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1 INTRODUCTION

La qualité de I’air est un des problémes environnementaux contemporains des plus
préoccupants du point de vue de la santé humaine. L’influence des polluants atmosphériques
sur le monde vivant est évaluée par I'emploi de bioindicateurs végétaux ou par des études
épidémiologiques (Cislaghi and Nimis, 1997). Or ces méthodes nécessitent des délais
importants entre la phase d’exposition et I’obtention des résultats. La mesure de la qualité de
I’air est donc actuellement réalisée au moyen d’appareils basés sur les propriétés physico-
chimiques des molécules polluantes. 1.’ utilisation d’un systéme de mesures en continu de la
qualité de l’air, basé sur un indicateur vivant, pourrait permettre d’évaluer directement
I'influence des polluants sur la santé des populations.

L’air entre dans I'organisme des mammiferes par les voies aériennes supérieures et
pénétre ensuite jusqu’aux alvéoles ot les échanges gazeux ont lieu. Les polluants
atmosphériques suivent le méme parcours, causant des perturbations morphologiques,
physiologiques et fonctionnelles en fonction de leur nature et de leur profondeur de
pénétration. Les macrophages alvéolaires constituent le premier systéme de défense cellulaire
du poumon profond. Leur fonction principale consiste a phagocyter les micro-organismes ou
macromolécules qui se déposent sur les alvéoles. Ces cellules sont directement exposées a
Iair inhalé et donc aux polluants gazeux et particulaires. Les phagocytes exposés présentent
alors des modifications morphologiques et physiologiques conduisant a une diminution de la
phagocytose et une augmentation de leur mortalité. Une des étapes clés de la déf?nse
macrophagique des alvéoles réside dans la capacité de déplacement du phagocyte vers sa
cible. L’action des polluants sur la mobilité et les modifications physiologiques consécutives a

une intoxication sont cependant mal connues a court terme.




Le premier objectif de ce travail est d’étudier I’influence de I’ozone, polluant
atmosphérique majeur, sur la mobilit¢ de macrophages en dévéloppant un syst¢me de
traitement basé sur I’analyse d’images, capable de fournir en continu des données
représentatives des répercussions physiologiques de ce polluant. Le deuxiéme objectif
concerne la réalisation d’un biocapteur autonome qﬁi permettrait de compléter la panoplie
d’appareils physico-chimiques des réseaux de mesure par un outil apte a prendre en compte la
qualité globale de I’air tout en étant plus proche de I'impact sur la santé humaine. La
validation d’un prototype sera réalisée au moyen d’ozone et de monoxyde d’azote puis d’un

mélange polluant caractéristique des pollutions estivales (0zone — NOx).

L’analyse bibliographique (Chapitre 2) présente les polluants atmosphériques ainsi
que les différentes méthodes de mesures de la qualité de I’air aussi bien physico-chimiques
que biologiques. Les relations entre la pollution atmosphérique et la santé sont ensuite
abordées avec une attention particuliére pour les macrophages alvéolaires et leur role dans le
maintien de I’intégrité pulmonaire.

Au terme de la présentation du matériel et des méthodes mis en ceuvre (Chapitre 3), la
phase expérimentale proprement dite (Chapitre 4) développera I’étude de la mobilité des
macrophages par analyse d’images ainsi que l’influence d’une exposition a 'ozone sur
celle-ci. La mise au point d’un biocapteur, basé sur la mobilité cellulaire, sera ensuite abordée
de méme que les premiers essais de calibration du prototype. Enfin, la mesure de paramétres
biochimiques permettra d’évaluer les perturbations physiologiques liées a 1’ozone.

La conclusion (Chapitre 5) fera ressortir I’effet des polluants atmosphériques sur les
macrophages et montrera I’intérét des informations apportées par le biocapteur par rapport

aux outils d’analyses physico-chimiques existants.
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2 ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 LA POLLUTION ATMOSPHERIQUE : ORIGINES ET EVOLUTIONS

L'atmosphére de la Terre n'a jamais été stable. Depuis la formation de notre planéte, sa
composition et sa température ont beaucoup évolué. Hormis les modifications brutales liées a
des phénoménes accidentels (éruptions volcaniques, ...), ces variations étaient graduelles et
progressives permettant I'adaptation des espéces. Cependant, depuis ’avénement de |’ére
industrielle, les modifications physico-chimiques de 1’atmosphére ont tendance a s'accélérer
du fait de l'accroissement des activités humaines. Les manifestations les plus alarmantes de
cette évolution sont, par exemple, le "smog" acide qui a frappé Londres en 1952, le "smog"
oxydant des grandes métropoles comme Sao Paulo (Brésil) lors des journées calmes et
ensoleillées, les dépdts acides communément appelés "pluies acides”, le réchauffement de la
Terre par effet de serre ou encore le "trou" de la couche protectrice d'ozone stratosphérique,
pour ne citer que les phénoménes les plus médiatisés (Graedel and Crutzen, 1996 ; Arqués,
1998).

Ces dégradations de I'environnement ont pour origine historique (ADEME, 1997) :

« les procédés industriels (métallurgie, pétrochimie, chimie) qui sont générateurs de
quantités importantes de gaz acides comme le dioxyde de soufre (SO,), l'acide
fluorhydrique (HF) ou I’acide chlorhydrique (HCI), des oxydes d’azote (NOx), des
particules et de dioxyde de carbone (CO,)

+ les combustions d'énergie fossile par des foyers fixes qui produisent du CO; et du SO, par
oxydation du soufre contenu dans le carburant : le charbon contient, par exemple, de 1 a
10 % (w/w) de soufre et le fuel, de 0,5 a3 % (w/w)

12




« Dlutilisation de gaz potentiellement polluant rejetés dans 1’atmosphére apres emploi

comme les chioro fluoro carbones (CFC).

Depuis quelques années cependant, les réseaux de surveillance de la qualité de l'air
font état de I'émergence d'une émission diffuse de contaminants tels que les NOx, les
particules fines (diamétre équivalent inférieur 4 1 pm), les métaux et métaux lourds ainsi que
les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Garrec, 1993 ; Poissant and Koprivnjak,

1996 ; Echaubard, 1996).

De méme, les polluants photochimiques de la troposphére tels que I'ozone (O3) et le
nitrate de péroxyacétyle (PAN) sont en augmentation par transformation des polluants
primaires précédents, dont les NOx, lors de conditions anticycloniques particulieres et par fort
ensoleillement (Papais, et al., 1998). Le trafic automobile a été identifi¢ comme la source
majeure de ces polluants, plus spécifiquement en zone urbaine. Les véhicules produisent ainsi
61 % des NOx, 56 % du CO, 42 % des COV et 35 % du CO, (EEA, 1994 ; Chiron, ef al.,
1997 ; Joumard, 1997). Cependant, cette répartition varie en partic en fonction de la
proportion de véhicules a allumage commandé (moteur a essence) et spontané (moteurs
diesel) (Tableau 1) (ADEME and INRET, 1995 ; Dron and Cohen de Lara, 1995 ; Leclerc,

1996).
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Tableau 1 : Composition des gaz d'échappement de véhicules routiers en parcours

urbain (Popescu, ef al., 1998)

COMPOSITION DES FUMEES
TYPE ° .
(% en volume des fumées totales)
DE > , - .
POLLUANT Moteur a allumage commandé Moteur a allumage spontané
Maximum | Minimum | Moyenne | Maximum | Minimum | Moyenne
COo; 15,0 2,7 9,0 13,8 0,7 9,0
co 13,5 0,2 4,0 7,6 / 0,1
0, 17,4 0,0 4,0 20,0 0,5 9,0
H, 5,80 0,00 2,00 2,50 0,00 0,03
Hydrocarbures 4,00 0,00 0,50 0,50 0,00 0,02
NOx 0,20 0,00 0,06 0,15 0,00 0,04
SO, 0,008 0,000 0,006 0,030 0,010 0,020
Aldéhydes 0,0300 0,0000 0,0040 0,0037 0,0000 0,0020
Particules fines | 0,0000 0,0000 0,0000 | Jusqu’a 1% du poids de combustible

Ainsi, alors que les premiers réseaux de surveillance de la qualit¢é de I’air ne
mesuraient que la pollution de sources fixes bien ciblées (localement, en Moselle, AERFOM
pour la vallée sidérurgique de la Fensch ou ESPOL pour la plate-forme ELF ATOCHEM),
leur attention se focalise actuellement plus sur la pollution autoroutiére et I’évaluation de la
dose d'exposition réelle de la population (Hodin and Hertz, 1996 ; Jarry, 1995 ; Lambré, 1995
; Quesnel, et al., 1997 ; Voisin, 1998). Conformément a article 3 de la loi du 30 décembre
1996 sur I’air et I'utilisation rationnelle de 1’énergie (Loi n°96-1236, 1997) : « I’Etat assure,
avec le concours des collectivités territoriales, la surveillance de la qualité de ’air et de ses
effets sur la santé et ’environnement ». Ce texte prévoit aussi que 1’ensemble du territoire
national doit étre couvert, au plus tard, le 1* janvier 2000.

Depuis le 1* janvier 1998, 58 agglomérations de plus de 100 000 habitants sont sous
surveillance et, a ’heure actuelle, le réseau de surveillance national de la qualité de Iair agréé

ATMO (Voir 2.2.1) se compose de 37 associations (Lombard, 1998) (Voir Chapitre 7.1).
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2.2 METHODES DE MESURES

L'évolution permanente de la nature des polluants, de leurs sources et de leur
répartition induit la mise au point d'outils ét de méthodes adaptés pour I'analyse et la prévision
des épisodes de pollution. Les réseaux de mesure de la qualité de l'air se servent d'appareils
basés sur l'utilisation des propriétés physico-chimiques des gaz (Tableau 2). De plus, I’analyse
de certains composés présents a trés faibles concentrations, comme les COV, nécessite la mise

en place de concentrateurs d’échantillons (Bruns and Li, 1994).

Tableau 2 : Analyseurs automatiques commercialisés et technologie utilisée

TECHNOLOGIE APPAREIL
GAZ ANALYSE (Norme AFNOR) COMMERCIALISE

SO Fluorescence ultraviolette SF 2000 (Seres)

2 (UV) (X43-019) AF 21M (Environnement SA)
e NOX 2000 (Seres)

NOx Chimiluminescence (X43-301) AC 31M (Environnement SA)

. 0Z 2000 (Seres)
05 Absorption UV (X40-024) 03 41M (Environnement SA)

co Corrélation IR (X43-044) CO 2000 (Seres)

CO 11M (Environnement SA)

Hydrocarbures totaux
(HCT)

Ionisation de flamme (FID)
(X43-301)

HCT 2000 (Seres)
HC 51M (Environnement SA)

.y A MP 101MS
Poussieéres Jauge béta (Environnement SA)
Benzéne, Toluéne, Ethyl- Chromatographie en phase BTX 61M
benzéne, m, p et 0-Xyléne gazeuse associée a un (Environnement SA)
(BTEX) détecteur FID
03, NOx, SOz, BETX,
disulphure de carbone, Spectrophotométrie SANOA
ammoniac, formaldéhyde, d’absorption ultraviolette (Environnement SA)
naphtaléne, styréne, phénol, |différentielle (DOAS)

acide nitreux
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Ces analyseurs ne peuvent toutefois pas prendre en compte les notions de synergie de
polluants de biodisponibilité ainsi que leurs effets cumulatifs. En effet, ils ne détectent que les
produits pour lesquels ils ont ét€ congus. Un indice global de qualité de 'air a cependant été
élaboré afin de traduire, pour le public, l'exposition aux polluants en risque. Les
concentrations de SO,, de NOx, d'O; et de poussiéres sont comparées individuellement a une
échelle de correspondance fournissant un indice de qualité. Le plus mauvais indice devient
I’indice global de qualité de l'air appelé ATMO (De Kermikri, 1995 ; Vessoren, 1997) (Figure
1). ATMO ne représente donc que trés partiellement la dose réelle absorbée puisqu’il n’est
basé que sur ’influence d’un composé unique sans prendre en considération les interactions

physico-chimiques ou physiologiques des polluants.

