivée dans le projet, la phase expérimentale d’inhalation était
terminée. Ainsi, mes principales sources concernant la procédure expérimentale d’exposition
sont le rapport de thése du Dr. Sarah Valentino, premiére doctorante du dit programme, ainsi
qgue les comptes-rendus des réunions de consortium BrainAirPoll.

L’ensemble de ces travaux a été approuvé par le comité d’éthique local (N°45 dans le registre
national frangais) sous le numéro 12/102. Les animaux ont été hébergés dans les locaux de

F'UCEA (Unité Commune d’Expérimentation Animale) sur le site INRA de Jouy en Josas.

Toutes les procédures expérimentales ont été effectuées en conformité avec les
normes éthiques définies par la directive 2010/63/UE du parlement européen et du conseil du
22 septembre 2010 relatives a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques et la
réglementation frangaise en matiére d’expérimentation animale (décret 2013-118 et arrétés du
1er février 2013).

1.2 Le choix du modéle expérimental

En Europe, le lapin (famille des lagomorphes) est le troisieme modéle animal le plus
utilisé dans les laboratoires (2,78%) apres la souris (59,3%) et le rat (17,7%). Cet animal est
habituellement choisi pour des tests toxicologiques (cosmétiques ou pharmacologiques) ou

encore comme modéle biomédical pour des pathologies cardiovasculaires ou tumorales.

Dans le cadre du programme EPAPP et par extension BrainAirPoll, le lapin a été
désigné pour les nombreux avantages physiologiques qu’il présente, en accord avec les
objectifs principaux du projet. Tout d’abord son placenta est de type hémodichorial, ce qui
correspond au modéle le plus proche du placenta humain contrairement aux modéles rongeurs
(Fischer et al., 2012 ; Furukawa et al., 2014). Ensuite sa taille est adéquate pour réaliser un
suivi échographique de la croissance fceto-placentaire, grace aux mémes outils
échographiques que ceux utilisés en clinique humaine et en utilisant les mémes paramétres
que pour le feetus humain. Sa période intergénérationnelle courte permet d’étudier les effets

intergénérationnels d’'une exposition gestationnelle. Enfin son métabolisme lipidique est
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proche de celui de 'homme avec une majorité de lipoprotéines LDL circulantes. Chez les
rongeurs ce sont les HDL qui sont majoritaires. De plus, le lapin posséde des homologies de
séquence avec ’homme et des outils de transcriptomique sont disponibles pour I'analyse haut-

deébit de I'expression génique dans nos tissus d’intérét.

Toutefois, le lapin est un animal extrémement sensible au stress, paramétre dont il a
fallu tenir compte au cours de I'expérimentation animale. Aussi, la taille de la portée varie avec
celle de ’'homme. La lapine donne naissance a une portée de 7 a 12 foetus alors que la femme
n’a qu’un ou deux enfants par grossesse. Enfin, la gestation de la lapine (30-32 jours) est trés
courte, plus longue que celle des rongeurs, mais largement inférieure aux neuf mois de

grossesse chez la femme.

1.3. Matériels et conditions d’exposition mis en place

Le matériel d’exposition utilisé a été apporté par I'équipe du Dr Flemming CASSEE du
National Institute for Public Health and the Environment (RIVM).
Il s’agit d’'un laboratoire mobile MAPCEL (Mobile Ambient Particle Concentrator Exposure
Laboratory) connecté a un moteur diesel 25KVA de I'entreprise Loxam, moteur de référence
de I'équipe du RIVM (Figure 8). Ce moteur a été équipé d’'un filtre a particules permettant
'émission de particules possédant un diamétre inférieur a 500 nm. Le flux de gaz

d’échappement de moteur diesel est réduit puis mélangé a de l'air purifié.

Au cours des deux mois d’expérimentation, la gestion des paramétres d’exposition et de

mesure du MAPCEL a été assurée par les membres du RIVM, et a permis :

e Le contrdle de la concentration en particules a la valeur souhaitée (grace a la maitrise du
flux d’air)

e La mesure de la concentration en gaz (NOx, CO et COy)

e Le contréle de la température (21-23°C) et de I'humidité relative (40-45%)

Il a été décidé que les animaux contrdles seraient exposés a de I'air extérieur filtré ; les
animaux exposeés seraient soumis a des gaz d’échappement de moteur diesel filtrés et dilués
a une concentration en particules maintenue & 1 mg/m?, les particules présentant un diameétre
inférieur a 500 nm. Suite au calcul de temps d’exposition nécessaire permettant de se
rapprocher des conditions d’exposition journaliere chez 'Homme, il a été décidé que les
lapines seraient exposées deux heures par jour (une heure le matin et une heure I'aprés-midi),

cing jours par semaine. Cette gestion a permis d’obtenir une exposition au gaz dont la
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concentration moyenne journaliere en particules a été de 80 pg/m® et contenait
majoritairement des nanoparticules avec un diamétre moyen de 69 nm, aprés métrologie.

On remarque que, si la concentration moyenne quotidienne en particules est ici supérieure
aux normes recommandées par 'OMS pour les PM2 s (qui s’éléve a 30 ug/m? pour le seuil de
recommandation et & 50 ug/m? pour le seuil d’alerte), les particules présentes dans le mélange
appartiennent majoritairement a la classe des particules ultrafines (UFPM), classe de
particules insuffisamment étudiées pour étre réglementée, et pour lesquelles, actuellement,

aucune recommandation claire n’est établie (OMS, 2013).

Etant donné que les paramétres d’exposition établis devaient étre contrdlés et
maintenus tout au long de I'exposition, il a été décidé de réaliser une exposition a I'air pollué
par inhalation stricte grace a un dispositif « nose-only ». Cette méthode permet une exposition
au niveau nasal seulement et non sur le corps (Van Berlo et al., 2010).

Afin de mettre en place cette méthode par inhalation stricte chez le lapin, des tubes de

contention en plexiglas ont été spécialement fabriqués.
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Figure 8 : Dispositif MAPCEL et les différents parametres (température, humidité, concentrations en polluants
atmosphériques gazeux) qui ont été mesurés en continu au cours de l'exposition de maniére a assurer la stabilité

des conditions d’exposition au cours de cette période.
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2. Démarche expérimentale

Afin de limiter des phénoménes liés a un stress pouvant nuire aux analyses
anatomiques et comportementales, les lapines ont été habituées a la mise en contention et a
la manipulation humaine, ainsi qu’aux bruits provoqués par le matériel d’exposition. La
derniére semaine avant le début des expérimentations, les animaux ont été habitués a recevoir
un flux d’air au niveau du museau, grace a un petit module d’exposition.

Afin d’obtenir des groupes homogénes pour la suite du protocole expérimental, une sélection
des lapines en fonction de leur degré d’habituation et leur poids a été réalisée. L’ensemble

des lapines a été sailli par des males témoins issus de la lapinerie.

Pendant I'expérimentation, 16 gestantes ont été exposées du 3e jour de gestation
(GD3) au 27e jour de gestation (GD27) a I'atmosphére polluée, décrite précédemment ; en
paralléle, 14 lapines gestantes ont été exposées, dans les mémes conditions, a une

atmosphére non polluée (de I'air ambiant filtré) (Figure 9).
Les lapines FO ont été réparties dans 4 séries :

e Une premiére série utilisée pour I'analyse du développement embryonnaire avec des
collectes d’embryons a GD6.

e Une deuxiéme série suivie par échographie pendant la gestation et euthanasiée quelques
jours avant le terme (a GD28) afin d’étudier la croissance foeto-placentaire des animaux
dits de génération F1.

e Une troisieme série a donné naissance a la génération F1, laquelle a été suivie de la
puberté jusqu’a 'age adulte.

e Enfin, une quatriéme série (composée d'une partie des femelles F1) a été mise a la
reproduction dans le but d’explorer le développement fceto-placentaire de la génération
suivante, dite génération F2. Les lapines ont été euthanasiées a GD28, afin d’étudier la

croissance feeto-placentaire des animaux F2.

Les animaux produits dans cette expérimentation ont été mutualisés par plusieurs
équipes afin d’étudier les effets de la pollution indirecte dans différents tissus. Je ne décrirai,
par la suite, que les études afférentes a mon projet de thése, basé sur la troisieme série
d’animaux utilisée pour étudier I'impact de la pollution sur le développement du systéme

nerveux central et périphérique de lapereaux et leur fonctionnalité a 'age adulte.
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Figure 9 : Protocole d’exposition et temps des prélévements des échantillons de tissu nerveux
(Systeme olfactif et cerveau)



21. Exploration des fonctions cérébrales

2.1.1. Analyse histochimique de I’activité métabolique neuronale via la

cytochrome oxydase

L'étude de possibles altérations neuronales a été envisagée via I'analyse
histochimique de l'activité enzymatique de la cytochrome oxydase, dont I'activité met en

évidence la capacité énergétique des neurones ainsi que leur niveau d’activité.

2.1.2. Principe de I’analyse histochimique via la cytochrome oxydase

La cytochrome oxydase est une enzyme du complexe IV de la chaine de
phosphorylation oxydative mitochondriale, qui est fortement impliquée dans la synthése d’ATP
(Adénosine Triphosphate) dans les neurones. En effet, ces derniers fonctionnent en aérobie,
contrairement aux cellules gliales qui peuvent utiliser des meécanismes énergétiques en
anaérobie. Ainsi, on peut dire que 'activité neuronale dépend, avant tout, de la consommation
du glucose et du métabolisme oxydatif, permettant 'apport d’énergie a la cellule et la réponse

aux besoins énergétiques accrus lors de la stimulation des réseaux neuronaux.

Wong-Riley et collaborateurs (Wong-Riley et al., 1989) avaient ainsi montré que
l'activité de la cytochrome oxydase pouvait étre considérée comme un indice valide et fiable
de [l'activitt métabolique du neurone du fait que cette enzyme est synthétisée

proportionnellement aux besoins énergétiques de la cellule.

Jai utilisé une technique de marquage et de quantification de I'activité régionale de la
cytochrome oxydase par histochimie développée dans notre laboratoire (version modifiée
basée sur le protocole de Wong-Riley (Wong-Riley et al., 1989)). Au sein du laboratoire, cette
technique a déja permis de mettre en évidence des variations localisées de 'activité cérébrale
de la cytochrome oxydase chez des animaux exposés précocement a des contaminants
chimiques tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Crépeaux et al., 2012,
2013) ou 'HexaBromoCycloDoDecane (HBCDD), un retardateur de flamme bromé (Olivier et
al., 2016).
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2.1.3. Procédure de préparation

Les tissus cérébraux des adultes F1 (les hémisphéres droits) ont été récupérés et
congelés dans une solution de 2-méthylbutane refroidi a I'azote liquide, puis stocké a -80°C

jusqu’a utilisation.

Concernant les hémisphéres des lapins adultes, nous avons décidé d’effectuer des
blocs de coupe, permettant I'exploration de 'ensemble des territoires cérébraux depuis le tronc
cérébral jusqu’au cortex préfrontal (Figure 10). Ainsi, des coupes sériées de 20 um d’épaisseur
dans le plan frontal ont été réalisées au cryostat (Bright OTF 5000, Allemagne) a -20°C, sur
des lames préalablement gélatinées. Trois coupes adjacentes ont été déposées sur une méme
lame. 8 séries de lames ont été réalisées par bloc de cerveau et 48 coupes jetées entre chaque
bloc. Chaque série a été utilisée pour la réalisation d’'un marquage particulier (cytochrome
oxydase et AChE notamment) (Figure 11). Toutes les coupes ont été stockées a -80°C jusqu’a

la réalisation du marquage d’intérét.