ATMO COMMENTE L'INDICE

Atmo Atmo Atmo Atmo
est frés content est content est satisfait n’est pas content
la qualité de P'air lo qualite de 'air I o qualité de I'air [l la qualité de I'cir B8 la qualité de 'air
est trés bonne est bonne est moyenne est mauvaise est trés mauvaise
{162 344 {50 6) {7 a8) (?a10)

Figure 1 : ATMO, mis en place par le Ministére de 'Environnement, indique la qualité

de l'air.
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2.2.2 La bioindication de la qualité de I'air’

2.2.2.1 Les bioindicateurs

L'utilisation d'organismes indicateurs présente I'avantage d'apporter un complément
d'information aux systémes chimiques de surveillance, a savoir :

. la connaissance des niveaux moyens de contamination en micropolluants devient
accessible grice aux phénoménes de bioaccumulation alors que leur mesure directe est
difficile du fait leur trés faible concentration dans le milieu naturel (Steubing and Jager,
1982)

. la connaissance de l'incidence réelle des polluants par I'utilisation de systémes biologiques
qui vont permettre une approche plus réaliste de limpact sur la santé humaine et
environnementale, car elle prend en compte les concepts de biodisponibilité et d'interaction

(Cislaghi and Nimis, 1997).

Les organismes les plus utilisés sont les végétaux. Ce choix peut s'expliquer en
fonction de plusieurs critéres : large répartition géographique, sédentarité et facilité de récolte
mais aussi lisibilité de I'impact des polluants. Les plants de tabac (Nicotina tabacum) sont, par
exemple, utilisés pour mettre en évidence les pollutions ozonées alors que les lichens
permettent d'effectuer des dosages d'exposition aux métaux, aux métaux lourds ou au SO, ,
par exemple (Hawksworth and Rose, 1976 ; Bytnerowicz, et al., 1993 ; Waber, et al., 1994 ;

Grasso, et al., 1999).

' Falla J, Laval-Gilly P, Henryon M, Morlot D and Ferard J.-F, « Biological air quality monitoring : a review »,
Environmental Monitoring and Assessment (In print)
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Ces catégories de polluants font apparaitre une différence de comportement du végétal
vis a vis du composé indésirable :

e La bioindication basée sur des éléments biologiques sensibles au stress polluant utilise les
altérations physiologiques (I’altération de la photosynthése par exemple) puis
morphologiques (comme la destruction de la cuticule végétale) ou parfois la disparition
d’espéce dans 1’écosystéme. Ces altérations peuvent donc conduire a des manifestations
visibles a I’ceil nu (nécroses de la feuille de tabac par exemple).

e Par contre, la bioindication par bioaccumulation utilise des éléments biologiques vivants
résistants aux polluants accumulables par les organismes biologiques. La quantité totale
présente dans la plante au bout d’une période d’exposition donnée est alors estimée. Ce
type d’étude requiert des analyses chimiques a posteriori ainsi que la mise en ccuvre d’une

stratégie de collecte et d’identification des échantillons (Steubing and Jager, 1982).

Pour I'étude de la qualité de I’air, les espéces seront retenues en fonction de la zone,
de la période et de la durée d’observation. Le nombre, I'étendue et la couverture végétale des
sites permettront ensuite de déterminer s’il est possible de se baser sur des végétaux
autochtones ou non. Le choix final des espéces est généralement conditionné par le type de
polluant, le meilleur indicateur étant celui qui présente les marqueurs les plus spécifiques,
sensibles et faciles & mettre en évidence.

Parmi les végétaux les plus étudiées, deux groupes, qui font objet des deux chapitres

suivants, se distinguent en fonction de leur mode d’utilisation.

2.2.2.2 Les bioindicateurs passifs

Les bioindicateurs passifs sont des plantes déja présentes sur le lieu d’¢tude. Leur

emploi est souvent lié & la nécessité de couvrir une zone de recherche étendue. De plus, les
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especes e’tant autochtones, elles n’ont besoin d’aucun entretien spécifique. En contrepartie,
Iinterprétation des résultats obtenus doit prendre en compte un nombre de critéres importants
tels que I’hétérogénéité des conditions de vie: qualit¢é du sol, conditions climatiques,
variabilité génétique, hétérogénéité de la distribution spatiale des espéces retenues, ... (Garrec

and Radnai, 1996)

Les arbres
 L’emploi des arbres est souvent li€ a la nécessité de suivre ’évolution de la qualité de

I"air et son impact sur de grandes étendues. Les espéces utilisées sont alors autochtones ce qui
permet de s’affranchir des problémes d’acclimatation et d’entretien des végétaux. Les
résineux (sapin, épicéa, pin sylvestre) sont utilisés depuis 1980 pour mettre en évidence
I'impact de pollutions diffuses, en SO, ou ozone, dans les régions montagneuses (Feder,
1978 ; Bouvarel, 1984 ; Landmann, 1995 ; Manninen and Huttunen, 1995). Les feuillus, dont
les chénes, permettent le suivi des expositions & ces composés dans la plupart des domaines
forestiers (Becker and Levy, 1982 ; Becker and Levy, 1988). Il faut cependant noter que la
superficie de la zone d’étude et I'utilisation des essences en place générent quelques
contraintes. Il convient de trouver des plants sensibles et des plants résistants aux polluants
sur le méme site. Ceci implique, bien entendu, la connaissance préalable de la réactivité des
espéces présentes (Garrec, 1997). De plus, les arbres doivent étre correctement exposés aux
flux d’air. Les lisiéres de clairiéres o la diffusion de la charge polluante au sein du feuillage
est facilitée, seront donc préférentiellement retenues. Dans les autres cas, seule la canopée
sera assez aérée pour prétendre 3 une exposition suffisante.

En 1994, les Etats-Unis ont initié un programme d’étude afin de suivre I’évolution des
foréts américaines. Pour répondre au mieux .aux critéres énoncés ci-dessus, le « National

Forest Health Monitoring Program » prévoit que les sites d’étude doivent étre composés d’au
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moins trente spécimens d’au moins trois espéces différentes situées en lisiére de clairieres.
Dix huit sites ont ainsi été retenus pour représenter les 32 foréts de la région Centre -
Atlantique alors que 71 Pont été pour les 219 de Nouvelle-Angleterre (Hoffard, et al., 1995).
La comparaison entre les sites peut toutefois s’avérer délicate du fait de la biodiversité¢ des
milieux et des différences de réponse entre espéces face 4 une charge polluante identique.

Les atteintes végétales recherchées sont, dans le cas des arbres, essentiellement
morphologiques (Barthod, ef al., 1987). Ainsi, la présence de nécroses foliaires traduit une
exposition aux polluants. Comme les constituants naturels de I’atmosphére libre, les polluants
gazeux parviennent a proximité de la feuille par diffusion turbulente et traversent ensuite une
couche plus stable, appelée couche limite, par diffusion moléculaire. L’appareil stomatique
représente I’élément essentiel de pénétration de la plupart des gaz dans la plante. L’ostiole
franchi, les polluants accédent a la chambre sous-stomatique ou ils vont pouvoir se solubiliser.
D’autre part, les altérations dues & une exposition aux gaz oxydants forts, sont rarement
trans-foliaires et, souvent, seule la face supérieure sera lésée alors que la face inférieure
restera intacte (Figure 2). De méme, les parties périphériques du feuillage, mieux exposées,
présentent souvent plus de nécroses que les feuilles proches du tronc ou recouvertes par
d’autres feuilles. Ce sont aussi ces parties du feuillages qui regoivent les polluants
particulaires qui sédimentent. C’est en fonction de leur pouvoir de dissolution, de leur
réactivité et du degré d’activité physiologique de la plante que les contaminants vont se
répartir au sein du végétal causant des nécroses plus ou moins caractéristiques. La coloration
des taches varie pour un méme polluant en fonction des espéces. L’ozone provoquera
I’apparition de spots rouges chez Prunus serotina, Fraxinus americana, de teintes brunes pour
Liriodendron tulipifera, en passant par le violet pour Asclepia syriaca (Skelly, et al., 1987).
De méme, au sein d’une espéce, la morphologie des lésions peut varier en fonction du

polluant. Des spots colorés apparaitront entre les nervures foliaires en cas d’exposition a
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I’ozone alors que dans le cas du fluor les nécroses foliaires seront préférentiellement en
bordure de feuille ou internervaires pour le SO, (Bonneau and Landmann, 1988 ; Garrec,

1993 ; Bonte, 1995).
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Figure 2 : Dessin de détail du parenchyme foliaire présentant la cuticule (zone
d’attaque préférentielle des gaz oxydants forts) et ’appareil stomatique

(zone d’attaque préférentielle des gaz hydrosolubles) (Camefort, 1977)

L’utilisation des espéces arborescentes permet donc de connaitre I'évolution de la
qualité de I'air avec, dans certains cas, des possibilités d'identification du cocktail poliuant. Ce
type d'étude présente, en outre, l'avantage d'autoriser le snivi de la charge polluante sur de
vastes étendues & moindre cofit. Cependant, la complexité de mise en place et d'interprétation
des résultats, qui doit prendre en compte ’hétérogénéité des écosystémes, fait des arbres des
bioindicateurs difficiles a4 mettre en ceuvre nécessitant des spécialistes mais qui restent les

outils trés bien adaptés a I’étude des changements globaux ou a long terme.
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Les lichens

Au contraire des arbres, les lichens ont été trés t6t désignés comme des bioindicateurs.
Dés 1856, Grindon a pu attribuer le déclin de la flore lichénique du sud du Lancashire a une
augmentation de la pollution atmosphérique mais c’est Nylander qui a reconnu, en 1866, que
cette catégorie de végétaux représentait un bioindicateur pratique de la qualité de lair de
I’agglomération parisienne (Nylander, 1866). Les lichens représentent, en effet, un groupe
végétal a part. Issus de la co-évolution de champignons et d’algues, ils possédent des
capacités de résistance et de reviviscence exceptionnelles. De plus, ’absence de cuticule
facilite I’absorption des éléments aériens et la présence d’espaces intracellulaires dans la
médulla piége les polluants particulaires dont les métaux et métaux lourds font partie. Les
lichens sont donc des organismes bioaccumulateurs. Enfin, la partie algale peut présenter,
chez certaines espéces, une tolérance importante aux contaminants conférant aux lichens une
résistance a court terme élevée ou, au contraire, une sensibilité exacerbée (Dobson, 1992).
Une exposition au SO, entraine, par exemple, une diminution sensible de I’assimilation du
CO; par la partie algale de Evernia mesomorpha Nyl. (Huebert, ef al., 1985).

L’ensemble de ces caractéristiques permet de les utiliser dans un cadre d’étude
relativement semblable a celui des arbres : ils sont un outil de diagnostic de la qualité de I’air
sur de vastes étendues méme s’ils sont plus souvent utilisés pour le diagnostic de
I’atmosphére en milieu urbain (Morin and Delmas, 1997 ; Schmidt, 1997). Cependant, les
lichens, du fait de ’ancienneté de leur étude, permettent une approche plus fine que les arbres,
autorisant la génération d’indices de la qualité de Iair. Une des clés de la progression de la
bioindication par les lichens réside dans I’intégration des connaissances acquises dans deux
domaines : la floristique, qui prend en compte soit I’intégralité du lichen le considérant-ainsi

en tant qu’individu soit la population lichénique dans son ensemble considérant alors une
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communauté d’individus, et la biologie qui s’attache a la réponse d’une fonction vitale ou

d’un composant cellulaire (Van Halluwyn and Lerond, 1993).

Parmi les approches floristiques, deux catégories de méthodes sont discernables :
Les méthodes qualitatives définissant une échelle dé correspondance entre les lichens et le
degré de pollution,
Les méthodes quantitatives permettant de calculer un indice de pollutién.

La plus répandue des méthodes qualitatives est celle développée par Hawksworth et
Rose en Grande-Bretagne au cours des années 1970 (Hawksworth and Rose, 1970). Basée sur
des études relatives aux taux de SO,, elle prend en compte 80 espéces répartics en onze
classes corrélées a différents taux de polluants permettant d’établir une échelle qualitative de
qualité de P’air (Hawksworth and Rose, 1976). Les classes sont essentiellement caractérisées
par des critéres morphologiques tels que la tendance a la fructification et 1’étalement, mais
aussi statistiques comme 1’apparition ou I’abondance d’espéces et enfin, I’acidité de 1’écorce
support qui peut jouer le role de tampon lors d’épisodes de pollution acide (De Bakker, 1989 ;
Vandobben and Terbraak, 1998). Il faut toutefois noter que l’utilisation répétée de cette
technique a permis de mettre en évidence sa spécificité régionale. En effet, si les corrélations
entre les espéces lichéniques définies par Iéchelle et les taux de SO, restent valables en
Grande-Bretagne, les études réalisées dans les pays voisins montrent qu’elles nécessitent un
étalonnage préalable afin de prendre en compte la répartition naturelle de la flore en fonction
de la climatologie locale. Teloshistes flavicans (classe 10— Air “pur”) est, par exemple,
totalement absente au nord de la France sans qu’il y ait pour autant de lien avec les
concentrations de SO, ou d’autres polluants. Cependant, ce type d’approche permet, apres un
étalonnage adapté, de mettre en évidence des variations spatiales de 10 pg/m’ voire de

5 pg/m’ de SO, (Van Halluwyn and Lerond, 1993).
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Une technique dérivée, développée par les mémes auteurs, a vu le jour en 1987 (Van
Halluwyn and Lerond, 1987). Elle applique les notibns de phytosociologie développées par
Guinochet en 1973. Elle cherche 4 montrer les liens entre les associations lichéniques et les
niveaux de pollution soufrée. La détermination préalable des associations d’especes permet
alors d’adapter les relations établies lors des travaux réalisés en Angleterre a d’autres régions.
D’autre part, ’étude des altérations de la communauté végétale apporte plus de
renseignements que la prise en compte d’un individu isolé (Gaveriaux, 1996). Ce constat a
permis de mettre au point les méthodes quantitatives fondamentalement basces sur I’évolution
des associations de lichens dans un méme écosystéme.

Les méthodes quantitatives ont été développées afin d’éviter 'emploi des méthodes
phytosociologiques, et donc de simplifier P'utilisation des lichens. La méthode de Leblanc et
de De Sloover, élaborée en 1970, est basée sur la fréquence d’apparition des especes, elle
débouche sur le calcul d’un index de pureté atmosphérique appelé LAP. (Index of
Atmospheric Purity) (Leblanc and De Sloover, 1970 ; Loppi, 1996). Facile d’apparence a
mettre en ceuvre, il faut tout de méme souligner que cette méthode de calcul est sensible aux
variations de conditions écologiques. 11 est donc nécessaire d’effectuer des relevés dans des
conditions aussi semblables que possibles et sur des arbres isolés. Il est aussi recommandé de
déterminer la fréquence relative globale des espéces afin de s’assurer que ’homogénéité entre
les différentes stations sera respectée.

Une autre technique d’étude, proche de I'LLA.P., est I'estimation d’un Indice de
Pollution (I.P.) développé par Trass en 1973 (Trass, 1973). Elle est basée sur la connaissance
de la tolérance des espéces aux polluants. De méme que pour PLAP., I'LP. conduit & une
échelle de valeurs qui peut étre reliée a des taux de polluants définis. Elle est cependant
soumise a des restrictions identiques. Il faut aussi noter que la détermination du coefficient de

polluotolérance implique une certaine subjectivité dans sa pondération. De plus la
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détermination de ce coefficient implique une phase d’étude préalable afin de déterminer, pour
les espéces locales, une échelle de tolérance. Ces restrictions peuvent, en partie, expliquer le
fait que cette méthode soit peu usitée par rapport aux autres.

Enfin, une procédure de calcul d’indice de classes, appelée LGK (Lufigiiteklassen), a
été développée en Allemagne en 1995 afin de pallier ces inconvénients (Anonyme, 1995).
Celle-ci est basée sur la fréquence des espéces sur le site d’échantillonnage et des critéres de
sélection proches de ceux utilisés en sociologie végétale. Un traitement statistique des
résultats permet ensuite d’€éliminer, ou pour le moins de diminuer, la part arbitraire des calculs
d’indices présentés ci-dessus. La méthode proposée n’est toutefois valable qu’en Europe
Centrale du fait des espéces retenues. La valeur de la qualité de I'air (LGW, Luftgiitewerte)
pour la parcelle étudiée est alors déterminée ainsi que sa précision au moyen de I’écart type
correspondant. LGW permet ensuite de calculer les bornes de chaque classe de qualité de I’air
qui permettent d’assurer une représentation cohérente en indices de qualité.

Devant la multitude des méthodes développées pour estimer la qualité de lair en
utilisant les lichens comme bioindicateurs, il convient tout d’abord de définir avec précision le
but recherché, lui seul permettra de choisir la variante la plus appropriée a partir des
avantages et inconvénients de chacune. Ainsi, la détermination d’indices (I.A.P., LP., L.GK)
permet de s’affranchir des paramétres régionaux inhérents ce qui n’est pas le cas de la
méthode qualitative. En effet, celle-ci se réfere a la biodiversité des espéces et non seulement
a Paptitude a résister a une contrainte. Toutefois, les indices de qualité ne peuvent étre
facilement reliés a des taux de pollution établis puisqu’ils intégrent ’ensemble des especes
sans privilégier les espéces traceuses d’un polluant particulier ni considérer les variations des
facteurs du milieu naturel (Qinghong and Brakenhielm, 1995). De plus, la corrélation entre les
indices de pollution et la nature de celle-ci n’est pas constante, les meilleurs résultats étant

obtenus pour les oxydes de soufre (Vandobben and Terbraak, 1999). 11 faut aussi noter que les
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différentes méthodes abordées ici ne présentent pas le méme pouvoir résolutif : pour un site
d’étude identique, la méthode de Hawksworth et Rose permet de distinguer plus de zones
qu’avec le caicul des I.A.P., eux-mémes plus résolutifs que les I.P. (Deruelle, 1978). Quant 5
la méthode de calcul du LGK, elle semble moins sensible que ’[.A.P. mais mieux corrélée a
la diversité et la richesse spécifiques de la zone d’étude (Signoret, 1999).

Outre Iutilisation des caractéristiques de peuplement lichénique, les lichens sont aussi
utilisés pour leurs capacités accumulatrices (Jovanic, et al., 1995 ; Grasso, et al., 1999 ;
Lippo, et al., 1995). En effet, grice 4 la structure poreuse et hydrophile, les particules
submicroniques vont pénétrer au sein du thalle et rester piégées dans le feutrage des filaments
du champignon qui compose ces végétaux. Les métaux comme le plomb, le fer, le zinc ou le
cadmium (Deruelle, 1984 ; Brown and Beckett, 1983 ; Deruelle, 1992 ; Cuny, 1997 ; Garty, et
al., 1997), les radioéléments comme le radium, le polonium ou P'uranium (Deruelle and
Lallemand, 1983 ; Beckett, ef al, 1982 ; Abou, 1998) mais aussi les €léments chimiques
divers tel le fluor, le chlore (Belandria, er al., 1986 ; De Bruin and Hackenitz, 1986 ;
Belandria and Asta, 1987 ; Asta, 1996), en font partie. Afin de permettre la comparaison des
profils de pollution obtenus au cours des différentes études, la Commission européenne a créé
un programme de certification (« Standards, Measurements and Testing Program »). Celle-ci
a établi une référence lichénique appelée CRM 482 (Quevauviller, ef al., 1996). De plus, des
banques de données regroupant méthodes d’analyses et résultats sont constitués (Steinnes, ef
al., 1997).

L’utilisation des lichens en tant que bioindicateurs de la qualité de I’air permet donc
I’étude d’un large éventail de polluants regroupant a la fois des formes gazeuses et
particulaires. De plus, I’existence d’espéces sensibles a certaines formes chimiques ainsi que
la présence d’espéces résistantes & longue durée de vie, autorisent un suivi & long terme de

I’état de Patmosphére en discriminant les acteurs de ces modifications. Toutefois, la
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bioindication par les lichens nécessite une formation spécifique puisque toutes les méthodes
sont basées sur la reconnaissance parfaite de chaque espéce. Certes, des recueils de
systématique existent (Ozenda and Clauzade, 1970), mais aucun ne pourra remplacer I’ceil du

botaniste.

Les bryophytes

Parmi les bryophytes, les mousses sont fréquemment employées pour mesurer les
dépbts atmosphériques de métaux’. Il existe, en effet, une bonne corrélation entre les
concentrations observées dans le tissu végétal et les teneurs de I’eau de pluie pour le
cadmium, le cuivre, le fer, le plomb, le zinc et le vanadium (Ross, 1987 ; Berg, et al., 1994 ;
Torunn, et al., 1994 ; Lippo, et al., 1995). Les bryophytes sont aussi capables de fixer les
radioéléments ce qui a permis de suivre la déposition du césium radioactif en Italie aprés
I’accident de Tchernobyl (Giovani, et al., 1994). Leur capacité a servir de bioindicateur
dépend essentiellement de I’aptitude de I’espéce a absorber puis a fixer ces polluants ainsi que
de leur indépendance vis a vis des apports minéraux du sol (Denayer, 1995 ; Brown and
Brumelis, 1996). La quantité de métaux peut alors étre attribuée aux dépdts atmosphériques
secs et humides. Hylocomium splendens est ainsi utilisée en routine en Suisse depuis 1968
ainsi que dans les contrées nordiques (Danemark, Finlande, ...) depuis 1985 (Riihlin, et al.,
1987). De plus, Thomas (Thomas, 1986) montre que les mousses fixent aussi les
hydrocarbures chlorés, comme les polychlorobiphényles (PCB), et les hydrocarbures
polyaromatiques. Cependant, la mise en évidence de contamination des bryophytes par les
métaux et les hydrocarbures nécessite utilisation de méthodes d’extraction délicates et un

matériel d’analyse spécifique.

2 {3 mesure des dépots atmosphériques de métaux en France a été initiée par PADEME en 1996 dans le
programme de recherche « Estimation des dépots atmosphériques de métaux par mesure de leur accumulation
dans les mousses »
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Les bioindicateurs passifs sont donc utilisés par de nombreux scientifiques en tant
qu’outils de diagnostic de la qualité de Pair. Ils répondent parfaitement aux besoins d’études
sur de grandes étendues et intégrent des durées d’exposition importantes. Il est cependant clair
qu’en contrepartie, ces points forts sont aussi limitarit, rendant impossible leur utilisation sur
le court terme (de 1’ordre de 2 a 4 semaines) ou quelquefois en milieu urbain par défaut de

colonisation ou d’existence du biotope.

2.2.2.3 Les bioindicateurs actifs

Pour pallier ces quelques inconvénients, les botanistes se sont penchés sur un nouveau
mode d’utilisation des espéces végétales. Par opposition aux méthodes passives, ces
bioindicateurs sont nommés actifs. Ces bioindicateurs sont des plantes importées sur le lieu
d’étude. L’exposition de végétaux dans des serres spécifiques permet généralement de

s’affranchir des restrictions précédentes et de faciliter la mise en évidence de relations causes

- effets (Garrec and Radnai, 1996).

Le tabac

Ce végétal supérieur, trés utilisé, est surtout sensible & I’ozone (Bytnerowicz, ef al.,
1993). Polluant secondaire aujourd’hui essentiellement li¢ a Pactivité de transport, il est
particuliérement important en milieu urbain ou il est difficile de trouver un maillage végétal
homogeéne. Un systéme artificiel d’observation et d’exposition a donc été développé. 11 utilise
des bacs équipés d’un réservoir d’eau et contenant un sol composé de tourbe et de sable dans
lequel sont repiquées des plantules de tabac de quatre semaines environ (stade 5 feuilles).
L’alimentation en eau et en nutriments du végétal est donc assurée. De plus, Iouverture

stomatique est favorisée par la mise en place d’une ombriére facilitant encore I’exposition aux
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polluants éventuels (Lorenzini, 1994 ; Lorenzini, 1995 ; Lorenzini, er al., 1995). La taille
réduite des bacs permet une implantation dy systéme au sein du tissy urbain avec un maillage
adapté a I’étude. De plus, I'emploi de plantules au lieu de plants adultes augmente la

sensibilité de la méthode (Toncelli and Lorenzini, 1999).

De méme que pour les lichens, le calcu] d’un indice de dommage foliaire permet
I’établissement de cartes d’isopollution pour le composé incriming (Kuppra, et al, 1992).
Déterminé chaque semaine, I'indjce dénommé “ LII ” est essentiellement basé sur e rapport

surface saine et surface nécrosée,



négligeables dans la mesure ou les plantules se développent en environnement controlé
(qualité du sol et quantité d’eau prédéterminées). La qualité et la fiabilité des résultats obtenus
augmentent par rapport aux bioindicateurs passifs. De plus, les criteres de choix et de calcul
sont suffisamment simplifiés pour permettre une utilisation de ces systémes par des
personnels ayant suivi une formation de courte durée. L’essentiel du travail réside donc dans
un échantillonnage de sites adaptés au type d’étude réalisée. Enfin, Papparition des
symptomes est suffisamment rapide pour autoriser un relevé hebdomadaire. Il faut toutefois
pondérer les choses en soulignant que, contrairement aux études relatives aux végétaux
autochtones, les plants de tabac peuvent ne pas étre adaptés a tous les climats. En outre, les
champs de prospection sont actuellement restreints puisque seules des données relatives a

’0zone sont disponibles.