2.1.4. Marquage et analyse des tissus

La révélation de [lactivitt de la cytochrome oxydase est basée sur une réaction
d’oxydoréduction. Lors de I'incubation, le substrat (cytochrome c) est oxydé par la cytochrome
oxydase endogéne présente sur les coupes tissulaires. Le cytochrome ¢ oxydé est ensuite
réduit, en transférant des électrons a la diaminobenzidine (DAB). Le DAB oxydé forme alors
un précipité marron insoluble dont I'intensité est proportionnelle a I'activité de la cytochrome

oxydase présente dans les tissus.

Tous les produits chimiques nécessaires a la technique de marquage ont été achetés

aupres de Sigma- Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).

Les lames expérimentales ont été incubées en méme temps que des lames dites
« standard » (homogénats de cerveau de rat adulte d'épaisseurs variables et connues) a
l'obscurité a 37°C pendant 90 minutes dans une solution de 0,04 g de cytochrome c extraite
de cceur de cheval, 0,10 g de diaminobenzidine (DAB), 8 g de saccharose et 0,036 g de
catalase dans 180 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4. La réaction a été arrétée par
rincage de lames dans du tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4, avec 10% de saccharose (p/v)
pendant 5 minutes. Le tissu a été fixé dans du formol tamponné (formaldéhyde a 4% (v/v)) a

température ambiante pendant 30 minutes.
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Figure 11 : Représentation du plan de coupe des cerveaux de lapins adultes. A gauche, schéma d’un cerveau de lapin adulte (en coupe
sagittale) sur lequel on peut voir la répartition des différents blocs de coupes. Chaque trait représente un bloc de 24 coupes successives.
A droite, Représentation de la position des coupes de cerveau. 3 coupes successives ont été mises sur la méme lame pour une méme
série de marquage (par exemple, la série 1 de marquage correspond a la série de marquage a la cytochrome oxydase). Une lame dite «
thionine » a été insérée entre les diverses séries afin d’avoir un repére anatomique.
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Figure 10 : Photographies de coupes de cerveau de lapin adulte F1 au niveau du striatum. a. Marquage a la cytochrome oxydase
(CO). b. Marquage a la thionine. c. Marquage a 'acétylcholinestérase (AChE). d. Marquage a la tyrosine oxydase (TH). Image issue

de l'atlas de I'encéphale de lapin, atlas réalisé par Grégoire Mencarelli, Benoit Olivier et Estefania Bernal Meléndez sous la direction
du Dr. Pascaline Bouillaud et du Dr. Henri Schroeder.

46




Ensuite, les lames ont été lavées en tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 (3 x 5 min), puis
déshydratées dans une série de bains d'éthanol (50%, 70%, 96%, 100%, 3 x 3 min, puis 2 x
5 min), et nettoyées au toluéne (2 x 5 min). Les tissus ont ensuite été recouverts a I'Eukitt et

une lamelle appliquée de maniére a protéger les coupes ainsi marquées.

2.1.5. Quantification de I’activité de la cytochrome oxydase

A partir des standards (homogénats de cerveau d'épaisseurs variables dont on connait
l'activité enzymatique spécifique), on obtient une gamme permettant d’établir une relation de
proportionnalité entre la densité optique mesurée et I'activité enzymatique de la cytochrome
oxydase. L’activité de la cytochrome oxydase est ainsi évaluée en mesurant la densité optique

des zones d'intéréts a I'aide d’un analyseur d’images étalonné.

L’activité de la cytochrome oxydase des structures cérébrales d’intérét a été mesurée
par densitométrie numérisée avec un analyseur d'images (Biocom, Les Ulis, France). Pour
cela, la densité optique d'une méme région a été mesurée sur au moins trois coupes
successives et les mesures converties en valeurs d'activité enzymatique exprimées en
fmol/mg de tissu équivalent en se référant a la pente de la courbe liant densité optique et
valeur d’activité enzymatique, déterminée a partir des standards précédemment évoqueés
(Gonzalez-Lima et al., 1994).

2.1.6. Analyses statistiques de la cytochrome oxydase

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + E.S.MS. (erreur standard a la
moyenne). Aprés avoir vérifié la condition d’égalité de la variance entre les groupes avec un
test de Levene, une analyse de la variance (ANOVA) a deux facteurs a été réalisée pour
déterminer I'effet du sexe, du traitement et de I'interaction entre les 2 facteurs. Les analyses
ont été réalisées avec le logiciel SPSS v16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Les différences

observées ont été considérées comme étant significatives au seuil de p < 0,05.

2.2. Exploration des fonctions cérébrales

2.2.1. Analyse histochimique de I’activité cholinergique cérébrale

L’étude des possibles altérations du systéme cholinergique cérébrale, systéeme engagé
dans la mise en place des circuits neuronaux et impliqué dans la régulation des autres
systémes neuromodulateurs, a été réalisée via l'analyse histochimique de [Iactivité

enzymatique de I'acétylcholinestérase (AChE).
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2.2.2. Principe de I'analyse histochimique via ’AChE

L’activité AchE est utilisée pour marquer I'innervation cholinergique dans le systéme
nerveux central (Gil-Bea et al., 2005). Bien que 'AchE ne soit pas un marqueur spécifique
puisque I'enzyme est présente a la fois dans les neurones présynaptiques et postsynaptiques,

sa révélation histochimique nous permet d’en faire une évaluation quantitative.

De plus l'acétylcholine (ACh) est un neurotransmetteur jouant un réle crucial dans les
mécanismes d'éveil et de plasticité neuronale cérébrale ; il est connu pour son implication dans
la mise en place et I'évolution de diverses neuropathologies liées a l'apprentissage et la
mémoire (Vanderwolf., 1988 ; Blokland., 1995). Puisque I'acétylcholine est métabolisée en
aceétyl-Co A et en choline I'acétylcholinestérase (AChE) (qui devient ainsi 'enzyme limitante
du catabolisme de I'ACh), la distribution de I'AChE est étroitement associée a celle de
I'acétylcholine ; I'activité de TAChE peut ainsi étre considérée comme un marqueur valide et
fiable pour I'étude de I'intégrité des neurones cholinergiques et la distribution et de la densité

des terminaisons cholinergiques dans diverses régions cérébrales (Gordon et Finch., 1984).

2.2.3. Marquage et analyse des tissus marqués a ’AChE

Tous les produits chimiques nécessaires a la technique de marquage ont été achetés

aupres de Sigma- Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).

Les coupes ont été incubées en méme temps que des lames dites « standard » a
l'obscurité et & température ambiante pendant 12 heures dans 180 ml de solution mére a
laquelle avaient été ajoutés 208 mg d'iodure de S-acétylthiocholine et 5,4 mg d'éthopropazine.
La solution mere était un tampon acétate de sodium 50 mM a pH 5,0 mélangé a une solution
de sulfate de cuivre a 4,0 mM et a une solution de glycine a 16 mM. Ceci a été réalisé en
ajoutant 6,8 g d'acétate de sodium, 1,0 g de cristaux de sulfate de cuivre et 1,2 g de glycine

dans 1,0 L d'eau et en abaissant le pH a 5,0 avec du HCI.

La réaction a été arrétée par ringage de lames dans l'eau distillée pendant 1 minute.
Les lames ont été révélées dans du sulfure de sodium a 1% avec du tampon phosphate 0,1

M a pH 7,5 pendant 10 minutes, puis rincées a I'eau distillée trois fois pendant 5 minutes.

Le tissu a été fixé dans du formol tamponné (formaldéhyde a 4% (v/v)) a température
ambiante pendant 30 minutes, puis rincé avec de l'eau distillée (3 x 5 min). Enfin, les lames

ont été déshydratées dans une série de bains d'éthanol (50%, 70%, 96%, 100%, 3 x 3 minutes,
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puis 2 x 5 minutes), et nettoyées au toluéne (2 x 5 min). Les tissus ont ensuite été recouverts
a I'Eukitt et une lamelle appliquée de maniére a protéger les coupes ainsi marquées (Figure
11).

2.2.4. Quantification de I’activité de ’AChE

Les standards utilisés pour I'étude de I'activité spécifique de I'acétylcholinestérase ont
éte préparés a partir dhomogénats de cerveau entier de lapins adultes. L'activité enzymatique
des homogénats cérébraux a été mesurée biochimiquement par spectrophotométrie selon le
protocole décrit par Ellman et collaborateurs, et modifiée par Dumont et collaborateurs (Ellman
et al, 1961 ; Dumont et al, 2006). En bref, I'hnomogénat cérébral (pH=8) a été dilué avec de
l'acide 5-5'-dithiobis-2-nitrobenzoate (DTNB, 0,01 M) et de l'iodure d'acétylthiocholine (75
mM). La thiocholine, formée lors de I'hydrolyse de I'acétylthiocholine, réagit rapidement avec
le DTNB pour libérer un anion colore, le 5-thio-2-nitrobenzoate, présentant une absorption

maximale a 412 nm.

L'activité enzymatique spécifique de l'acétylcholinestérase a été calculée a partir de la
pente linéaire de la courbe obtenue et était de 8,41 pmol/min/g de tissu. Des sections
d'homogénat cérébral d'épaisseur variable ont été utilisées pour couvrir toute la gamme
d'activitt mesurée dans les différentes structures cérébrales. Dans nos conditions
expérimentales, l'intensité de la coloration était fortement corrélée a I'épaisseur des sections

standard (fonction linéaire r = 0.997).

Ceci nous a ainsi permis de réaliser une gamme permettant d’établir une relation de
proportionnalité entre la densité optique mesurée et I'activité enzymatique de L’AChE, laquelle
a été évaluée en mesurant la densité optique des zones d’intéréts a I'aide d’'un analyseur

d’'images étalonné.

L'activitt de L’AChE des structures cérébrales d’intérét a été mesurée par
densitométrie numérisée avec un analyseur d’images (Biocom, Les Ulis, France). La densité
optique d’'une méme région a été mesurée sur au moins trois coupes successives et les
mesures converties en valeurs d'activité enzymatique exprimées en pmol/min/g de tissu
équivalent en se référant a la pente de la courbe liant densité optique et valeur d’activité

enzymatique déterminée a partir des standards précédemment évoqués.
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2.2.5. Analyses statistiques de I’AchE

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + E.S.M. (erreur standard a
la moyenne). Aprés avoir vérifié la condition d’égalité de la variance entre les groupes avec un
test de Levene, une analyse de la variance (ANOVA) a deux facteurs a été réalisée pour
déterminer I'effet du sexe, du traitement et de I'interaction entre les 2 facteurs. Les analyses
ont été réalisées avec le logiciel SPSS v16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Les différences

observées ont été considérées comme étant significatives au seuil de p < 0,05.
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Résultats

1. Analyses histologiques de la cytochrome oxydase

Les résultats de 'analyse des 52 régions considérées pour I'étude sont présentés dans
différents tableaux visant a regrouper les régions par systéme fonctionnel de maniére a mettre
en évidence les possibles effets de I'exposition gestationnelle aux PFD sur le métabolisme
neuronal chez les animaux au stade adulte (PND190) en prenant en compte de possibles

variations différentes selon le sexe de I'animal.
1.1. Systémes sensoriels

Les analyses statistiques montrent que ce type d’exposition n’altére pas I'activité
métabolique au niveau du systéme auditif quels que soient la région considérée de méme que
le sexe de I'animal (Tableau 1). Par ailleurs, aucune interaction significative n’a été observée
entre les 2 facteurs dans ce systéme (Tableau 1). |l est tout de méme intéressant de remarquer
que l'activité neuronale au niveau du cortex auditif semble moins importante chez les males
par rapport aux femelles (-13%), cette observation étant a la limite du seuil de significativité
(F=3,604, p=0,078) (Annexe, Figure 9).