Les bryophytes

Les mousses peuvent aussi étre employées comme systéme actif. Déposées dans des
sacs de nylon a maillage lache, pour éviter toute asphyxie, elles sont alors suspendues a
quelques métres du sol. Il est toutefois nécessaire de standardiser la taille ainsi que la densité
des sacs pour assurer reproductibilité et comparaison des résultats d’analyse. Les bryophytes
fixent alors les dépdts atmosphériques secs ou humides pollués par des métaux , des HAP ou
des PCB (Hynninen, 1986 . Steinnes, 1995 ; Wegener, et al., 1990). Cette méthode présente
comme avantage essentiel de pquoir disposer de mousses en des lieux ou elles sont
naturellement absentes et de témoins plus aisés a réaliser (Tyler, 1990 ; Lodenius and
Tulisato, 1984).

D’autres bioindicateurs actifs ont aussi été employés de maniére plus épisodique.
Parmi eux, les choux a feuilles frisées sont utilisés pour le suivi des dioxines et furannes

(Mersch and Claveri, 1997) et le tréfle, pour I'ozone (Anonyme, 1996).
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Les bioindicateurs actifs sont donc utilisés en tant qu’outils de diagnostic de la qualité
de Tair. Ils répondent aux besoins d’étude contemporains. En effet, leur emploi est simple,
rapide et ils permettent d’obtenir des données sur des sites dépourvus de végétation dont lé
sensibilité au stress polluant est connue. Leur utilisation tend donc naturellement a augmenter

de méme que les études de Ia qualité en I’air en milieu urbain ou périurbain.

2.2.2.4 Nouveaux développements

Les biomarqueurs

Les travaux relatifs aux végétaux évoqués précédemment, montrent que les polluants
atmosphériques exercent une toxicité dont les manifestations conduisent, pour la plupart, a la
sénescence. Cependant, ces effets ne sont que les symptomes de perturbations irréversibles du
métabolisme cellulaire. Ainsi, I’induction d’isoenzymes et / ou les changements d’activité
peuvent se révéler étre des critéres pertinents pour étudier la pollution atmosphérique. Des
1974, Keller propose d’établir des cartes de pollution basées sur ’étude de la peroxydase qui
est induite par les gaz oxydants tels que I’ozone ou le dioxyde de soufre (Keller, 1974 ;
Castillo and Greppin, 1986 ; Navarri-Izzo and Izzo, 1994). De plus, ces mémes composes
provoquent I’augmentation d’activité la catalase (Osswald, et al., 1992), de la superoxyde
dismutase (Tanaka, er al., 1982 ; Lee and Bennett, 1985 ; Willenkens, 1974) et de la
glutathion réductase (Chiment, et al., 1986 ; Melhorn, et al., 1986).

La mise en évidence de ces altérations biochimiques sublétales devrait donc permettre
d’augmenter la sensibilité de la bioindication et la rapidité du diagnostic de qualité de l’air
(Vangrounsveld, et al, 1997). Cependant, de nombreux facteurs peuvent induire les
mécanismes de défense enzymatiques de la cellule. La synthese de peroxydase est, par
exemple, stimulée dés qu’il y a formation de dérivés de I'oxygeéne (Elstner, et al., 1988),
blessure des tissus ou infection par des pathogénes (Van Loon, ef al., 1983). Une meilleure

compréhension des mécanismes du stress et le contrdle des conditions du milieu devraient
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donc permettre de faciliter 1’interprétation des modifications observées et fournir un outil de

diagnostic précoce des effets de la pollution de Pair.

2.3 EFFETS SUR LA SANTE

2.3.1_Mécanismes généraux de défense de I'appareil respiratoire

L’appareil respiratoire posséde un systéme de défense étagé (Reynolds, 1989) :

o Premier niveau : il est constitué par les fosses nasales et le rhino-pharynx. Ces ¢léments
sont regroupés sous la dénomination anatomique de voies aériennes supérieures. Elles
permettent & Pair inspiré d’arriver aux alvéoles dans des conditions physiologiquement
acceptables (37°C ; air saturé en humidit¢). Ce systéme est muni de surfaces pileuses
recouvertes de mucus, qui agissent comme un filtre retenant les particules de taille
importante ou les composés gazeux tres solubles.

e Second niveau : il est composé de I’appareil muco-cilliaire. Situé au niveau de Parbre
bronchique, il comprend les bronches et les bronchioles de génération 0 & 15 ainsi que la
région des voies aériennes partiellement alvéolces, soit les bronchioles de génération 16 a
20. Ce systéme regroupe un ensemble de cellules cili¢es chargées d’évacuer le mucus qui
les recouvre, cette sécrétion piégeant une partie des particules, polluants et micro-
organismes.

e Troisiéme niveau - situé au niveau alvéolaire, ce niveau de défense est, pour ’essentiel
assuré par les macrophages alvéolaires. Ces cellules mobiles vont phagocyter, et si
possible, lyser les contaminants qui n’auront pas été arrétés par les étages supérieurs. Les
phagocytes ayant rempli leur fonction seront évacués par I’appareil muco-cilliaire. Ces
cellules ont aussi une activité sécrétoire conduisant a la libération d’une grande variété de
médiateurs (médiateurs de ’inflammation, agents modulant la motricité bronchique et le

comportement des cellules du systéme immunitaire, macrophages inclus).
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2.3.2 Les polluants particulaires
Les polluants particulaires peuvent €tre répartis en trois classes en fonction de leur
taille. Celle-ci détermine leur profondeur de pénétration dans le poumon (Grinet and

Kedziora, 1998 ; Tourmann and Kaufmann, 1992) :

e Diamétre équivalent supérieur a 10 um : elles sont rapidement arrétées par les pilosités et
le mucus qui revét les fosses nasales, le rhino-pharynx et la bouche,

e Diaméire équivalent compris entre 3 et 10 pym : ces poussiéres sont présentes jusqu’au
niveau des bronches ou elles sont piégées par le mucus de I’appareil muco-ciliaire puis
évacuées par déglutition ou expectoration,

e Diamétre équivalent inférieur a 3 uym : ces particules pénétrent dans ’appareil respiratoire
jusqu’aux alvéoles ou elles se déposent. Leur évacuation ne pourra alors étre effectuée que

par des cellules de I'immunité non spécifique, les macrophages alvéolaires.

Un adulte respire des dizaines de milliards de poussiéres par jour et environ la moitié
se fixe dans les alvéoles. Le quartz, la silice (Allisson, ef al., 1966 ; Gross, et al., 1969 ;
Polzer, et al., 1994), les poussieres de charbon (Terzidis-Trabelsli, ef al., 1992 ; Jakab, et al.,
1995), ’'amiante et les métaux (Loose, et al., 1978 ; Blakley and Archer, 1981 ; Tourmann, ef
al., 1995) ont tous, une action dépressive sur le nombre de macrophages alvéolaires soit sur la
phagocytose (Demers and Kuhn, 1994). Celle-ci est d’autant plus importante que les
composés sont solubles dans les liquides physiologiques (Adamson, et al., 1999). Certains
composés peuvent cependant induire une production accrue de médiateurs, comme PIL-1B
dans le cas de amiante. Ces médiateurs peuvent conduire a des réactions allergiques voire
des fibroses pulmonaires dans le cas de I’amiante (Holian, et al., 1994). La présence de gaz
oxydants associés aux poussiéres génere des effets additifs, notamment dans le cas du quartz

(Polzer, et al., 1994). Le département de la santé publique britannique a ainsi déterminé

33



qu’un homme vivant dans une atmosphe¢re moyennement polluée, soit avec une teneur
moyenne de 27 pg / m’ de particules de taille inférieure a 10 pm, fixerait 95 ug d’aérosol par
jour. Ces valeurs correspondent aux valeurs moyennes enregistrées par AIRPARIF en Ile de
France, et ces chiffres triplent les jours de forte pollution: ceci aboutit a environ a 80
milliards de particules fixées par jour pour un adulte, soit 270 a 750 particules par alvéole. De
plus, les poussiéres sont souvent de bons adsorbants capables de fixer des toxiques variés
comme les composés organiques volatils (COV) dont font partic les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP). Les composés adsorbés peuvent, entre autres, créer des
phénoménes de sensibilisation des voies respiratoires favorisant I’apparition de crises
d’asthme (Dearman, ef al., 1992). Il en est de méme lorsque I’exposition a des particules est
accompagnée de gaz oxydants comme le NO; ou, plus généralement irritants (Boren, 1967 ;
Zamitt-Tabona, et al., 1983 ; Zeiss, et al., 1980). Elles peuvent aussi contenir des métaux aux
propriétés toxiques importantes.
Le Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique, placé sous la tutelle du Ministere de la
Santé, a établi en 1993 une liste des pathologies liées & la présence des particules fines dans
’atmosphére avec notamment (Anonyme, 1993) :
e une hypersensibilité et des réactions allergiques
e les phénoménes aigus ou chroniques d’irritation de la muqueuse respiratoire (bronchites)
qui peuvent parfois engendrer une augmentation de la viscosité du sang liée a une
libération d’agents vasodilatateurs transformant D’irritation en crise respiratoire aigue et
parfois en accident cardio-vasculaire (Seaton, ef al., 1995 ; Becker, et al., 1996 ; Burnett,
et al., 1999 ; Anonyme, 1997).
e les altérations de la fonction respiratoire (asthme). Le Conseil Supérieur d’Hygiene
Publique a pu déterminer que le risque de crise d’asthme chez ’enfant augmente de 10 %

pour 100 pg de particules / m’ (Anonyme, 1993)
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e une susceptibilité accrue aux infections respiratoires
e des modifications morphologiques des voies aériennes
¢ la mort de certaines cellules cibles (foie, rein, cerveau, ...) liée a la toxicité de particules et

produits absorbés.

De plus, I’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS) considére que ’augmentation
des moteurs diesels qui produisent des particules fines (0,1 — 0,3 pm) est a I’origine d’un
surcroit de cancers (Mage énd Zali, 1992 ; Willet, et al., 1996). D’autre part, le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC), I’Organisation Internationale de la Santé
ainsi que leurs équivalents nationaux en Allemagne, aux Etats-Unis et en Suisse ont classé en
1988 ces poussi¢res dans la catégorie des substances 2 A qui regroupe les produits a effet
cancérogéne établi chez I’animal avec effet limité chez ’'Homme. Il est vrai que les études
épidémiologiques visant a démontrer la responsabilité des poussieres dans les phénomenes de
cancérisation sont délicates 4 mener : un cancer se déclare en effet général 20 a 30 ans apres
I’exposition et le patient peut étre mis en contact avec une multitude de composés eux aussi
cancérogeénes. Cependant, ces études, méme si elles ne permettent pas encore de trancher
définitivement la question, tendent & conforter la responsabilité des particules et des composés
chimiques adsorbés a leur surface. Ainsi, les sujets vivant en milieu urbain voient leur chance
de développer un cancer pulmonaire augmenter de 50 %, ceci étant renforcé chez les fumeurs
(Holt, 1996 ; Seaton, et al., 1995). Ceci se traduit par la volonté des pouvoirs publics de
prendre en considération non seulement les particules dont le diamétre aérodynamique’ est
inférieur a 10 pm ( PM 10) mais aussi celles le diamétre aérodynamique est inférieur a 2,5 um

(PM 2,5).

3 Diamétre aérodynamique : diamétre d’un sphére parfaite ayant la méme vitesse de sédimentation qu’une
particule de forme quelconque
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2.3.3 Les polluants gazeux
De méme que les polluants particulaires, les gaz peuvent étre regroupés en catégories
en tenant compte, cette fois, de leur nature chimique.

o Les composés organiques volatils (COV) résultent le plus souvent de la mauvaise
combustion des énergies fossiles ou de I'évaporation de réservoirs de stockage. Ces
composés peuvent pénétrer jusqu’au niveau alvéolaire ou ils ont des effets carcinogénes,
mutagénes et immunodépresseurs, altérant les capacités de la réponse immunitaire
cellulaire spécifique et non spécifique (Bernstein, et al., 1982 ; Howe, ef al, 1983 ;
Keskinen, et al., 1988 ; Maccia, ef al., 1976 ; Moller, et al., 1985 ; Tanser, et al., 1973).
Le benzéne, les éthers de glycol (Irons and Neptun, 1980 ; House, ef al., 1985 ; Rosenthal
and Snyder, 1987 ; Klan, ef al., 1990) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) dont le 7, 12 diméthylbenzanthracéne (DMBA) (Jullien, 1995) diminuent par
exemple la phagocytose macrophagique.

o Les gaz acides (HF, HCI, SO,), trés solubles, seront majoritairement bloqués au niveau du
thino-pharynx, voire au niveau des bronches, par dissolution dans le mucus qui les
recouvre (Masse, 1997). Ceci conduit, notamment dans le cas du SO,, a une augmentation
du nombre de rhinites chez les sujets soumis a des expositions chroniques et a des
broncho-constrictions sources de crises d’asthme. Ce phénomene peut apparaitre des 0,5
ppm de SO, pour des sujets sains alors qu’il se manifeste dés 0,1 ppm chez les
asthmatiques (Barnes, 1995 ; Folinsbee, 1992). Les formes acides de ces composés
peuvent aussi engendrer une déplétion de l'activité phagocytaire source d’infections
pulmonaires (Schlesinger, 1987 ; Schlesinger, 1989 ; Kreyling, ef al., 1999).

e Les gaz oxydants (Os, NOx) provoquent, quant 4 eux, une réduction de 'activité muco-
ciliaire et une altération de la production de mucus qui conduisent a ’accumulation de

micro-organismes et particules fines (Last and Kaisu, 1980 ; Lippmann, 1989 ; Von

36



Miihlendahl, 1997). De plus, la réactivité de I’appareil respiratoire est exacerbée par les
expositions chroniques qui semblent plus dommageables que les expositions aigués (Last,
et al, 1994 ; Wright, et al., 1990). Des inflammations des tissus environnants suiviés
d’cedémes et d’infections broncho-pulmonaires peuvent alors apparaitre (Eisenberg, ef al.,
1983 ; Friedman, et al., 1992 ; De Vries, ef al., 1994). Toutefois, ce sont les macrophages
alvéolaires, premiére ligne de défense du poumon profond qui sont les plus touchés par
ces gaz (Voir 2.4.3). La diminution de la phagocytose, de la mobilit¢ cellulaire et la
stimulation de produétion de médiateurs de I’inflammation (cytokines) font partie des
fonctions les plus affectées (Coffin and Gardner, 1972 ; Folinsbee, 1992 ; Pendino, et al.,
1994 ; Oberson-Geneste, 1995 ; Zelikoff, ef al., 1991, Delaunois, et al., 1995 ; Devlin, et
al., 1994 ; Devlin, et al., 1999). Il faut aussi noter que I’ozone a une action systémique
puisqu’il affecte aussi les macrophages du systéme réticulo-endothélial comme ceux du

foie ou de la rate (Laskin, et al., 1994 ; Mustafa, 1990).

2.4 LES MACROPHAGES ALVEOLAIRES

————

2.4.1_Origine et réle dans le systéme immunitaire pulmonaire

2.4.1.1 Origine

Les macrophages alvéolaires sont des cellules de I'immunité non spécifique
appartenant au systéme des phagocytes mononucléés, encore dénommé  systéme
réticulo-endothélial (Male, 1994 ; Roitt, ef al., 1997). Ils dérivent de cellules souches de la
moelle osseuse hématopoiétique (CFU-S) : ce sont donc des cellules de la lignée myélocytaire
de type monocytaire. Les CFU-S donnent naissance a des pro-monocytes en présence de
médiateurs puis aux monocytes circulant sous I’action du « colony stimulating factor » (CSF).

Ce n’est que lors de Parrivée des monocytes dans les organes cibles, que ceux-ci se
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différencient en macrophages ou histiocytes, cette maturation pouvant étre suivie par
I’apparition du récepteur PAMI dans le cas des macrophages alvéolaires (Kobzik, er al.,
1985 ; Stites, et al., 1987 ; Abbas, et al., 1994). Cette traversée des tissus fait suite a
I’interaction des protéines de surface MAF-1 (macrophage functional antigen — 1) et de
I’endothélium des capillaires. De plus, la présence de cytokines, comme IL-1 (interleukine-1),
TNF-a. (tumour necrosis factor-o) et Inf y (interféron y), provoque l’augmentation des
molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales et pourrait constituer un stimulus
permettant I’émigration des monocytes (Gordon, ef al., 1992 ; Seljelid and Budsund, 1993).
Ces phénoménes permettent d’assurer le renouvellement de 'intégralité de la population
alvéolaire en un peu moins de 100 jours (Hocking and Golde, 1979). 1l existe, par exemple,
un flux de 10° a 3.10° macrophages par heure chez le rat (Schwartz and Christman, 1979). De
plus, les macrophages alvéolaires semblent pouvoir, dans une certaine mesure, se répliquer in
situ. Le nombre de phagocytes alvéolaire est donc maintenu constant par I"apport de cellules
en provenance de la voie sanguine, pour la majorité, et de divisions intra-pulmonaires mais
aussi par un flux sortant de cellules via I’appareil muco-cilliaire et les canaux lymphatiques
(Bertalanfty, 1964 ; Shellito, et al., 1987 ; Perez-Arellano, et al., 1990 ; Briend-Sutren, ef al.,
1990).

Les macrophages alvéolaires sont des cellules dont le diameétre varie entre 15 et
50 um. Leur rapport noyau / cytoplasme est de 'ordre de 1 : 3 avec un nucléole fréquemment
visible (Bach and Lesavre, 1993). Le cytoplasme révéle de nombreux lysosomes riches en
enzymes hydrolytiques (Weissmann, 1967). Les organites incluent aussi bien un appareil de
Golgi que des mitochondries. Quant au réticulum endoplasmique, il est essentiellement
rugueux.

Les macrophages alvéolaires se développent sur une interface « air — tissus », dont ils

assurent ’intégrité, et sont donc directement exposés aux particules, micro-organismes et
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molécules gazeuses inhalés. Ces cellules ont donc développé un métabolisme spécifique afir
de s’adapter aux conditions de I’environnement aérien des alvéoles, notamment en
augmentant Dactivité des cytochromes oxydases impliquées dans la phosphorylation
oxydative au détriment des pyruvates kinases (Simon, et al., 1977). Toutefois, les
macrophages alvéolaires restent proches des autres types de macrophages (Anderson, ef al.,
1990). Ils partagent ainsi partiellement le phénotype des macrophages de la rate et du
péritoine (Falkenberg, er al., 1992) avec des degres d’expression des déterminants

membranaires différents en fonction de leur degré de maturation (Johansson, et al., 1997).

2.4.1.2 La phagocytose

Les macrophages alvéolaires sont la premiére ligne de défense du poumon profond
contre les particules, qu’elles soient d’origine chimique ou biologique (Brain, 1992 ; Hocking
and Golde, 1979).

Leur mode d’action est essentiellement basé sur la phagocytose qui décrit une fonction
endocytaire réservée a I’ingestion de particules de taille supérieure a 10 nm. Celle-ci se

déroule en plusieurs étapes (Giaimis, et al., 1994 ; Millon, ef al., 1985 ; Van Oss, 1986) :

1. Déplacement du phagocyte : le chimiotactisme

Le chimiotactisme est la mise en mouvement orientée de la cellule en réponse a un
gradient de médiateur, appelé chimioattracteur, émis par une cible qui peut étre d’origine
endogéne ou exogéne. Les macrophages se regroupent alors autour du foyer infectieux
(Warheit and Hartsky, 1993).

Les macrophages sont trés sensibles aux gradients de molécules chimiotactiques telles
que le C5a, le MLP (n formyl Méthionine Leucine Phénylalanine) ou les LPS

(lipopolysaccharides). Ces agents sont émis par les cellules dégradées ou lésées et les
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bactéries potentiellement pathogenes. Les phagocytes, mis au contact de telles substances,
migrent en suivant un gradient de concentration positif, c’est a dire en direction des plus
fortes concentrations de chimioattracteur. Ces composés potentialisent aussi les phagocytes en
augmentant la quantité de récepteurs de surfaces impliqués dans la phagocytose comme le

récepteur du fragment Fc des immunoglobulines (Brown, et al., 1987).

2. Adhésion a la particule

Elle implique la mise en jeu de récepteurs membranaires, le macrophage étant arrivé a
proximité de sa cible. Ces récepteurs peuvent agir seuls ou par action combinée comme le
récepteur du mannose et du béta-glucane dans le cas de la phagocytose de Saccharomyces
cerevisae (Giaimis, et al., 1993). Les macrophages sont pourvus de (Walker, et al., 1991) :

e récepteurs pour les lectines

e récepteurs pour le fragment Fc de certaines immunoglobulines (Ig E, Ig Gl, Ig G2 et
Ig M). C’est ainsi que la présence d’une couverture d’Ig E sur une cellule ou un
micro-organisme provoque sa destruction par les macrophages

e récepteurs pour les facteurs d’inhibition de la migration (MIF) et d’activation de la
migration des macrophages (MAF)

e récepteurs pour les substances chimiotactiques comme le CD 14 et le CD 18 (CD 1la et
CD 11b) dans le cas des LPS. La qualité de ces récepteurs dépend de 'espéce. A titre
d’exemple, le rat ne posséde pas de récepteurs pour le IMLP

e récepteurs non spécifiques tels que les groupements « -SH» libres qui permettent
notamment la fixation des protéines.

L’adhésion du macrophage a sa cible provoque le déclenchement de la troisi¢me étape.
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3. Phagocytose et vacuolisation

Cette étape conduit a la formation d’une vésicule, appelée endosome ou phagosome,
au sein du cytoplasme macrophagique. Elle est accompagnée d’une poussée respiratoire, ou
activation du métabolisme oxydatif, qui correspond 4 une augmentation brutale de la
consommation d’oxygene.

La phagocytose est toutefois influencée par les variations du milieu comme le pH, la
température ou I’osmolarité mais aussi par la présence de certains anions ou cations. Ainsi, la
présence d’ions calcium (Ca®") et magnésium (Mg”) est nécessaire a son déroulement.
L’internalisation est maximale pour 1 42 2 mM de ces deux ions alors que des concentrations

plus élevées semblent I’inhiber (Absolom, 1986).

4. Digestion

L’endosome précédemment formé, s’associe aux lysosomes dits primaires, de type I
ou phagolysosomes. Ces vésicules, produites par I’appareil de Golgi, sont riches en enzymes
(superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase, etc.) et agents bactéricides (H,O,,
NO, etc.). Cette fusion entraine la formation d’un lysosome de type II, dont le milieu acide
facilite la dégradation des particules exogénes. Une fois le contenu de cette vésicule neutralisé
ou digéré, le lysosomé de type III, sera détruit. Les antigenes dégradés dans le lysosome
seront alors transférés sur les molécules du CMH des phagocytes, incorporés a leur membrane
cytoplasmique puis présentés aux lymphocytes afin de déclencher une réponse immunitaire

spécifique.
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2.4.1.3 La mobilité

| La fonction principale des macrophages est donc la phagocytose. Cependant, cette
étape implique le déplacement de la cellule jusqu’a sa cible. Or le rat posseéde un macrophage
pour trois alvéoles, et "homme soixante treize par alvéole (Schwartz and Christman, 1979 ;
Brunnquell, e al., 1996). La zone d’action de ces cellules est donc importante, ce qui fait du
déplacement une étape indispensable a I’élimination ou a la neutralisation de la cible et
permet le maintien de I’intégrité des parois alvéolaires (Fisher and Lauffenburger, 1990 ; Yu,
et al., 1989).

Plusieurs types de déplacement cellulaire peuvent étre mis évidence: le
chimiocinétisme qui est le déplacement aléatoire de cellules activées et le chimiotactisme qui
est orienté. C’est la dualité de ces deux modes de transport qui assure la rencontre des
macrophages avec les éléments indésirables, actifs ou passifs, qui se déposent dans les

poumons (Charnick and Lauffenburger, 1990 ; Gradon and Podgorski, 1995).