En ce qui concerne le systéeme visuel (Tableau 1), on observe une diminution
significative de 'activité neuronale au niveau du collicule supérieur chez les animaux exposeés,
par rapport aux animaux témoins (F=5,004, p=0,045) qui semble plus importante chez les
males. Pour autant, aucune interaction signification avec le sexe n’a été calculée (F= 2,869,
p=0,116) (Annexe, Figure 6).

L’analyse statistique n’a pas montré d’effets significatifs de la pollution, du sexe ou

d’interaction entre les deux dans les aires olfactives étudiées (Tableau 1).
1.2. Systéme moteur

Concernant le systéme moteur (Tableau 2), on note une diminution significative de
I'activité neuronale au niveau du putamen chez les animaux exposés par rapport aux animaux
témoins alors qu’aucun effet du sexe n’est observé (Annexe, Figure 11). De méme, aucune
interaction significative entre les 2 facteurs n’a été observée. Au niveau des différentes
composantes cellulaires du cervelet, il apparait que I'activité neuronale est moins importante
chez les animaux exposés par rapport aux animaux témoins au niveau de la couche

moléculaire cérébelleuse, et ce de fagon sexe-dépendante (Annexe, Figure 2). Pour autant,
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ces observations sont a la limite du seuil de significativité (F=3,524, p=0,085) en ce qui

concerne |'effet de I'exposition et celui du sexe (F=3,539, p=0,084).
1.3. Régions sous corticales et cortex associés

L’analyse statistique sur les structures étudiées au niveau du tronc cérébral n’a pas
montré d’effets significatifs du traitement ou du sexe ni d’interaction entre les deux (Tableau
3).

Au niveau des aires thalamiques (Tableau 3), I'analyse statistique fait apparaitre une
réduction de l'activité neuronale au niveau du noyau latéral chez les animaux exposés par
rapport aux animaux contréles, mais cette observation est a la limite du seuil de significativité
(F=3,714, p=0,080) (Annexe, Figure 10). Par ailleurs, on observe une différence significative
entre les males et les femelles dans cette région ainsi qu’une interaction significative entre les
deux facteurs indiquant un effet de la pollution différent selon que I'on soit chez les males ou

les femelles.

Il est également a noter une différence notable entre méles et femelles au niveau du
noyau dorso-médian de ce systéme, mais sans qu'il y ait d’effet provenant de la pollution ou

une interaction entre les deux facteurs (Tableau 3).

En ce qui concerne les structures hypothalamiques (Tableau 3), seule une diminution
significative de l'activité neuronale au niveau du noyau postérieur de I'hypothalamus est
observée chez les animaux exposés par rapport aux animaux témoins, mais cette différence
n’est pas sexe-dépendante (Annexe, Figure 10). Il n’y a ainsi aucune interaction entre les 2

facteurs de variation dans cette région du cerveau.

Concernant le systeme limbique (Tableau 3), on note une diminution significative de
I'activité neuronale au niveau du septum latéral sous I'effet de la pollution, mais pas sous I'effet
du sexe (Annexe, Figure 15). De méme, aucune interaction significative n’a été observée dans

cette région cérébrale.

Dans les territoires hippocampiques, on constate qu'il n’y a pas de différences
significatives entre les deux groupes d’animaux (pollué vs témoin). Par contre, on note des
différences significatives sexe-dépendante au niveau de plusieurs aires de la corne d’Amon,
CA1 et CA2 (Tableau 4) (Annexe, Figure 10). Enfin, il est a noter une diminution significative
de l'activité de la cytochrome oxydase dans le noyau médian de I'habenula chez les animaux

exposés aux PFD par rapport aux témoins, diminution qui est observée de la méme maniére
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chez les méles et les femelles (pas d’effet significatif du sexe) et qui ne donne lieu a aucune

interaction avec le facteur pollution.
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Tableau | : Effet d’'une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur l'activité enzymatique cérébrale de la cytochrome oxydase (exprimée en umole/min/mg de tissu) au

niveau des systemes sensoriels.

e . Effets liés au Effets liés a Interaction
Témoins Exposés e o
Structures ddl au sexe P’exposition sexe*exposition
Maile Femelle Male Femelle F P F P F P
Systéme auditif
Collicule inférieur | 41,9 + 11,1 | 443 +84 | 37,7+4,3 | 47,1 £104 1;10 1,524 ns 0,023 ns 0,546 ns
Cortex Auditif 359+43 | 423 +6,3 | 347+23 | 388+82 1;14 3,604 0,078 0,752 ns 0,157 ns
Olive Supérieure | 42,5+0,0 | 46,5+0,9 | 383 +£5,9 | 434 +£3,1 1;8 3,252 ns 2,066 ns 0,045 ns
Lémnisque latéral - 8,5 8,5 - 0;0 - - - - - -
Systéeme visuel
Collicule supérieur | 49,6 £2,9 | 51,8 £2,0 | 42,0+5,7 | 43,3 +£6,3 1;12 2,869 ns 5,004 N 0,658 ns
Cortex Visuel 382+74 | 404 +5,7 | 32,3+5,0 | 37,0+5,1 1;14 1,562 ns 2,894 ns 0,219 ns
Aire Pré-optique | 33,7 +3,8 | 33,4+0,0 | 33,0+£5,3 | 358+0,0 1;5 0,098 ns 0,048 ns 0,162 ns
NoyauSupra- | 3,5, o9 - 302+8,1 | 32,1 40,7 1;4 0,096 ns 0,273 ns - -
optique
Systéme olfactif
Cortex Piriforme | 47,8 +12,8 | 50,7 +9,1 | 52,7+ 7,1 | 49,9 +8,7 1;13 0,999 ns 0,667 ns 0,555 ns
Tubercule olfactif | 40,7 +5,4 | 54,2 +8,5 | 43,5 +4,6 | 49,6 +15,7 1;10 2,528 ns 0,023 ns 0,36 ns

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal

(sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté
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Tableau Il : Effet d’une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur I'activité enzymatique cérébrale de la cytochrome oxydase (exprimée en umole/min/mg de tissus)
au niveau du systeme moteur

Témoins Exposés Effets liés au Effets liés a Interaction
Structures P ddl au sexe P’exposition sexe*exposition
Mile Femelle Maile Femelle F P F P F P
Systéme moteur
Cortex Moteur 346+68 | 402+63 | 350+79 [ 354+58 1;11 0,734 ns 0,394 ns 0,56 ns
Caudé 56,8 +3,9 | 51,8+11,7 | 473+6,4 | 50,6 6,0 1;14 0,053 ns 2,352 ns 1,398 ns
Putamen 48,0+6,5 | 428 +58 | 41,8+45 | 38,7+34 1;14 3,022 ns 4,595 * 0,201 ns
Noyaux Sous 26+45 | 460+164 | 43,1 +6,5 | 43,5+13,9 1;11 0,113 ns 0,034 ns 0,071 ns
Thalamique
SubstanceNoire | 1, 7 | 223107 | 270207 | 229208 1;13 0,086 ns 1,735 ns 0,095 ns
Réticulata
Substance Noire 22,0+£0,6 | 30,7+0,7 | 26,0+£0,6 | 27,9+0,9 1;13 3,471 0,092 0,039 ns 1,545 ns
Compacta
Noyau rouge - - 322427 | 456+0,0 1;2 18,499 ns - - - -
Noyaux du Pont 349+0,7 | 394+0,6 | 359+4,7 | 29,3 +6,3 1;4 0,144 ns 2,679 ns 4,009 ns
Cervelet
Noyau Denté 30,3 +10,7 | 343+4,1 | 27,9+5,0 | 250+0,0 1,9 0,016 ns 2,083 ns 0,718 ns
Noyau Interposé 272+3,6 | 332+69 | 274+6,2 | 26,0+0,0 1,9 0,579 ns 1,326 ns 1,49 ns
Cellules de Purkinje | 52,1 + 6,4 | 50,1 £6,8 | 454+6,9 | 48,5+43 1; 12 0,031 ns 1,706 ns 0,652 ns
Couche Granulaire | 422 +43 | 434+32 | 379+54 | 41,1+20 1; 13 1,193 ns 2,737 ns 0,275 ns
Couche Moléculaire | 42,8 +4,6 | 440+3,3 | 369+44 | 428+1,0 1; 12 3,539 0,084 3,524 0,085 1,529 ns

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal

(sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de linteraction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté




Tableau lll : Effet d’'une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur I'activité enzymatique cérébrale de la cytochrome oxydase (exprimée en umole/min/mg
de tissus) au niveau des régions sous-corticales (fronc cérébral, thalamus, hypothalamus, et systéme limbique) et de leurs cortex associés.

. Effets liés au . . R Interaction
Structures Témoins Exposés adl au sexe Effets liés a ’exposition e
Mile Femelle Mile Femelle F P F P F P
Tronc cérébral
Locus Coeruleus 32,2 +0,0 32,5 +£2,1 29,3 +1,0 32,7+1,3 1;7 3,78 0,09 2,206 ns 2,753 ns
Noyau 598+0,0 | 604+00 | 392+141 | 46,6+0,0 1:2 0,099 ns 1,801 ns 0,069 ns
Interpédonculaire
Thalamus
Ventro médial 43,4 +2,0 53,7 +5,9 432 +4,8 432 + 8,6 1;11 2,935 ns 3,166 ns 2,954 ns
Dorso Latéral 32,8 +3,8 424 +£5.8 32,7 2,6 359 + 6,4 1;11 6,693 * 1,739 ns 1,663 ns
Latéral 17,3 £4,5 31,5+5,5 20,6 = 5,0 18,0 £ 5,5 1;11 4,771 * 3,714 0,08 10,198 ok
Corps genouillé médian| 40,6 + 3,9 394 +7,1 39,2 +34 42,3 +49 1;12 0,152 ns 0,092 ns 0,709 ns
Corps genouillé latéral 448 +7,5 444 + 3,7 36,8 +5,3 41,7+9,7 1;13 0,473 ns 2,567 ns 0,628 ns
H,r thal
Postérieur 37,5+04 37,0 +4,8 34,6 + 3,0 31,2+1,0 1;6 1,238 ns 6,557 * 0,721 ns
Latéral 34,1 £ 0,0 37,4 £4,8 33,1 £0,0 294 +5,5 1;3 0,002 ns 1,038 ns 0,624 ns
Aire hypothalamique
v 35,8 +1,8 354 +27 33,0 +0,0 29,9 = 3,10 1;3 0,68 ns 4,077 ns 0,426 ns
antérieure
Dorso médian - 33,7 +£2,7 33,6 0,0 33,4+53 1;2 0,004 ns 0,002 ns - -
Ventro médian - 35,2 +0,0 32,6 +3,8 329+1,7 1;2 0,014 ns 0,388 ns - -
R e 37,020 | 447+00 - 49,8 0,0 1:0 - - - - - -
médian
Comsl;?:allxllaxre 27540 41,4 = 0,0 41,6 =82 45,1 +0,0 1;1 1,292 ns 1,349 ns 0,476 ns
Systéme limbique
Cortex Prélimbique 36,1 6,7 39,1 +1,8 38,4 +2,1 40,6 + 6,4 1;11 0,987 ns 0,521 ns 0,029 ns
Cortex Cingulaire 40,8 +9,7 41,9 £5,5 39,7 + 6,8 39,5 +4,6 1;10 0,014 ns 0,19 ns 0,028 ns
Cortex Entorhinale 35,0 +£5,6 36,1 £5,5 324 +25 33,2+49 1;13 0,174 ns 1,48 ns 0,004 ns
Aire Périacqueducale | 35,7 +6,9 39,1 =53 33,0 3,8 35,5 + 6,0 1;10 0,925 ns 1,068 ns 0,021 ns
e el 18,0+ 0,4 20,8+ 0,6 22,1+1,2 26,8+ 1,0 1;10 2,646 ns 4,781 0,065 0,182 ns
Tegmentale
Septum latéral 44,3 + 3,1 44,7 £ 9,2 36,5+24 348+ 52 1;9 0,043 ns 8,722 * 0,133 ns
Noyau accumbens 39,7 +4,3 445 + 3,1 40,3 +3,3 45,1 £ 11,3 1;10 1,667 ns 0,025 ns 0 ns