1. Chimiotactisme et chimiocinétisme

Les cellules mises au contact d’un activateur de la mobilité réparti uniformément dans
une matrice d’agarose se répartissent alors uniformément sur le support. Le chimiocinétisme
peut donc étre assimilé a de la diffusion moléculaire. Cette diffusion est caractérisée par le
coefficient p fonction de la vitesse de la cellule, du temps de persistance de la direction et de
la concentration de ’agent activateur uniformément réparti (Newton-Nash, et al., 1990). Il
varie de 10° cm?/s & 10® cm?/s pour des concentrations de 10” M en formyl norleucyl leucyl
phénylalanine (FNLLP). Pour des concentrations supérieures a 10° M, il diminue et se

stabilise a 3.10° cm?/s (Stikle, et al., 1985 ; Glasgow, et al., 1989).
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Le chimiotactisme concerne le déplacement orienté de la cellule activée par un
gradient d’activateur de la mobilité. Il est caractérisé par le coefficient ¥ qui dépend de la
vitesse de la cellule mais aussi de la qualité du gradient de concentration de la molécule
signal. 11 n’est toutefois pas fonction de sa concentration (Lauffenburger, 1983). Les
modifications de trajectoire résultent de la différence de saturation des récepteurs
membranaires, la cellule s’oriente vers les gradients de concentration positifs (Ganz, 1993).
La cellule est alors capable de changer de direction toutes les 30 s avec un effet mémoire de
75 s (Gruler and Biiltmann, 1983 ; Hartman, et al., 1994).

La combinaison de ces deux modes de déplacement conduit & une vitesse variant alors

de 3 a 16 um/min (Allan and Wilkinson, 1978).

2. Mécanisme

La mobilité résulte de la déformation de la périphérie cellulaire sous P’action d’un
stimulus chimiotactique, chimiocinétique voire physico-chimique. Lors de son déplacement,
la cellule revét une forme quasi triangulaire dont le sommet est constitué¢ d’un lamellipode et
la base du noyau. Ce mouvement s’accompagne de flux cytoplasmiques au sein de la cellule.
Ceux-ci peuvent étre observés par magnétopneumographie : cette technique consiste a
observer les perturbations de champs magnétiques engendrées par le déplacement de cellules
ayant phagocyté des particules ferromagnétiques (Fukushima, ef al., 1993 ; Moller, et al.,
1996). Les flux cytoplasmiques impliqués dans le déplacement cellulaire et 1’activation
cellulaire, sont dirigés de I’avant vers larriére sur la périphérie cellulaire alors qu’ils sont
orientés de la base vers le front pour la partie centrale du lamellipode. Le déplacement est
principalement assuré par deux familles de molécules (Stossel, 1994 ; Albert, et al., 1994 ;

Friedrich and Golsteyn, 1998) :
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e Les filaments d’actine. Dans une cellule au repos, I'actine est présente pour moiti¢ sous
forme globulaire, appelée actine G, le restant I’étant sous forme polymérisée, nommée
filament d’actine, actine fibreuse, ou actine F. L’actine G s’associe spontanément en
noyaux générateurs de filaments. La quantité non polymérisée est maintenue en équilibre
dynamique par des protéines comme les molécules de la famille des gelsolines, les
molécules cap Z, etc. Celles-ci, en présence de Ca*', fragmentent les filaments et en
recouvrent la zone d’accroissement, ou extrémité barbée, empéchant ainsi la
polymérisation. Le cytoplasme est alors sous une forme « Sol». Certaines molécules,
comme les polyphospho-inositides, se fixent sur les gelsolines et les décrochent de
I’actine. Les formes G peuvent alors polymériser en filament. Le cytoplasme prend une
forme « Gel »

e Les filaments de myosine. Ce sont des filaments regroupant une centaine de molécules. Ils
se composent d’une extrémité légére, d’une partie lourde et d’une téte mobile présentant

deux lobes.

L’avance du lamellipode est provoquée par une stimulation externe qui entraine la
libération du Ca®" stocké dans des vésicules présentes sur la face interne de la membrane
cellulaire. La structure « Gel » de la périphérie de la cellule au repos se transforme alors en
« Sol » et devient facilement déformable. De méme, les filaments centraux se désorganisent et
forment de ’actine G. Par contre, entre ces deux zones, le gradient de concentration de
calcium crée un « Gel » affaibli suffisamment lache pour étre déformé mais assez solide pour
permettre la transmission de forces de tractions générées par les filaments de myosine. La téte
lobulaire de cette derniére se fixe sur les filaments du réseau d’actine et pivote sous I’action
de Ca®" et &’ ATP (Adénosine triphosphate) assurant un déplacement de Pordre de 20 nm. La

stimulation externe de la cellule engendre aussi une pression interne qui pousse les sous unités
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G au travers du « Gel» affaibli vers le front du lamellipode ou les filaments peuvent &tre
reconstitués permettant la réalisation d’un nouveau cycle (Figure 3) (Howard, 1997 ; Stossel,

1998).

POLYPHOSPHO-NOSTTIDES

Figure 3 : Modifications de I'architecture cellulaire lors du déplacement (Stossel, 1994)

2.4.2 _Les métabolites cellulaires produits

Outre leur fonction phagocytaire, les macrophages sont aussi des cellules sécrétrices.
Elles produisent une série de molécules qui servent soit & protéger le phagocyte soit de
médiateur (cytokines) pouvant recruter des cellules de I’'immunité spécifique (d’autres
macrophages) ou non-spécifique (monocytes) (Holian and Scheule, 1990 ; Miller, et al.,

1992). (Nathan, 1987). Parmi les molécules protectrices, le monoxyde d’azote (NO) et le
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peroxyde d’hydrogéne (H,O,) sont destinés a détruire directement le corps étranger et a

induire la synthése de composés plus cytotoxiques (Koike, ef al., 1998).

2.4.2.1 Le peroxyde d’hydrogéne

Ce métabolite réactif de 'oxygéne est sécrété par les macrophages activés. En
présence d’ions métalliques comme Fe**, H,0, peut générer des radicaux hydroxyles,
possédant des propriétés bactéricides (Mohanty, et al., 1997). 1l peut aussi traverser les
membranes cellulaires et servir ainsi de messager transcellulaire (Baeuerle, ef al., 1996). Le
peroxyde d’hydrogéne est une molécule centrale de la cytolyse essentiellement produite lors
de la poussée respiratoire associée a la phagocytose (Murr, et al., 1996). Sa formation
implique soit la réduction de ’oxygéne moléculaire, soit la dismutation de O en présence
d’un complexe NADPH-oxydase au niveau de la membrane des phagocytes (Rosen, et al.,
1995). Toutefois, les macrophages au repos ne synthétisent pas de O,°. La présence de cette
molécule est conditionnée par I’augmentation de la concentration du calcium intracellulaire et

donc par activation de la cellule.

2.4.2.2 Le calcium intracellulaire

L’activation des macrophages est liée & une augmentation de P'activité du métabolisme
oxydatif. Celle-ci s’accompagne d’une dépolarisation de la membrane plasmique et d’une
&lévation transitoire de la concentration en calcium qui, si elle est continue, entraine une
inhibition de la poussée respiratoire et I’assemblage de la NADPH-oxydase (Murphy, ef al.,
1995). De plus, elle contribue en partie a ’induction de la NO synthase macrophagique. Le
calcium sert donc de messager lors de I’assemblage de la NADPH-oxydase et de la NO

synthase.
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2.4.2.3 Le monoxyde d’azote

NO est une molécule présente sous forme de radical libre (NO®) et & demi-vie
relativement longue (5 a 30 s) (Holtzhiitter, e al., 1997). Chez les macrophages, c’est une
molécule signal, et un composé cytotoxique qui agit directement par I'intermédiaire de son
électron célibataire ou indirectement par interaction avec O’ formant du peroxynitrite
(ONOO’) (Knowles, 1997). Ce dernier se décompose alors en radicaux HO® et NO," oxydant
en particulier les groupements thiols, les lipides et ' ADN (MacMicking, et al., 1997). D’autre
part, NO est un inhibiteur de la prolifération lymphocytaire.

La synthése du monoxyde d’azote peut étre induite par activation des phagocytes via
le récepteur membranaire CD23 aprés exposition a la n formyl Méthionine Leucine
Phénylalanine (fMLP) (Dugas, ef al., 1995). De plus, une exposition chronique a I’0zone ou a
des particules inhibe sa production et donc I'activité immunorégulatrice qu’exercent les
macrophages alvéolaires sur la prolifération lymphocytaire (Bouthillier, ef al., 1998 ; Koike,
et al., 1998 ; Lacroix and Lambre, 1998). Toutefois, une exposition & 1'0zone engendre des
réponses antinomiques fonction de la dose employée. Ainsi, une exposition a 0,5 ppm
diminue sa production alors qu’une exposition a 1 ppm I’augmente (Pendino, ef al., 1993).

Le NO est formé & partir de la L-arginine par les cellules de mammifére (Rubbo, et al.,
1994). 1l est synthétisé par une classe spécifique de monooxygénases, les NO synthases. La
NO synthase présente chez le_s‘ macrophages, appelée NOS 1II, est une isoforme inductible
calcium dépendant (Nadaud and Soubrier, 1996 ; Lacase-Masmonteil, 1992). NOS 1II est

induite par diverses cytokines (INF-y, TNF-a, IL-1, IL-6, etc.) et les LPS (Niwa, et al,
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1997).En présence de NADPH, la NOS II ins¢re deux atomes d’oxygéne au sein de la

L-arginine donnant naissance a la citrulline et a une molécule de NO (Figure 4).

NOS,NADPH | NADP’

L — arginine >N - O— L —arginine

NOS.NADPH/NADP | _ cjpryiline + NO

N -0 - L—arginine

Figure 4 : Synthése du NO 2 partir de la L-arginine

2.4.3 Influence de Ia pollution atmosphérique

Les macrophages alvéolaires, se développent a I’interface « air — tissu » : ils sont donc
particuliérement exposés aux polluants atmosphériques.

De nombreux articles font état des relations entre les macrophages alvéolaires et la
pollution atmosphérique avec des études in vivo et in vitro (Gardner, 1984). Dans le premier
cas, les phagocytes sont récupérés par lavage broncho-alvéolaire aprés exposition d’animaux,
ou d’humains volontaires, au(x) polluant(s) (Aranyi et al., 1981 ; Davies, ef al, 1987 ;
Becker, ef al., 1991). Dans le second cas, les cellules sont soit récuperées par lavage broncho-
alvéolaire soit issues de cultures puis exposées au(x) polluant(s). Dans cette optique, plusieurs
techniques ont été proposées : emploi de « roller tubes », culture sur boites de Pétri exposées
et baignées alternativement dans du milieu de culture ou culture en phase gazeuse (Bolton, ef
al., 1982 ; Tarkington, ef al., 1994 ; Valentine, 1985 ; Voisin, et al., 1977). Ces méthodes
permettent toutes de mesurer de nombreux parameétres relatant I’état ou lefficacité des

cellules : nombre, viabilité morphologie, fonctions, etc.
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2.4.3.1 Flux cellulaires

En conditions normales, le nombre de macrophages est relativement constant dans les
alvéoles. En moyenne, leur population représente 3 a 5 % des cellules alvéolaires chez
’homme (Lehnert, 1992). Cependant, une exposition a ’ozone ou au dioxyde d’azote modifie
la population cellulaire. Une exposition aigué (1 ppm — 3 heures) ou chronique (0,5 ppm — 8
h/j — 8 j) diminue ainsi le nombre global de phagocytes. Cette variation peut étre expliquée
par une mortalité accrue mais aussi par une inhibition de la réplication de I’ADN (Coffin, ef
al., 1968 ; Driscoll and Vollmuth, 1987 ; Rithidech, et al., 1990 ; Steinberg, et al., 1990 ;
Prokhorova, et al., 1998). De plus, la proportion de macrophages de grande taille augmente en
paralléle avec la concentration de polluant. Toutefois, aprés une période d’exposition variant
de 1 a 3 jours en fonction de la dose absorbée, la population macrophagique se renouvelle
avec des cellules immatures plus résistantes au stress polluant (Chang, et al, 1995 ;
Mochitate, et al., 1992). Ces phagocytes sont de petite taille et présentent des fonctions
phagocytaires accrues (Dormans, ef al., 1990). Aprés 20 jours d’exposition, le nombre de

macrophages diminue a nouveau, de méme que leur activité (Christman and Schwartz, 1980).

2.4.3.2 La mortalité

En plus de la numération, la détermination de la proportion de cellules viables est un
critére déterminant de I’efficacité du systéme de défense de I’appareil pulmonaire. Celle-ci est
le plus souvent évaluée :

e par coloration au bleu Trypan. Décrit par Philips, ce test est basé sur I'appréciation de la
lyse cellulaire grice a un colorant vital s’incorporant aux cellules dont Iintégrité
membranaire n’est pas maintenue (Philips, 1973).

e par coloration aux sels de tétrazolium dont le MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-y1)-2,2-

diphényl-tétrazolium bromique). Ces sels, couplés a un transporteur d’électrons comme la
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phénazine méthosulfate (PMS), sont réduits en sels de formazan qui sont mesurés. La
coloration obtenue est proportionnelle au nombre de cellules viables (Mizutani and
Bonavida, 1993 ; Loing, 1994 ; Gery, 1997).

e par détermination d’un index de cytotoxicité basé sur la quantité d’ATP. Ce vecteur de
I’énergie cellulaire, est stocké dans les mitochondries des cellules eucaryotes, est
consommé dans la plupart des réactions nécessitant de 1’énergie et est reconstitué lors de
la respiration. A la mort de la cellule, I’ATP disparait rapidement sous I’action des
adénosines triphosphatases qui ne sont plus régulées. La quantit¢é d’ATP est donc
proportionnelle au nombre de cellules viables (McElroy, 1963 ;Voisin, ef al., 1977)

e par détermination d'un index de cytotoxicité basé sur la quantité de LDH (lactate
déshydrogénase). Cette enzyme cytosolique, NAD-dépendante, catalyse le pyruvate en
lactate. La LDH des cellules mortes étant libérée dans le milieu, la détermination de la
proportion d’enzymes intracellulaires et extracellulaires est un indicateur de la viabilité
cellulaire (Korzeniewski and Callewaert, 1983 ; Petersen, er al, 1990 ; Racher, ef al.,
1990). Il faut cependant noter que la mise en ceuvre de cette technique nécessite quelques
précautions car le taux de LDH intracellulaire varie en fonction de la lignée cellulaire et

des conditions de culture (Marc, et al., 1990).

L’exposition a des polluants gazeux, comme O; ou NO,, altere la viabilit¢ des
macrophages alvéolaires. De plus, ceux-ci peuvent étre sensibilisés par la présence d’autres
molécules présentes a 1’état de traces (Aerts and Voisin, 1981 ; Gery, ef al., 1995 ; Gery, et
al., 1995). De méme, une exposition 4 un mélange complexe de polluants, comme la fumée de
tabac ou les rejets atmosphériques industriels, diminue le nombre de cellules viables (Aerts, et

al., 1979 ; Gery, 1997).
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Les causes de mortalité cellulaire sont variables. Dans le cas de I’0zone, il semble que
le site d’action préférentiel soit la pompe « sodium / potassium ». L’équilibre osmotique de la
cellule n’est alors plus assuré. Ces effets, surviennent dés 2 ppm en exposition chronique sans
péroxydation lipidique notable (Dowell, et al., 1970).

De plus, les facteurs protecteurs du surfactant qui recouvre les alvéoles, sont eux aussi

détruits par les gaz oxydants favorisant ainst la lyse cellulaire (Gardner, ef al., 1971).

2.4.3.3 Phagocytose

Pour assurer le maintien de la stérilité dynamique des poumons, les macrophages
alvéolaires doivent non seulement étre en nombre suffisant et viables mais aussi, et surtout,
pouvoir distinguer les éléments étrangers et les éliminer des alvéoles ou ils se sont déposés.
Or, les capacités phagocytaires de ces cellules sont altérées par la présence de polluants
atmosphériques. L ozone provoque une diminution notable dés 0,5 ppm (Gilmour, ef dl.,
1991 ; Wendzel and Morgan, 1983). Il en est de méme pour les NOx, le SO,, et les mélanges
complexes comme le montre la fumée de cigarette (Schlesinger, 1987 ; Schlesinger, 1987 ;
Skornik and Brain, 1990 ; Moller, et al., 1996 ; Zelikoff, et al., 1997). La diminution de la
phagocytose implique que les bactéries qui se déposent dans les alvéoles ne sont plus
éliminées. Libres de se développer, elles générent des infections pulmonaires pouvant
conduire au décés du sujet atteint (Gilmour, ef al., 1993 ; Gilmour and Selgrade, 1993 ;
Lacroix and Lambre, 1998). Il semble cependant, in vitro, qu’un prétraitement avec un
inhibiteur de la cyclooxygénase abolisse I’altération de la phagocytose dans le cas
d’expositions a I’ozone. De méme, les expositions chroniques diminueraient I'impact des

expositions aigués (Canning, ef al., 1991 ; Van der Wal, ef al., 1994).

51



La complexité des étapes de la phagocytose fournit un nombre important de sites

potentiels qui peuvent étre perturbés par les polluants de ’environnement :

e altération des récepteurs impliqués dans la phagocytose (Gilmour, ef al., 1991 ; Prasad, et
al., 1988 ; Devlin, et al., 1991)

e inhibition de la présentation de ’antigéne (Becker, ef al., 1991)

e diminution du nombre de lysozymes (Kimura and Goldstein, 1981)

e augmentation de I’adhérence aux cellules épithéliales médiée par I’interleukine-1 et le
TNF-a qui tend a fixer les cellules sur leur support (Pearson and Bhalla, 1997)

o diminution de la mobilité cellulaire (Creutzenberg, et al., 1995 ; Knorst, ef al., 1995 ;
McAllen, et al., 1981). Il semble que celle-ci soit principalement due a des variations de
composition de la membrane cytoplasmique, notamment a une augmentation du récepteur

CD11b induisant la fixation des phagocytes aux cellules épithéliales (Bhalla, 1996).

Les techniques développées pour mettre en évidence les déficits de la phagocytose en
évidence sont :
e [P’observation d’un développement bactérien généralement induit (Gilmour, et al., 1993)
e le dénombrement de particules ingérées (Giaimis, ef al., 1992)
e la mesure de la mobilité grice & une migration sous agarose, en chambre de Boyden ou sur

plaque d’or (Knorst, ef al., 1995 ; Lombard, et al., 1994 ; Creutzenberg, et al., 1995).
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2.5 OBJECTIFS

Une évolution naturelle des techniques de bioindication consiste a utiliser des
organismes possédant a la fois un temps de réponse plus faible que les végétaux et des
possibilités d’intégration aux réseaux de mesures physico-chimiques.

Ainsi, expérimentation animale montre que les gaz oxydants, tels I'ozone et le
dioxyde d’azote, ont une action dépressive sur les défenses immunitaires. Voisin a donc
proposé une procédure d’exposition de cellules de lignée monocytaire, appelée « mise en
survie en phase gazeuse » (Voisin, ef al., 1977). Les macrophages préparés peuvent alors étre
mis au contact d’atmosphéres polluées (Aerts, et al., 1979). Des concentrations de I'ordre de
la partie par million de NO, et d’ozone ont pu étre mises en évidence au bout de 30 minutes
d’exposition seulement par détermination de la viabilité cellulaire (Voisin, et al., 1977 ;
Voisin, et al., 1979 ; Voisin, et al., 1979). La mesure se réduit donc a une simple coloration et
une mesure en spectrophotométrie dans le visible. Faisant suite a ces travaux, un test
biologique de surveillance de la qualité des fumées d’incinération de déchets a vu le jour. Il
associe la mise en survie en phase gazeuse des macrophages a un systéme d’exposition
permettant la mise en contact des cellules avec les polluants (Wallaert, et al., 1996 ; Gery,
1997). Ce test est actuellement en cours de normalisation par I’AFNOR. Toutefois, ces
techniques nécessitent la présence d’un opérateur afin de quantifier la mortalité cellulaire et
d’en déduire la charge polluante.

D’autre part, les effets des gaz polluants sur la mobilité ont ét¢ montrés en employant
des chambres de Boyden ou la migration sous agarose. L’apparition des techniques d’analyse
d’images devrait permettre de quantifier le déplacement des phagocytes plus rapidement.
L’objectif principal de cette étude est d’étudier Pinfluence de Pozone, polluant
atmosphérique majeur, sur la mobilité de macrophages en développant un systéme de

traitement basé sur ’analyse d’images, capable de fournir en continu des données
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représentatives des répercussions physiologiques de ce polluant. Le deuxiéme objectif
concerne la réalisation d’un biocapteur autonome qui permettrait de compléter la
panoplie d’appareils physico-chimiques des réseaux de mesure par un outil apte a
prendre en compte la qualité globale de Pair tout en étant plus proche de Pimpact sur la
santé humaine. La qualité de I’air respiré pourrait alors étre jugée par son action immédiate
sur du matériel biologique proche de I’animal et la nature des polluants déterminée grace aux
analyses de routine physico-chimiques.

Toutefois, I’étude des variations biochimiques et physiologiques de macrophages
exposés 2 une charge polluante a aussi été abordée. Ainsi, la mesure de la production de
NO, de H,0; et des taux de calcium permettra d’évaluer le degré d’atteinte des mécanismes

de protection de ces cellules et de compléter les variations de leurs capacités immunitaires.
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3 MATERIELS ET METHODES

3.1 _LE MATERIEL BIOLOGIQUE

3.1.1 Cellules employées

Les cellules appartiennent a la lignée myélocytaire monocytaire THP-1 (ATCC
TIB-202). Elles sécrétent des cytokines dont IL-1 et TNF-o (Krakauer, 1985 ; Baqui, ef al.,
1998). Leur membrane posséde, entre autres, des récepteurs CD 16 (récepteur du fragment Fc
des Ig G), des récepteurs pour le fragment C3b du complément et, en quantité moindre, des
récepteurs CD 14 (récepteurs pour les LPS). Elle porte aussi des antigénes HLA de classe Il
dont les alléles -A2, -B5, -DRw1, -DRw2 ont été identifiés chez la cellule non activée. Ils sont
complétés par les alleles -DP et -DQ aprés induction par INF y (Yunis, ef al., 1989).
L’ensemble de ces caractéristiques permet de classer cette souche en tant que monocyte.

Toutefois, les THP-1 sont douées de capacités phagocytaires dont la phagocytose
médiée par le CD 16. Elles ont une activité lysosomale et peuvent se différencier en
macrophages matures sous ’action d’un facteur externe comme des cytokines ou I’ajout de
phorbol diester au milieu de culture par exemple (Tsuchiya, ef al., 1982).

Les THP-1 sont donc utilisées en tant que modéle soit pour les monocytes soit pour les
macrophages ce qui leur vaut P’appellation de « macrophage like cells » ou de macrophage
immature (Abrink, ef al., 1994 ; Delannoy, et al., 1997 ; Ouchi, et al., 1997). Elles conservent
leurs caractéristiques de macrophages immatures durant au moins 14 mois (Tsuchiya, ef al.,
1980). Aprés ce laps de temps, certaines d’entre elles se transforment en macrophages

matures, dénommées THP-1-activées ou THP-1-a (Tominaga, ef al., 1998).
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3.1.2 Milieu de culture

Le milieu de culture se compose de Roswell Park Memorial Institute 1640, plus connu
sous I’appellation RPMI 1640, (Life Technology, Cergy-Pontoise, France) contenant du
2-mercaptoéthanol a une concentration de 2.10° M, en tant qu’anti-oxydant, et supplémenté
en: |
e sérum de veau feetal (Dominique Dutsher SA, Brumath, France) décomplémenté par
chauffage & 56°C pendant 30 minutes (10 % du volume final de milieu de culture
préparé),

¢ antibiotiques formés par une solution de pénicilline a 5000 U / ml et de streptomycine a
5000 pg / ml (1 % du volume final de milieu de culture préparé),

e glutamine a 200 mM (0,1 % du volume final de milieu de culture préparé).

3.1.3 Culture d’entretien

Les THP-1 sont conservées par une culture en flacon de 75 cm’ 4 bouchon ventilé
(Nunc). Elles sont cultivées de fagon a maintenir une concentration cellulaire moyenne de
10° cellules / ml, ce qui nous conduit & une remise en culture tous les quatre jours. Les
dénombrements sont réalisés sur cellules de Mallassez.

Pour renouveler le milieu de culture, les cellules en suspension sont récupérées par
centrifugation a 150 x g pendant 10 minutes (JOUAN BR 3.11). Le surnageant éliminé, les
phagocytes sont repris dans le milieu présenté ci-dessus, préchauffé a 37°C. Les cellules sont
déposées dans les flacons de culture puis placées dans un incubateur a CO, thermostaté a

37°C, & atmosphére saturée en humidité et enrichie a 5 % de CO, (Forma Scientific 3548).
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3.2 ELABORATION DU MONTAGE DE PAILLASSE ET ESSAIS ASSOCIES

3.2.1_Systémes d’exposition aux polluants atmosphériques

L’utilisation de la mobilité des macrophages alvéolaires pour mesurer la qualité de
I’air a nécessité la mise au point d’un systéme d’exposition spécifique permettant de mettre
les cellules au contact de la charge polluante et de stimuler leur déplacement tout en assurant
leur survie.