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet
principal (sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté




Tableau |V : Effet d’une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur l'activité enzymatique cérébrale de la cytochrome oxydase (exprimée en umole/min/mg de tissus) au

niveau des régions sous-corticales (hippocampe, amygdale et habenula) et de leurs cortex associés

£ - Effets liés au s L. Interaction
Structures Témoins Exposés ddl au sexe =l e pesties sexe*exposition
Mile Femelle Mile Femelle F P F P F P
Hippocampe
gyrus denté 40,4 + 6,7 43,6 + 8,4 356+74 | 42,7+10,2 1;13 1,537 ns 0,464 ns 0,223 ns
CAl 353 +£3,6 40,3 +3,7 343 +£28 39,0 £5,0 1;13 6,359 * 0,348 ns 0,01 ns
CA2 44,0 £ 6,6 52,2 +£10,4 422 £6,2 48,3 £ 11,0 1;13 2,765 * 0,45 ns 0,057 ns
CA3 373+7,0 41,4 £3,1 36,3+5,9 399 +£7,7 1;13 1,437 ns 0,155 ns 0,003 ns
Amygdale
Médiane 30,4 £6,7 345+45 324+12 335+11,1 1;12 0,58 ns 0,024 ns 0,201 ns
Baso médiane 33,1+£32 37,3 £4,7 320+1,5 32,8 £4,1 1;12 2,031 ns 2,471 ns 0,902 ns
Baso-latérale 30,7 +£5,2 40,7 £ 12,4 320+1,7 339+44 1;12 2,753 ns 0,61 ns 1,291 ns
Noyau central 372+7,6 339+7,1 32,9+20 353 +3,8 1;10 0,024 ns 0,272 ns 1,023 ns
Noyaux de l'habenula
Noyaux médian 45,8 +0 433+0 352+1,8 357+04 1;2 0,765 ns 65,068 * 1,669 ns
Noyaux latéral 40,0+0 45+0 39,2+0,9 445 +0,0 I;1 22,078 ns 0,611 ns - -
VTA 18,0+ 0,4 20,8+ 0,6 22,0+£1,2 26,8+1,0 1;10 2,646 ns 4,781 0,065 0,182 ns

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal

(sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté




2. Analyses histologiques de ’AChE

Tout comme pour la cytochrome oxydase, les résultats sont issus de I'analyse des 53
régions considérées pour I'étude. lls sont présentés dans différents tableaux visant a
regrouper les régions par systéme fonctionnel de maniére a mettre en évidence les possibles
effets de I'exposition gestationnelle aux PFD sur I'activité de I'acétylcholine estérase chez les
animaux au stade adulte (PND190) en prenant en compte de possibles variations différentes

selon le sexe de I'animal.
21. Systémes sensoriels

Les analyses statistiques montrent que ce type d’exposition n’altére pas I'activité de
'acétylcholine estérase au niveau du systéme auditif quelle que soit la région considérée de
méme que le sexe de I'animal (Tableau 1). Par ailleurs, aucune interaction significative n’a été

observée entre les 2 facteurs dans ce systéme (Tableau 1).

En ce qui concerne le systeme visuel (Tableau 1), on note une augmentation non
significative de I'activité de 'enzyme au niveau du cortex visuel chez les animaux exposés par
rapport aux animaux témoins (F=3,184, p=0,098) qui semble plus importante chez les femelles
(Annexe, Figure 8). Pour autant, aucune interaction signification avec le sexe n’a été calculée
(F=0,183, p=n.s).

L’analyse statistique montre une nouvelle interaction entre I'effet de I'exposition et celui
du sexe dans les aires olfactives étudiées (Tableau 1). C’est au niveau du tubercule olfactif
que celle-ci apparait indiquant un effet différent selon le sexe de I'animal (F=4,256, p = 0,060

avec augmentation chez les males et diminution chez les femelles) (Annexe, Figure 16).
2.2. Systéme moteur

Concernant le systéeme moteur (Tableau 2), on note une variation significative de
l'activité de I'acétylcholine estérase au niveau du putamen chez les animaux exposés selon
leur sexe (F = 4,675, p = 0,048 avec la aussi augmentation chez les males et diminution chez
les femelles) (Annexe, Figure 11). Toujours en prenant en compte le sexe et la pollution, on
note une nouvelle tendance au niveau du noyau caudé (F = 3,280, p = 0,092) (Annexe, Figure
11). En ce qui concerne les différentes composantes cellulaires du cervelet, il apparait que

l'activité enzymatique de I'acétylcholine estérase est variable chez les animaux exposés par
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rapport aux animaux témoins au niveau de la couche moléculaire cérébelleuse, et ce de fagon
sexe-dépendante (Annexe, Figure 2). Pour autant, ces observations sont a la limite du seuil

de significativité pour I'effet du sexe (F=3,737, p=0,077).
2.3. Régions sous corticales et cortex associés

L’analyse statistique sur les structures étudiées au niveau du tronc cérébral n’a pas
montré d’effets significatifs du traitement ou du sexe ainsi que d’interaction entre les deux
(Tableau 2).

Au niveau des aires thalamiques (Tableau 3), I'analyse statistique fait apparaitre une
variation de l'activité enzymatique au niveau du noyau médial chez les animaux exposés par
rapport aux animaux contréles, mais cette observation est a la limite du seuil de significativité
(F=4,464, p=0,058) (Annexe, Figure 9). Par ailleurs, on observe au niveau du noyau ventro-
médial que l'interaction entre les 2 facteurs est significative, indiquant un effet de la pollution

different selon que I'on soit chez les méles ou les femelles (Annexe, Figure 9).

Il est également a noter une différence significative entre males et femelles au niveau
du noyau accumbens que ce soit au niveau de la partie « core » ou de la partie « shell », mais
sans qu'il y ait d’effet de la pollution ou une interaction entre les 2 facteurs (Tableau 4)

(Annexe, Figure 15).

Concernant le systéme limbique (Tableau 4 et 5), on note une augmentation non
significative de I'activité de I'acétylcholine estérase au niveau de l'aire tegmentale ventrale et
du septum latéral sous I'effet de la pollution, mais pas sous l'effet du sexe (Annexe, Figures 8
et 15). De méme, aucune interaction significative n’a été observée dans ces régions

cérébrales.

Dans les territoires hippocampiques, on constate qu’il n’y a pas de différences
significatives entre les deux groupes d’animaux (pollué vs témoin). Par contre, on note une
nouvelle interaction non significative entre I'effet de I'exposition et celui du sexe au niveau
d’une aire de la Corne d’Amon, CA2 (Tableau 3) (Annexe, Figure 10). Enfin, il est a noter une
perturbation significative de l'activité de I'acétylcholine estérase dans le noyau de Meynert
(Annexe, Figure 12). On observe que linteraction entre les 2 facteurs est significative,
indiquant une nouvelle fois, un effet de la pollution différent selon le sexe de I'animal (F =
14,206, p = 0,003).
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Tableau V : Effet d’une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur l'activité enzymatique de I'acétylcholinestérase (exprimée en umole/min/mg de tissu) au niveau
des systemes sensoriels.

S . Effets liés au Effets liés a Interaction
Témoins Exposés o -~ -
Structures ddl au sexe I’exposition sexe*exposition
Mile Femelle Maile Femelle F P F P F P
Systéeme auditif
Collicule inférieur | 18,7+0,6 | 20,6 +1,6 | 18,9+0,9 | 19,8+0,5 1;13 0,511 n.s 0,006 n.s 0,147 n.s
Cortex Auditif 6,5+ 0,4 7,0+ 0,6 7,0+ 0,5 7,5+0,5 1;17 0,174 n.s 0,358 n.s 0,016 n.s
Olive Supérieure | 129+1,4 | 17,2+0,8 | 152+0,6 | 13,4+0,6 1;8 0,553 n.s 0,190 n.s 4,006 n.s
Systéme visuel
Collicule supérieur | 24,6 £0,8 | 25,0+0,9 | 252+1,2 | 26,0+ 0,8 1;15 0,088 n.s 0,227 n.s 0,002 n.s
Cortex Visuel 6,6+ 0,3 6,1+0,5 8,0+04 | 7,0+0,4 1;16 1,335 n.s 3,184 0,098 0,183 n.s
Systéme olfactif
Cortex Piriforme | 11,0+0,5 | 129+0,9 | 13,5+1,2 | 13,4+0,5 1;16 0,356 n.s 1,798 n.s 0,845 n.s
Tubercule olfactif | 27,8+0,5 | 31,5+1,4 | 339+1,7 | 29,9+1,0 1;16 0,058 n.s 1,590 n.s 4,256 0,060

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal (sexe

et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de linteraction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté
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Tableau VI : Effet d’une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur I'activité enzymatique de I'acétyicholinestérase (exprimée en umole/min/mg
de tissus) au niveau du systéme moteur

Témoins Exposés Effets liés au Effets liés a Interaction
Structures P ddl au sexe I’exposition sexe*exposition
Mile Femelle Mile Femelle F P F P F P
Systéme moteur
Cortex Moteur | 5,8+0,5 | 5,6+0,7 | 6,8+0,4 | 6,0+ 0,3 1;14 0,426 n.s 0,787 n.s 0,183 n.s
Caudé 30,1+£0,8132,5+2,2(34,7+1,4(28,6+1,0 1;17 0,796 n.s 0,076 n.s 3,280 | 0,092
Putamen 32,8+0,7|136,8+1,1 [382+1,4|344+0,8 1;17 0,016 n.s 0,920 n.s 4,675 *
Noyaux $ous 125+13|14,1+0,6 | 16,6+ 1,1 [ 13,3+0,8 1;14 0,613 n.s 0,811 n.s 1,394 n.s
Thalamique
SubstanceNoire | 13, o4 |135+1,1 (13,9404 |149+0,6| 1;13 0,408 n.s 1,031 ns | 0038 | ns
Compacta
SubstanceNoire | ¢/, 5 | 75115 | 97+05 |88+09 | 113 0,496 ns 0,899 n.s 0,00 | ns
Réticulata
Noyau
Pédonculopontin | 17,8+ 1,0 [17,8+0,5 [ 17,5+ 1,0 | 19,0+ 0,6 1;12 0,291 n.s 0,033 n.s 0,300 n.s
Tegmental
Noyau Trigéminal | 8,8+ 1,0 [10,8+1,2 [10,8+0,9 [ 12,6+ 1,0 1;10 1,538 n.s 0,920 n.s 0,005 n.s
Globus Pallidus | 11,6+1,2 | 11,1+0,7 (12,3+0,4 | 11,5+0,9 1;17 0,198 n.s 0,161 n.s 0,010 n.s
Cervelet
Noyau Denté 9,4+04 (10,2+0,4| 99+0,9 |10,0+1,2 1;10 0,060 n.s 0,018 n.s 0,047 n.s
Noyau Interposé | 6,7+ 0,4 | 8,1+0,2 | 59+0,5 | 7,4+ 1,0 1;10 1,905 n.s 0,512 n.s 0,001 n.s
Cellulesde 11, 5, 06143217 | 144216 | 132206 115 0,115 n.s 0,193 n.s 0,861 | ns
Purkinje
Couche Granulaire] 9,9+ 0,5 [16,4+2,6 | 11,5+0,7 [ 11,4+ 0,6 1;15 2,482 n.s 0,724 n.s 2,782 n.s
S 7306 |11,5+13 | 8507 | 9706 | 1;15 3,737 0,077 0,024 n.s 1341 | ns
Moléculaire

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque

effet principal (sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté




Tableau VIl : Effet d’'une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur l'activité enzymatique de I'acétylcholinestérase (exprimée en umole/min/mg de tissus)

au niveau des régions sous-corticales (hippocampe, thalamus) et de leur cortex associé.

Témoins Exposés Effets liés au Effets liés a Interaction
Structures P ddl au sexe P’exposition sexe*exposition
Male Femelle Mile Femelle F P F P F P
Hippocampe
gyrus denté 73+0,6 | 7,3+0,6 | 89+0,6 | 7,7+ 0,3 1;15 0,533 n.s 1,354 n.s 0,591 n.s
CAl 40+03 | 45+04 (49+0,5 | 44+0,3 1;16 0,018 n.s 0,408 n.s 0,612 n.s
CA2 88+0,2 (11,7+1,0]10,8+0,6 | 9,6+0,5 1;16 0,630 n.s 0,007 n.s 4,269 0,059
CA3 96+0,5 (10,1+0,7 | 9,8+0,7 | 9,0+04 1;16 0,071 n.s 0,069 n.s 0,561 n.s
Thalamus
Médial 10,0+£0,5|13,4+0,5(12,8+0,6 | 11,0£1,0 1;14 0,299 n.s 0,057 n.s 4,464 0,058
Ventro médial | 7,7+0,3 | 99+04 | 8,8+0,6 | 7,4+ 0,6 1;14 0,359 n.s 0,931 n.s 5,450 *
Dorso Latéral ([19,98+0,6(20,2+1,0(17,7+0,9 [ 19,3+0,9 1;14 0,019 n.s 0,337 n.s 0,609 n.s
Latéral 70+£04 | 7,502 | 7,4+0,5 | 74+£0,5 1;13 0,017 n.s 0,134 n.s 0,047 n.s
Postérieur 24,6+0,7 (224+1,4123,7+2,1 |1249+1,7 1;12 0,064 n.s 0,143 n.s 0,382 n.s
Corps genouillé | ¢ 5, o3 11711403 88+07 | 8706 | 1:14 1,007 n.s 0,682 n.s 1,757 | ns
médian
C“"faf;‘;‘l’“‘”e 94+04 |10,0+£0,7| 9,5+0,5 |100+0,6| 1;16 0,278 n.s 0,005 n.s 0,007 | ns
Corps genouillé | ¢, , | 1 1180213(199+14|146210] 1:12 1,148 n.s 0,158 n.s 1917 | ns
ventral
Cortex
Cortex Cingulaire| 6,9+ 0,6 | 7,0+0,7 | 9,8+0,8 | 64+ 04 1;14 2,495 n.s 1,195 n.s 2,748 n.s

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal

(sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté




Tableau VIl : Effet d’'une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur I'activité enzymatique de 'acétylcholinestérase (exprimée en umole/min/mg de tissus) au
niveau des régions sous-corticales (systeme limbique et amygdale).

A L Effets liés au Effets liés a Interaction
Témoins Exposés c e e
Structures ddl au sexe I’exposition sexe*exposition
Mile Femelle Maile Femelle F P F P F P
Systéme limbique
Ventral Pallidum | 252+0,5 | 299+3,0 | 33,6+1,0 | 27,5+0,9 1;13 0,084 n.s 1,340 n.s 4,249 0,066
Aire Tegmentale | o, o5 | 93404 | 102404 | 106+0,7 | 1:10 0,977 n.s 4,002 0,08 | 0351 | ns
Ventrale
Cortex Entorhinale | 6,7+ 0,3 7,8+ 0,7 7,4+0,7 8,3+0,6 1;16 0,527 n.s 0,437 n.s 0,056 n.s
Septum Médian | 20,9+0,8 | 153+0,8 | 244+1,5 | 19,1+1,3 1;7 3,082 n.s 1,480 n.s 0,003 n.s
Septum latéral 82+0,5 [ 698+04 | 11,0£+0,5 | 8,6+0,8 1,9 2,902 n.s 4,115 0,089 0,342 n.s
N°ya“ézi:mbens 22,0+0,8 | 251+1,9 | 30415 | 23,510 | 1;14 0,738 n.s 2,221 n.s 4,824 *
Noyausaﬁgﬁmbens 22,4404 | 28821 [3238+13(247+07 | 113 0,109 n.s 1,940 ns | 10670 | *
Amygdale
Médiane 12,5+0,2 | 11,4+0,8 | 12,6 1,0 | 10,7+1,5 1;14 1,072 n.s 0,008 n.s 0,114 n.s
Baso médiane 274+0,8 | 29,7+1,6 | 31,9+1,1 | 289+1,0 1;15 0,086 n.s 0,953 n.s 1,691 n.s
Baso-latérale 16,4+0,9 | 16,3+1,9 | 16,8+1,0 | 15,8+0,3 1;14 0,089 n.s 0,002 n.s 0,076 n.s
Noyau central 158+0,6 [ 17,4+0,9 | 193+1,3 [ 16,0+1,4 1;12 0,269 n.s 0,406 n.s 1,705 n.s

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal

(sexe et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté
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Tableau IX : Effet d’une exposition gestationnelle aux PFD chez le lapin sur l'activité enzymatique de I'acétylcholinestérase (exprimée en umole/min/mg de tissus) au
niveau des régions sous-corticales (systeme limbique et hypothalamus).

e a Effets liés au Effets liés a Interaction
Témoins Exposés ore -
Structures ddl au sexe P’exposition sexe*exposition
Male Femelle Maile Femelle F P F P F P
Systéme limbique
Noyau de Meynert | 17,4+1,0 | 25,5+0,7 | 27,513 | 21,3+1,3 1;14 0,113 n.s 2,739 n.s 14,206 *
Cortex Prélimbique | 7,0+ 0,3 8,0+0,1 8,8+ 0,6 7,2+0,2 1;12 0,407 n.s 0,713 n.s 3,288 n.s
Aire Périacqueducale] 10,1+0,3 | 10,6+0,3 | 10,4+0,5 | 11,4+0,7 1;13 0,651 n.s 0,553 n.s 0,085 n.s
Locus Coeruleus 16,5+1,7 | 11,8+04 | 143+1,1 | 13,6+0,3 1;10 2,013 n.s 0,034 n.s 1,435 n.s
Hypothalamus
Postérieur 8,0+14 8,3+04 9,0+ 0,9 6,2+0,2 1;8 0,556 n.s 0,036 n.s 0,798 n.s

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + E.S.M. Les valeurs de F obtenues et la probabilité correspondante sont présentées pour chaque effet principal (sexe

et pollution) et pour l'interaction entre les deux.

* p < 0,05, effet significatif du sexe, de la pollution et/ou de l'interaction entre les deux, n.s.= non significatif, ddl = degrés de liberté
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Discussion

1. Effets des polluants environnementaux d’aprés I’analyse

histochimique

Les travaux de Crépeaux et al. ont montré qu’une exposition gestationnelle a des
polluants environnementaux (HAP pour hydrocarbures aromatiques polycycliques) menait a
une perturbation de l'activité neuronale dans plusieurs structures impliquées dans les circuits
sensoriel et moteur mettant en évidence qu’une telle exposition aux HAP pouvait altérer le
métabolisme cérébral de la descendance a PN10 et PN21 (Crépeaux et al., 2014). Cependant
aucune altération significative n’a été observée sur les cerveaux des animaux adultes, suite a
ce méme type d’exposition (Crépeaux et al., 2013). Ces résultats semblent donc suggérer que
les modifications précoces induites par une exposition gestationnelle aux HAP n’ont pas de

répercussion a 'age adulte.

Dans notre étude, la mesure de l'activité de la cytochrome oxydase parmi les 52
régions cérébrales choisies n’a pas mis en évidence d’altérations fonctionnelles dans un circuit
neuronal précis, mais des diminutions significatives de l'activité limitée a des régions précises
non ciblées qui sont le collicule supérieur, le putamen, I'hypothalamus postérieur, le septum
latéral et le thalamus latéral et la couche moléculaire du cortex cérébelleux. Un intérét
particulier a été porté a plusieurs structures de nature dopaminergique suite a une campagne
de marquage de la dopamine dans la suite de notre étude. Cette campagne nous a permis de
revenir sur des structures marquées en cytochrome oxydase et qui n’avaient pas été
analysées du fait qu’elles étaient difficiles a localiser. On note parmi celles-ci, une
augmentation significative de lintensité du marquage a la cytochrome oxydase dans l'aire
tegmentale ventrale. Peu ou pas d’interaction du facteur pollution avec le sexe n’a été

observée.

Concernant l'acétylcholine estérase, la mesure de son activité dans 53 régions
cérébrales incluant entre autres les différentes structures dopaminergiques étudiées au niveau
de la cytochrome oxydase a permis de montrer des variations significatives entre animaux
exposés et contréles dans 5 régions en interaction avec le sexe (augmentation chez les males,
diminution chez les femelles) dont une structure dopaminergique qui est le noyau accubens
(core et shell). Des tendances significatives a I'augmentation de cette activité ont été
également observées sans interaction avec le sexe dans plusieurs régions, dont le septum,
laire tegmentale ventrale et le pallidum qui sont également des régions de nature

dopaminergique.
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De fagon intéressante, on observe une interaction entre les effets du sexe et de
l'exposition au niveau du cortex prélimbique et du cingulum (p=0,009 et p=0,087,
respectivement) avec des augmentations observées préférentiellement chez les males dans

les deux régions.

Il ressort donc de cette étude histochimique que I'exposition précoce aux particules de
fumées de diesel est a méme d’induire des modifications de I'activité fonctionnelle cérébrale

a I'age adulte contrairement aux HAP.

Cela suggeére une toxicité retardée de cette exposition pour le cerveau avec une
sensibilité qui semble accrue dans les régions de nature dopaminergique appartenant a des

circuits limbiques impliqués dans la gestion des émotions et le circuit de récompense.

2. Effets de polluants environnementaux sur le

comportement

D’un point de vue comportemental, des études montrent que I'exposition prénatale a
des particules diesel modifie a long terme différents aspects du comportement chez la souris.
Yokota et collaborateurs ont ainsi montré que la descendance de souris gestantes exposées
8h/jour de GD2 a GD17 a ce type de particules présentes une augmentation de I'agressivité a
'age adulte (Yokota et al., 2016). Cependant, les effets sur les fonctions cognitives ne sont
pas toujours observés a I'age adulte aprés une exposition prénatale chez la souris (Hougaard
et al., 2008).

Chez le lapin nos résultats sembleraient aller dans le sens d’'une disparition a I'age
adulte des effets observés trés t6t au niveau du développement. En effet des résultats
préliminaires du laboratoire montrent que des jeunes lapins (PND2) issus de meres exposées
aux PFD présentent une baisse de la réponse a la présentation d’'une phéromone mammaire
(le 2-NBT) par rapport aux animaux témoins. Ce trouble comportemental n’est plus observé
chez le lapin adulte dans un test de discrimination olfactive dit de la boule a thé (Bernal
Melendez et al., 2019).

L’absence d’effet suite a une exposition aux PFD chez le lapin devenu adulte pourrait

mettre en évidence une clairance des polluants et donc une réversibilité des effets.

Une autre hypothése est envisageable et elle concerne les neurones sensoriels
olfactifs. Crews & Hunte expliquaient en 1994 que l'intégrité du tissu épithélial est maintenue

par un renouvellement continu des cellules olfactives, dont la durée de vie varie entre 30 et
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120 jours (Crews & Hunter., 1994). Par conséquent, au sein de I'épithélium cohabitent des
neurones matures et immatures. Il est donc possible que le renouvellement épithélial nasal

explique la disparition des effets observés chez les foetus.

A noter que le modéle lapin n’est pas le meilleur modéle d’étude pour des tests
comportementaux, a I'exception de tests de reconnaissance olfactive du fait de son

comportement naturel qui est grégaire et peu caractérisé.

3. Effets de polluants environnementaux sur la

neurochimie

D’un point de vue neurochimique, I'exposition a des particules diesel de souris
gestantes et/ou allaitantes entraine soit des diminutions soit des augmentations des
concentrations extracellulaires de neurotransmetteurs (dopamine, sérotonine et

noradrénaline) au stade juvénile ou adulte (Allen et al., 2014 a et b).

Dans notre laboratoire, des études par HPLC (High Pressure Liquid Chromatography)
ont montré chez les foetus GD28 ainsi que chez I'adulte une diminution de la sérotonine et une
augmentation de la dopamine et de ses métabolites dans le bulbe olfactif de lapin (Bernal
Melendez et al., 2019).

Ces résultats ont été en partie confirmés par des études immunohistochimiques
réalisées chez des foetus GD28 montrant une augmentation de l'intensité du marquage de la
tyrosine hydroxylase, enzyme de synthése de la dopamine dans les cellules périglomérulaires
du bulbe olfactif et les neurones dopaminergiques de différentes régions centrales comme la

substance noire ou l'aire tegmentale ventrale.

Cette augmentation d’intensité caractérise une augmentation de la synthése de
dopamine au niveau cellulaire et non une augmentation du nombre de cellules
dopaminergiques synthétisant la dopamine (Bernal Melendez et al, 2019).
L'ensemble des résultats montre des altérations métaboliques des cellules périglomérulaires
dopaminergiques. La question qui se pose désormais est de savoir si ces altérations sont
inhérentes a ces cellules monoaminergiques, ou si c'est le reflet d'une dérégulation générale
de Il'activité neuronale au niveau bulbaire. Afin de vérifier ces hypothéses, des marquages a
la cytochrome oxydase au niveau de ces structures ont été réalisés aux deux stades d'intérét.
Malheureusement, I'activité de la cytochrome oxydase mesurée au stade feetal étant faible du

fait de I'immaturité du cerveau a ce stade et de I'absence de stimulation significative de
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lactivité cérébrale, les mesures n'ont pu étre réalisées que sur deux structures
dopaminergiques facilement localisables qui sont I'aire tegmentale ventrale et la substance
noire. Les résultats n’ont pas montré de différence de l'activité de 'enzyme dans ces deux

structures entre les deux groupes d’animaux (Bernal Melendez et al., 2019).

Concernant la modulation sérotoninergique, seules des terminaisons axoniques sont
présentes au niveau du bulbe olfactif. Il est possible que I'exposition périnatale, diminuant le
nombre de synapses ait de ce fait diminué le taux de sérotonine. Ces deux effets ont été

retrouvés a I'age adulte.

En conclusion, 'ensemble de ces résultats obtenus chez I'adulte lors de mon travail de
thése montrent que I'exposition gestationnelle aux particules de diesel induit des modifications
fonctionnelles cérébrales a long terme avec une sensibilité particuliere du systéme
dopaminergique, plus particulierement au niveau des structures limbiques appartenant a la
voie mésocorticolimbique. Cette précision nous étant apportée par [lanalyse
immunohistochimique via la tyrosine hydroxylase qui montre un accroissement significatif de
l'intensité du marquage dans l'aire tegmentale ventrale chez les animaux exposés tandis
qu’aucune autre différence n’est a relever dans les autres régions dopaminergiques étudiées
(substance noire, striatum et cortex préfrontal). |l est a noter que cette analyse a été mise en
place aprés mon passage au laboratoire en s’aidant des découvertes faites en cytochrome
oxydase et acétylcholinestérase. Désormais, appuyons-nous sur I'ensemble des données

obtenus lors du projet BrainAirPoll afin d’envisager les perspectives a venir vis-a-vis des PFD.

4. Variations sexe-dépendantes suite a I’exposition

gestationnelle aux PFD

Des données épidémiologiques et experimentales récentes ont démontré que les deux
sexes pouvaient présenter des métabolismes différents (concernant I'assimilation ou
I'élimination d’une substance par exemple) et/ou pouvaient étre sujets a diverses maladies a
des fréquences différentes (par exemple, dans le cas des troubles du spectre autistique, ces
troubles sont cinq fois plus fréquents chez les gargons que chez les filles (Baio., 2014). Par
conséquent, le sexe est devenu une variable a prendre en considération dans tous les

systémes étudiés.

Ainsi, il a été décidé dans ce projet, de tenir compte de l'impact du sexe dans les

diverses expériences effectuées.
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Les analyses neurochimiques et histologiques ont montré des altérations sexe-
dépendantes au niveau de plusieurs structures d’intéréts que ce soit au stade feetal GD28
qu’au stade adulte PND216. Ces données suggérent donc que I'exposition gestationnelle aux
PFD entrainerait des effets sexe-dépendants. Dans la littérature, de tels effets ont déja été
évoqués. Bolton et collaborateurs (2013) ont par exemple observé que seules les souris males
issues des meres exposées a la pollution atmosphérique et a un stress maternel présentent
des déficits de mémoire dans un test de conditionnement de peur contextuel a I'age adulte,
ainsi qu’'une augmentation des niveaux d'’interleukine IL-1f centrale. Une autre étude met en
évidence ce type d’effet, celle d’Allen et Collaborateurs en 2014. lls ont montré chez des
animaux issus de souris exposées aux PFD des comportementaux différents en fonction du
sexe et du stade de développement considéré. lls ont notamment observé une augmentation
de niveaux de dopamine dans la zone du cortex préfrontal et du mésencéphale chez les souris
males alors que les souris femelles présentent une augmentation du turnover de la dopamine
dans le cortex préfrontal, mais une diminution du turnover dans le mésencéphale (Allen et al,
2014b). On peut donc envisager que les altérations monoaminergiques ainsi que leurs

potentielles régulations varient en fonction du sexe de I'animal.

Malgré le fait que 'ensemble de nos résultats laisse aussi supposer que I'exposition
gestationnelle aux PFD entraine des effets neurochimiques sexe-dépendants au stade foetal
et adulte, l'interprétation de ceux-ci reste incompléte et ne nous permet pas de conclure sur
des effets plus intenses chez les males ou les femelles, du fait de 'absence de données au

stade feetal et de variations complexes exposées ici aux stades foetal et adulte.

5. Pertinence et limitations de I’étude

5.1. Choix du modéle lapin

Initialement le lapin a été choisi pour la structure hémodichoriale de son placenta,
proche de celle de la femme, ainsi que pour sa période intergénérationnelle courte et la taille
de son embryon. Cependant, le choix de cet animal peut engendrer plusieurs inconvénients,

notamment pour I'étude du cerveau.

D’abord, la longueur de la gestation, qui est seulement de 31 jours comparés aux 9
mois dans I'espéce humaine. Par conséquent, il est possible que les mécanismes d'adaptation
des circuits neuronaux en réponse a une exposition gestationnelle répétée suivent une

cinétique différente et utilisent des mécanismes différents.
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Autre inconvénient, la taille de la portée. Chez la lapine elle est de 7 a 12 lapereaux
tandis qu'une femme a 1 voire 2 enfant. Dés lors I'environnement et les ressources sont
partagés entre les différents lapereaux. Ce partage peut avoir un effet sur le développement
du feetus et s'avere donc dépendant de la position de celui-ci (Chavatte-Palmer et al., 2008).
Il est donc important de prendre en considération non seulement la portée, mais également la
position du foetus dans la corne utérine dans les analyses statistiques, ce qui n’a pas été fait

ici.

5.2. L’exposition « nose-only », la meilleure alternative pour

s’approcher des conditions humaines

L'utilisation des tubes de contention dans cette étude a permis une exposition nasale
totale des animaux afin de contréler le niveau d'exposition de ceux-ci tout au long de I'étude.
D'autres études retrouvées dans la littérature optent pour des chambres d'inhalation, mais
dans ce cas les animaux sont exposés entierement. Les particules peuvent alors se mettre
sur le pelage de I'animal et étre possiblement ingérées lors du toilettage. Elles peuvent ensuite
passer I'épithélium intestinal et atteindre n’importe quel organe y compris le cerveau par une

voie qui n’est plus I'inhalation.

Autre avantage de ce modéle d’exposition, le calibrage des particules présentes dans
les gaz d’échappement de notre expérimentation. Elles sont proches de celles rejetées par les
automobiles diesel ce qui tend vers des conditions d'exposition réelles humaines vivant en

milieu urbain.

Toutefois quelques limites persistent avec ce type d’exposition. Tout d’abord,
l'exposition aux gaz d’échappement de moteur diesel seuls n’est pas véritablement
représentative d’une exposition humaine. Certes les gaz d’échappement sont la source
principale de pollution, mais d’autres sources produisent des particules dans notre
environnement comme l'industrie ou I'agriculture. Ensuite le moteur diesel (25KVA) utilisé au
cours de nos expérimentations est moins récent que les moteurs diesel de la majorité du parc
automobile diesel actuel. A cela, s’ajoute le fait que le fonctionnement du moteur est constant
et stationnaire comparé aux accélérations et ralentissement du moteur d’un véhicule en action.
Cette constance permet la reproductibilité des paramétres pour une exposition chronique
(MAPCEL, RIVM). Ce moteur émet probablement plus d’HAP et de résidus d’huile que les
moteurs diesel récents. La technologie des moteurs diesel évolue sans cesse afin de limiter
les émissions polluantes, les filtres sont de plus en plus performants ce qui induit une émission

de particules plus fines que celles émises par le moteur de notre étude.
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Les moteurs récents sont alors peut-étre « moins polluants » en termes de quantité
d’émissions, mais ils produiraient plus de particules ultrafines. Or les particules les plus fines
sont celles qui pénétrent le plus profondément I'organisme et possédent la toxicité la plus
importante. Par conséquent la composition des gaz d’échappement peut varier Iégérement
d’'un moteur a l'autre. Le type, la puissance et le fonctionnement du moteur diesel sont donc
un autre élément a prendre en compte dans la comparaison des études des effets de

l'inhalation des gaz d’échappement sur la santé.

Enfin, la nature chimique des particules inhalées par les lapines durant la gestation n'a
pas été étudiée. Or il a été démontré que la composition de la couronne des particules était
impliquée dans les potentiels mécanismes de transfert et de réactivité dans les tissus
biologiques (Ali et al., 2015 ; Docter et al., 2015 ; Ruiz et al., 2015). |l serait donc intéressant
de caractériser les particules afin d’envisager les mécanismes d’action mis en place par celles-

ci dans l'organisme des lapines.

5.3. Les PFD ne semblent pas étre la seule source aux effets

neurodéveloppementaux observés

Comme expliqué auparavant la période prénatale est une fenétre déterminante pour le
neurodéveloppement cérébral du feetus. Durant celle-ci, la croissance fcetale est en grande
partie dépendante des signaux physiologiques maternels délivrés via le placenta (Fatima et
al.,, 2017). Ainsi, le stress maternel peut conduire a des dysfonctionnements cognitifs,
comportementaux et émotionnels, comme les troubles du spectre autistique et les troubles du
déficit de I'attention et de I'hyperactivité (King et Laplante., 2005 ; Laplante et al., 2007, 2008).

Des lors, il est possible d’envisager que les effets observés durant notre étude ne sont
pas forcément dus qu’aux PFD et que d’autres facteurs environnementaux comme le stress
induit par la mise en contention des animaux ont leur importance dans nos résultats. Les
travaux de Bolton et collaborateurs (2013) ont démontré qu’un stress maternel survenant en
fin de gestation augmente la sensibilité de la descendance aux effets de I'exposition prénatale
aux PFD. Une « synergie » est donc envisageable, entre ces facteurs, sur le développement

cérébral, via une modification du comportement de soin maternel par exemple.

Lors de notre expérimentation, des tests préliminaires ont été mis en place afin
d’obtenir des conditions optimales d’exposition limitant le stress des lapines. Ces
manipulations ont permis d’établir le temps d’exposition optimal (une heure, deux fois par jour)

et ont montré le besoin d’habituer les lapines a entrer et rester dans les dispositifs d’exposition.
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Toutefois, seule une comparaison avec un lot de lapines non manipulées et non mises
en contention aurait permis d’évaluer 'absence d’effet de la contention sur la physiologie
maternelle, et par extension d’exclure une présensibilisation maternelle aux effets de

I'exposition aux PFD sur les descendants au stade feetal.

D’aprés Valentino et collaborateurs, aucun effet significatif de la contention n’a été
observé dans la phase initiale de ce projet de recherche. L’ensemble des paramétres étudiés
n’a montré aucune différence entre les groupes, que ce soit sur la température corporelle ou
le taux de cortisol (considérés comme marqueurs de stress maternel), la biochimie sanguine
ou la biométrie des organes des lapines gestantes (Valentino et al., 2016b). Aussi, le
pourcentage et la durée de gestation, la taille des portées et le sex-ratio n’ont pas relevé de
différence entre les deux groupes. Ces résultats révelent que la contention obligatoire due au
dispositif n’a pas eu d’impact majeur sur 'état physiologique général maternel ni sur le

déroulement de la gestation.
6. Rapport final sur le projet BrainAirPoll

Les résultats actuels du programme BrainAirPoll montrent qu’une exposition
gestationnelle aux particules de fumées de diesel induit a court terme des altérations
anatomofonctionnelles des capacités olfactives ainsi que de I'activité fonctionnelle cérébrale
dans certaines régions du cerveau, préférentiellement de nature dopaminergique. Des
répercussions plus localisées au niveau central que de la fonction olfactive sont observées a
lage adulte et pourraient étre indicatrices de I'émergence de possibles troubles
neurodégénératifs et cognitifs a long terme. Ces résultats suggérent aussi que les atteintes
olfactives observées précocement pourraient étre indicatives de la mise en place d’'une
neurotoxicité a plus long terme, la muqueuse et le bulbe olfactif constituant une interface
directe entre I'environnement et le cerveau. Enfin, des effets potentiels de I'exposition aux
particules diesel sur la fonction olfactive de la génération F2 sont observés indiquant la
capacité de ce type d’exposition foetale a induire des effets intergénérationnels sur le
développement de la fonctionnalité cérébrale possiblement au niveau de deux générations

successives.

Les résultats des analyses du transcriptome et du protéome au niveau olfactif et central
qui sont en cours de traitement permettront d’identifier des pistes quant aux mécanismes
impliqués dans la génération de ces effets neurotoxiques a court et a long terme. De méme,

la sensibilité différentielle des males et des femelles a I'exposition indirecte aux particules de
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diesel dans différentes zones du cerveau qui a été observée reste a préciser et les

mécanismes potentiels a explorer.
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Conclusion générale et perspectives

Cette étude illustre les effets toxiques neurodéveloppementaux d'une exposition
gestationnelle nasale quotidienne et contrélée aux PFD, sur un modéle animal de placentation
hémodichoriale humain, et dans des conditions imitant I'exposition humaine en milieu urbain.
Via une approche compléte regroupant de la microscopie électronique, de
limmunohistochimie, de la neurochimie, associée a des approches comportementales et
neurofonctionnelles, elle contribue a donner des éléments quant aux mécanismes
responsables des effets sur différentes zones du cerveau. L’ensemble des résultats obtenus
initialement au stade feetal, tant au niveau olfactif que central, montre que I'exposition aux
fumées de diesel a un impact sur l'intégrité des structures cérébrales des animaux a une
période critique de leur développement. Dés lors elle pourrait mener a des altérations

majeures du neurodéveloppement du foetus avec des conséquences chez 'adulte.

Ces données rejoignent la littérature actuelle, qui évoque que [I'exposition
gestationnelle a la pollution atmosphérique interagit avec le développement du cerveau du
foetus et pourrait a terme prédisposer l'individu a des maladies neurodéveloppementales et
neurodégénératives (Heusinkveld et al., 2016). En effet, des données épidémiologiques
récentes ont démontré qu’une exposition a ce stade de développement pouvait étre corrélée
avec I'émergence de troubles neurodéveloppementaux, comme les troubles du spectre
autistique et les troubles du déficit de I'attention et de I'hyperactivité chez 'homme (Guxens et
al., 2012, 2014 ; Calderon-Garciduenas et al., 2016). Les données expérimentales, elles, ont
montré des altérations structurales et moléculaires des tissus neuronaux, pouvant provoquer
des troubles neurocomportementaux chez I'adulte (Bolton et al., 2013 ; Allen et al., 2014 ;
Hougaard et al., 2015 ; Wong et al, 2015). Des déséquilibres des systémes
monoaminergiques liés a divers troubles neurocognitifs ont aussi été observés (Yokota et al.,
2009, 2013, 2016).

Du fait de la continuité anatomofonctionnelle entre le systeme olfactif et le cerveau, les
résultats obtenus ont montré des désordres de la neurotransmission dans les structures
antérieures cérébrales. Ces altérations suggerent la présence de particules dans le liquide
amniotique conduisant a les retrouver dans les structures olfactives foetales. La présence
physique des particules conduirait alors a des dérégulations de 'homéostasie cellulaire et a
une dénervation des afférences sérotoninergiques au niveau des structures cérébrales
antérieures, ce qui engendrerait une réponse plastique compensatoire. Malgreé les limites dues

au modéle et aux techniques utilisées, nos travaux permettent d’entrevoir plusieurs
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perspectives. Tout d’abord nous avons montré différentes voies d’entrée vers le systéme
nerveux foetal, utilisées par les particules fines de diesel. Il serait intéressant de déterminer
selon quelle cinétique se fait la distribution des particules au niveau cérébral, et par quel
mécanisme d’internalisation. Il serait aussi judicieux d’étudier d’autres compartiments (foie,

plasma ...).

De plus, le prélevement et I'analyse d’autres tissus (poumon, placenta) et matrices
biologiques (urine, lait et sang maternels, sang des jeunes) pourraient contribuer a mieux
comprendre les mécanismes de transfert, distribution et « métabolisme » des PFD chez foetus

et par extension chez 'adulte.

Concernant les mécanismes mis en jeu dans les atteintes cérébrales, il serait
intéressant de suivre I'effet de I'exposition aux particules diesel sur la dynamique des tissus
olfactifs, MO et BO, qui constituent des modéles trés intéressants de la régénération, du fait
gu’ils contiennent pour I'un, des cellules souches et pour l'autre, des précurseurs neuronaux.
La possibilité de suivre cette dynamique in vivo par incorporation de traceurs fluorescents
intranasaux, mais aussi in vitro en culture primaire, permettrait d’étudier les mécanismes
cellulaires de plasticité neuronale et d’extrapoler ces résultats aux neurones du SNC et aux

niches neurogéniques qu’il contient.

Concernant les conséquences comportementales que nous avons identifiées, |l
faudrait disposer de nouveaux individus pour réaliser in vivo des mesures
électrophysiologiques de la réponse olfactive, par électro-olfactogramme par exemple,
caractériser les réseaux de neurones affectés en réponse a la phéromone mammaire et suivre
I'évolution de la modulation de la réponse aux odeurs en développant d’autres tests olfactifs
permettant de mieux mesurer l'identification, la discrimination et le seuil de sensibilité olfactive
des animaux exposés. De plus, une évaluation réguliére et plus tardive des animaux adultes
permettrait de déterminer si les effets comportementaux observés évoluent et persistent dans
le temps, auquel cas, il serait possible de poser la question de l'influence de cette exposition

dans I'apparition de maladies neurodégénératives.

La mise en place au niveau régional d’un indicateur de I'activité fonctionnelle cérébrale
comme celui de la cytochrome oxydase permettrait de déterminer la sensibilité aux PFD des
régions du cerveau impliguées dans la régulation de divers comportements, comme cela a
déja été montré (Crépeaux et al., 2012, 2013 ; Peiffer et al., 2011) et ainsi fournir des premiers
éléments de réponse quant a la sensibilit¢é du cerveau a la présence du polluant et au
mécanisme d’action possible de ce demier (toxicité physique, gazeuse,...). Ce travail ayant

confirmé le risque de l'exposition par inhalation aux PFD a des niveaux d’exposition
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représentatifs de la population humaine urbaine, il constitue un argument pouvant motiver la
réalisation d’autres travaux visant a évaluer les effets de 'inhalation d’autres types de polluants
(des gaz tels que les NOx ou I'ozone) ou d’autres familles de polluants (tels que les HAP).
Ceci permettrait d’appréhender les différences ou les potentiels effets synergiques existant
entre I'exposition a des particules seules (ou majoritairement) et des mélanges de polluants
atmosphériques, pour ainsi établir la nature et I'importance des effets susceptibles d’étre
induits a des niveaux environnementaux d’exposition par les deux voies d’entrées principales

de la contamination.

Enfin, la mise en place d’'une cartographie plus compléte des dérégulations des
systémes neurotransmission cérébrale permettant de compléter celle de la cytochrome
oxydase aiderait a déterminer et confirmer dans un premier temps la sensibilité aux PFD des
régions du cerveau impliquées dans la régulation de multiples neuromodulateurs et des
comportements auxquels ils sont associés, et dans un second temps confirmer I'’hypothése

d’une régulation compensatoire entre les divers systémes.

En conclusion, ces travaux offrent des pistes de compréhension sur I'étiologie de
certains troubles observés dans les populations humaines en lien avec I'environnement
extérieur, en montrant des atteintes du fonctionnement cérébral suite a une exposition
gestationnelle. lls alertent également sur la nocivité des gaz d’échappement chez la femme
enceinte et le foetus en développement. Cependant, les mécanismes précis d’action de ces
nanoparticules diesel restent encore a approfondir. lls s’inscrivent pleinement dans les
programmes des agences frangaises qui visent a comprendre les impacts de la qualité de I'air
sur la santé, puisqu’ils apportent des arguments scientifiques sur les risques encourus lors
d’'une exposition aux particules environnementales au cours de cette période critique qu’est la
fin de grossesse. Tout comme pour I'enfant ou la personne agée, la femme enceinte doit donc
étre considérée comme une personne vulnérable, non seulement a titre personnel, mais aussi
au regard de sa future progéniture. Le niveau d’exposition aux contaminants présents dans
I'air extérieur auquel elle doit étre exposée doit donc étre minimisé autant que possible. Des
solutions de protection individuelle étant peu envisageables, la prévention reste la meilleure

alternative.
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Annexe

ATLAS DE L'ENCEPHALE DE
LAPIN ADULTE

Grégoire MENCARELLI, Benoit OLIVIER, Estefania BERNAL MELENDEZ, Henri SCHROEDER,
Pascaline BOUILLAUD
Equipe Composés Alimentaires : Biofonctionnalités et Risques Neurotoxiques, 54506 Vandoeuvre-Lés-Nancy

(@ cavincton 2018 W
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3N= Noyau moteur du nerf oculomoteur
7= nerf facial

4V=4éme ventricule

AcbC = noyau accumbens (cceur)
AcbSh = noyau accumbens (ceinture)
AHA = aire hypoyhalamique antérieure
Au = aire auditive

B = Noyau basal de Meynert

BLA =Noyau basolatéral de I'amygdale
BMA = noyau basomédian de I‘amygdale
CA1l =corne d’Ammon, zone 1

CA2 = corne d’Ammon, zone 2

CA3 = corne d’Ammon, zone 3

Cd = noyau caudé

CeA = noyau central de I'amygdale

Cg = cortex cingulaire

CGL = corps géniculé latéral

CGM = corps géniculé médian

CGV = corps géniculé ventral

Cl = claustrum

ColInf = colliculus inférieur

ColSup = colliculus supérieur

DG = gyrus denté

DHip = hippocampe dorsal

DL = noyau dorsolatéral du thalamus

DMH = noyau dorsomédian de I’"hypothalamus

DTg = noyau temental dorsal

DTgP = noyau tegmental dorsal (partie
postérieure)

Ent = cortex entorhinal

Abréviations

fi = fimbria

GP = globus pallidus

GrCb = couche granulaire du cortex cérébelleux
Int = noyau interposé du cervelet

L = noyau latéral du thalamus

Lat = noyau lateral (dentelé) du cervelet
LatA = noyau lateral de I'amygdale

LC = locus coeruleus

LDTg = noyau tegmental latérodorsal

LSD = septum lateral (partie dorsale)

M = cortex moteur

mcp = pédoncule cérébelleux moyen
Me5 = noyau trigeminal mésencéphalique
MeA = noyau median de I'amygdale

Med = noyua median du thalamus

MoCb = couche moléculaire du cortex
cérébelleux

MS =septum médian

PAG = substance grise périaqueducale
PBG = noyau parabigéminal

PH = hypothalamus postérieur

Pir = cortex piriforme

Pk = couche des cellules de Purkinje du cortex
cérébelleux

PL = noyau postérolatéral du thalamus
Pn = noyaux du pont

PrL = cortex prélimbique

PTg = noyau tegmental pédonculo-pontin
Put = putamen

R =raphé

RR = Raphé rostral

Rt = noyau réticulaire du thalamus
SN = substance noire

SNC = substance noire compacte

SNR = substance noire réticulée

SO = olive supérieure

Sp5 = noyau trigéminal spinal

Sth = noyau sous-thalamique

Tu = tubercule olfactif

V = cortex visuel

Ve = noyau vestibulaire

VTg = noyau tegmental ventral

VL = noyau ventrolatéral du thalamus
VM = noyau ventromédian du thalamus

VMH = noyau ventromédian de I’hypothalamus

VP = pallidum ventral
VTA = aire tegmentale ventrale
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Figure 1

4V = 42me ventricule

7 = nerf facial

Int = noyau interposé du cervelet

Lat = noyau lateral (dentelé) du cervelet
Sp5 = noyau trigéminal spinal

Ve = noyau vestibulaire

Figure 2

4V = 42me ventricule

GrCb = couche granulaire du cortex cérébelleux
MoCb = couche moléculaire du cortex
cérébelleux

Pk = couche des cellules de Purkinje du cortex
cérébelleux

Figure 3

LC = locus coeruleus

Me5 = noyau trigeminal mésencéphalique
Pn = Noyaux du Pont

Figure 4

ColInf = colliculus inférieur

DTgP = noyau tegmental dorsal (partie
postérieure)

LDTg = noyau tegmental latérodorsal
mcp = pédoncule cérébelleux moyen

PTg = noyau tegmental pédonculo-pontin
VTg = noyau tegmental ventral

SO = olive supérieure

Abréviations/figure

Figure 5

ColInf = colliculus inférieur

DTg = noyau tegmental dorsal

mb5 = racine motrice du nerf trigeminal
PBG = noyau parabigeminal

Pn = noyaux du pont

PTg = noyau tegmental pédonculo-pontin
R =raphé

Figure 6

3N= Noyau moteur du nerf oculomoteur
ColInf = colliculus inférieur

ColSup = colliculus supérieur

PAG = substance grise périaqueducale
PTg = noyau tegmental pédonculo-pontin
SNC = substance noire compacte

SNR = substance noire réticulée

Figure 7

CGM = corps géniculé médian

ColInf = colliculus inférieur

ColSup = colliculus supérieur

PL = noyau postérolatéral du thalamus
SN = substance noire

RR =raphé rostral

Figure 8

CGM = corps géniculé médian
ColSup = colliculus supérieur
SNC = substance noire compacte
SNR = substance noire réticulée
V = cortex visuel

VTA = aire tegmentale ventrale

Figure 9

Au = aire auditive

CGL = corps géniculé latéral

CGV = corps géniculé ventral

DL = noyau dorsolatéral du thalamus
Ent = cortex entorhinal

L = noyau latéral du thalamus

Med = noyau median du thalamus

VL = noyau ventrolatéral du thalamus
VM = noyau ventromédian du thalamus

Figure 10

Au = aire auditive

CA1 = corne d’Ammon, zone 1

CA2 = corne d’Ammon, zone 2

CA3 = corne d’Ammon, zone 3

CGL = corps géniculé latéral

CGV = corps géniculé ventral

DG = gyrus denté

DL = noyau dorsolatéral du thalamus
fi = fimbria

L = noyau latéral du thalamus

PH = hypothalamus postérieur

Rt= noyau réticulaire du thalamus
Sth = noyau sous-thalamique

VL = noyau ventrolatéral du thalamus
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Figure 11

BLA =Noyau basolatéral de I'amygdale
BMA = noyau basomédian de I‘amygdale
Cd = noyau caudé

DHip = hippocampe dorsal

DL = noyau dorsolatéral du thalamus
LatA = noyau lateral de I'amygdale
MeA = noyau median de I'amygdale
Put = putamen

Rt = noyau réticulaire du thalamus

VL = noyau ventrolatéral du thalamus

Figure 12

B = Noyau basal de Meynert

Cd = noyau caudé

CeA = noyau central de 'amygdale

DL = noyau dorsolatéral du thalamus

DMH = noyau dorsomédian de I’"hypothalamus
Put = putamen

Rt = noyau réticulaire du thalamus

VMH = noyau ventromédian de I’"hypothalamus

Abréviations/figure

Figure 13

AHA-= aire hypothalamique antérieure
Cd = noyau caudé

CeA = noyau central de 'amygdale
GP = globus pallidus

Put = putamen

Figure 14

Cd = noyau caudé

Cg = cortex cingulaire
GP = globus pallidus
M = cortex moteur
Put = putamen

Figure 15

AcbC = noyau accumbens (cceur)
AcbSh = noyau accumbens (ceinture)
Cd = noyau caudé

LSD = septum lateral (partie dorsale)
MS =septum médian

Put = putamen

VP = pallidum ventral

Figure 16

Cl= claustrum

Pir = cortex piriforme
Tu = tubercule olfactif

Figure 17
PrL = cortex prélimbique
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Les différents marquages/colorations

Cytochrome oxydase
Les coupes (a) de chaque figure représentent un marquage histochimique de la cytochrome oxydase. Cette enzyme du complexe IV de la
phosphorylation oxydative est un marqueur du métabolisme neuronal.

Thionine
Les coupes (b) sont une coloration a la thionine, colorant basique qui marque les corps cellulaires (cytoplasme et noyau) en bleu/violet.

Acétylcholinestérase
Les coupes (c) représentent un marquage histochimique de 1’acétylcholinestérase, enzyme de dégradation de 1’acétylcholine, permettant de
cartographier les innervations cholinergiques dans le systéme nerveux central

Tyrosine hydroxylase
Les coupes (d) représentent un marquage immunohistochimique de la tyrosine hydroxylase, enzyme de synthése de la dopamine (anticorps anti
TH ref 1299, Sigma, 1/5000).
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RESUME :

La pollution atmosphérique, et particulicrement celle liée aux particules fines issues de moteur diesel
(PFD ; < 100 nm), est une préoccupation majeure de sant¢ publique du fait que cette derniére peut
gagner la voie systémique et atteindre divers organes, dont le cerveau.

Si la plupart des données neurotoxiques a été obtenue suite a une exposition directe de 1’individu que
ce soit lors de la période post-natale ou a 1’age adulte, des études récentes tant épidémiologiques
qu’expérimentales suggerent que 1I’exposition gestationnelle aux PFD semble étre associée a différentes
altérations cérébrales anatomiques et fonctionnelles au niveau de la descendance.

L'objectif de ce travail est d'étudier les effets d'une exposition gestationnelle répétée et controlée aux
PFD chez le lapin sur ’activité cérébrale via les mesures histochimiques de ’activité de la cytochrome
oxydase et de ’acétylcholine estérase (AchE) dans différentes régions cérébrales a 1’age adulte.
L’ensemble des résultats obtenus chez I’adulte montrent que I’exposition gestationnelle aux particules
de diesel induit des modifications fonctionnelles cérébrales a long terme avec une sensibilité

particuliere du systéeme dopaminergique, plus particulierement au niveau des structures limbiques.
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