Plusieurs systémes ont été utilisés : lames de microscope pour immunofluorescence ou
chambres 4 lamelle modifiées pour faciliter la diffusion de chimioattracteur, boites de
Pétri, ... Aprés avoir essayé chaque prototype de cellule d’exposition, il s’est avéré que tous
présentaient au moins I’un des inconvénients suivants: desséchement de la suspension
cellulaire avant la fin du temps d’essai, diffusion non homogene du chimioattracteur ou
adhésion des macrophages au support.

Un systéme d’exposition basé sur des flacons pour culture cellulaire a donc été mis au
point afin de répondre a I’ensemble des critéres de sélection. Le bouchon du flacon regoit le
tuyau d’arrivée des gaz. D’autre part, la face opposée est percée d’orifices également répartis
sur la surface permettant d’éviter la formation de courants gazeux préférentiels : la diffusion

des polluants est alors quasiment homogéne (Figure 5).

Figure 5 : Cellule d’exposition avec arrivée pour passage de gaz.
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L’ensemble de ces opérations est réalisé en préservant la stérilit¢ du flacon de culture.
Il permet donc :
e La survie des macrophages (utilisation d’un flacon de culture, stérilité maintenue jusqu’a
la phase d’exposition)
¢ La mobilité cellulaire (surface non adhérente)

e L’exposition aux polluants atmosphériques (bouchon et flacon percé)

3.2.2 Systéme d’analyse

Il se compose du systéme d’exposition précédent connecté a la source de gaz. Le
flacon d’exposition est déposé sur la platine chauffante d’un microscope inversé (Olympus
modéle CHS) muni d’une unité de régulation thermique pour gamme ambiante « + 50°C » de
précision 0,3°C. 11 est équipé d’oculaires 10 X et d’un objectif 20 X. La prise d’image est
réalisée au moyen d’une caméra CCD Y2 pouce noir et blanc (Sony) reliée au microscope par
un oculaire de projection vidéo 2,5 X occulté par un filtre vert améliorant les contrastes. Cet
ensemble est placé dans une enceinte thermostatée a 37°C. Assistée par la platine chauffante,
elle permet de conserver les cellules a 37°C et d’amener les gaz 4 bonne température.

Le systéme d’analyse d’images est composé d’un micro-ordinateur équipé, pour la
partie hardware, d’un microprocesseur de type Pentium 100 MHz (Intel ™) a architecture PCI
monté sur une carte mére Intel PCI 64 bits & chipset Triton. Celle-ci posséde 16 Mo de RAM
EDO, une carte vidéo Matrox Millenium ainsi qu’une carte d’acquisition Neoteck (National
Instrument ™). La partie software est composée du systeéme d’exploitation Windows 95
(Microsoft ©), du logiciel d’analyse d’images Optilab (National Instrument ©), du logiciel de
programmation Labview (National Instrument ©).

L’ensemble du systéme est présenté sur la Figure 6.
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Figure 6 : Schéma du systéme d'exposition et d'analyse utilisé lors de la phase

préliminaire.

3.2.3 Production de I'ozone

3.2.3.1 Production : Calibreur Portable Modéle 175

L’ozone est produit au moyen d’un Calibreur Portable Modéle 175 équipé d’un
générateur d’air zéro (filtre a charbon actif couplé & une pompe & membrane et a un filtre 0,22
um) fournissant un débit d’air de 3 L/mn (Thermo Environmental Intruments Inc.). Cet outil
est congu pour produire des concentrations multipoints de polluants atmosphériques en
associant un ozoniseur interne et un systéme de dilution par capillaires fournissant trois
concentrations plus un zéro. La gamme de concentrations d’ozone produites varie de 0 a
1100 ppb avec un débit de 3 L/mn. Le générateur d’air zéro sera employ¢ seul afin de

produire de I’air « propre » pour les séries d’essais ou les cellules ne sont pas intoxiquées.
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Le générateur d’ozone peut donc étre utilisé comme standard de transfert pour
I’étalonnage des analyseurs d’ozone mais le modele 175 peut aussi étre employé comme
diluteur multi-polluants. Les rapports de dilution sont « Concentration du gaz / 80 »,
« Concentration du gaz / 190 » et « Concentration du gaz / 575 ».

D’autre part, les gaz passant dans le diluteur et 'ozone produit par le générateur, se
rejoignent dans une chambre de mélange. Le modéle 175 peut étre employé afin de générer
des oxydes a partir des gaz introduits dans le diluteur. Il est notamment possible d’oxyder du

monoxyde d’azote par de I’ozone et former ainsi du dioxyde d’azote.

3.2.3.2 Calibrage du Modéle 175

Le Calibreur Portable Modéle 175 est équipé d’un potentiométre de réglage de
concentration d’ozone. Celui-ci permet de moduler la tension appliquée a la lampe UV qui le
génére. Il convient donc de réaliser une calibration de I’appareil et de vérifier la dérivation
éventuelle de production lors de son utilisation. Dans cette optique, deux techniques ont ¢été
employées :

e Le calibrage est réalisé au moyen d’un analyseur d’ozone a absorption UV.

e Des contrdles intermédiaires sont effectués avant chaque séric d’essai par méthode
jiodométrique. Le flux gazeux barbotte pendant 5 minutes dans une solution d’iodure de
potassium (KI). Ce dernier s’oxyde alors en I, donnant une coloration variant du jaune au
brun en fonction de la concentration. Aprés avoir acidifié la solution (pH < 2) avec de
Pacide sulfurique (H,SOy), le dosage de I'iode par du thiosulfate de sodium (Na;S,03) est

effectué. La concentration d’ozone dans le flux gazeux peut alors étre déterminée.
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3.2.4 Etude de la mobilité

3.2.4.1 Préparation du matériel biologique

Chagque cellule d’exposition recoit 1,5 ml de suspension cellulaire a 250 000 cellules
vivantes par millilitre. Le dénombrement est réalisé sur cellule de Mallassez avec exclusion
au Bleu Trypan 0,4 % (Dumont, 1989). La quantité de cellules utilisée permet d’obtenir une
concentration moyenne de 4 4 6 cellules par champs optique lors de la capture d’image. Ce
nombre est le minimum nécessaire a la représentativité de I’essai et le maximum qui puisse
8tre géré avec la version du logiciel d’analyse d’image développée pour cette phase de travail.

La cellule d’exposition, avec son matériel biologique, est ensuite placée une nuit dans
’étuve de culture. Elles ne seront donc utilisées que le lendemain. Ceci permet de limiter
Iinfluence des manipulations (centrifugation, remise en suspension, ...) sur les résultats

obtenus.

3.2.4.2 Mise au point du logiciel d’analyse d’images

La premiére étape a consisté & produire le module d’analyse initial : la reconnaissance
et I'isolement de cellules au repos. Des images de macrophages non activés sont prises en
utilisant les logiciels d’acquisition fournis avec la carte d’acquisition vidéo. Elles sont ensuite
traitées au moyen du programme Optilab (National Instrument™) en mettant en ceuvre des
procédures variées jusqu’a reconnaissance parfaite des cellules et d’elles seules. Les
séquences de traitement mises au point servent 4 développer le premier module du logiciel
d’analyse.

Le second module développé réunit I’enregistrement, le suivi et le traitement des
différents paramétres pouvant étre utiles a la détermination du comportement des

macrophages et de ses variations.
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Les différents essais réalisés par la suite ont permis de trier ces divers paramétres et

d’établir une relation entre ceux-ci.

3.2.4.3 Trame du logiciel d’analyse d’'images

1. Acquisition du signal vidéo

La caméra du microscope inversé envoie un signal continu au micro-ordinateur. Ces
images sont alors numérisées puis transformées en niveaux de gris, soit 255 niveaux de gris

ou encodage 8 bits*. Une image est capturée toutes les 10 secondes (Figure 7).

O

&

Figure 7 : Image en couleurs réelles (RVB, 24 bits) transmise par la caméra du

microscope inversé présentant quelques macrophages

2. Obtention d’une image binaire

Pour chaque image, un histogramme fournit une représentation graphique de son
contraste et de sa brillance. Il permet en outre d’identifier ses principales composantes comme

le fond, le bruit et les objets. L’image est alors seuillée a partir du niveau de gris moyen des

* Bit : 1 bit est égal & 8 octets. Un octet est une variable pouvant prendre la valeur 1 ou 0.
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pixels’ ayant la fréquence la plus importante, ceci afin de prendre en considération les
variations de I’intensité lumineuse liées a la condensation d’eau sur les parois de la cellule de
mesure. A ce stade, I'image est représentée par une matrice ol chaque pixel est représenté par
la valeur « 0 » ou « 1 », encore appelé « éteint » ou « allumé » : les pixels ayant une valeur
inférieure au seuil prennent la valeur « 0 » alors que les autres prennent la valeur « 1 ». Cette
matrice peut alors subir les transformations mathématiques qui conduiront a I’identification de

chaque cellule (Figure 8).

Figure 8 : Image présentée Figure 7 apreés seuillage. La silhouette des cellules est visible

de méme que de nombreux parasites.

3. Identification des cellules

La premiére étape est une transformation morphologique primaire dite
« auto-médiane » avec pour élément structurant 3 x 3 (Voir Annexes). Cette fonction est une
combinaison finie d” « ouvertures propres » et de « fermetures propres » qui isole des objets
simplifiés, débarrassés des détails (Figure 9a) (Voir Annexes). La transformation

morphologique binaire conditionnelle qui suit permet de rejeter les particules touchant le bord

5 Pixel : Plus petite unité de surface d’un écran
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de I'image avec une connexité de 8 x 8 (Voir Chapitre Annexes). Les cellules partiellement
« photographiées » ne sont donc pas prises en compte (Figure 9b). Ensuite, les particules ou
artéfacts de I’image sont éliminés par I’application d’un filtre passe-bas : ce dernier éteint les
pixels qui constituent un objet disparaissant a la suite de trois érosions successives avec un
élément structurant 3 x 3 (Figure 9c¢). Enfin, la derni¢re étape d’analyse consiste a utiliser une
transformation morphologique binaire conditionnelle remplissant les pixels éteints au sein des
objets restants avec une connexité 8 x 8. Sur chaque cliché, les macrophages présents peuvent

alors étre identifiés (Figure 9d).

Figure 9 : Image présentée Figure 8 au cours des différentes phases de traitement

permettant d’isoler les cellules (a. Transformation morphologique primaire
auto-médiane ; b. Transformation morphologique binaire conditionnelle avec
rejet des bords ; c. Filtrage passe-bas; d. Transformation morphologique

binaire conditionnelle avec remplissage des trous)
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4. Calcul de la Vitesse d’Accroissement de Surface (V)

Les différentes images traitées sont superposées au fil du temps donnant la trace des

cellules en déplacement (Figure 10).

Figure 10 : Résultat de la superposition des images seuillées pendant 20 minutes a partir

de I'image présentée a la Figure 8

Les variations de cette trace sont alors enregistrées durant 20 minutes. Une courbe
composée de 120 points de mesure représente 1’évolution de la surface balayée par les
macrophages en fonction du temps (Figure 11). La réalisation d’un historique permet
d’éliminer la surface représentée par les cellules immobiles. Les valeurs corrigées sont ensuite
rapportées a une cellule. La pente de la courbe obtenue est représente de la vitesse moyenne
de Paccroissement de surface (V,s) qui est proportionnelle a la vitesse moyenne de

déplacement des cellules au cours de I’essai.
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Figure 11 : Courbe représentant la variation de la surface balayée par des macrophages
en déplacement durant 20 minutes avec une mesure toutes les 10 secondes,

soit 120 points de mesure

3.2.4.4 Etude de la mobilité

La cellule d’exposition, préparée la veille, est déposée ouverte sur la platine chauffante
du microscope invers€. Elle est alors connectée soit au générateur d’air zéro soit au Mod¢le
175 selon qu’il s’agisse d’un témoin ou d’une exposition aux polluants gazeux. La cellule
d’exposition est ensuite laissée au repos environ 20 secondes afin de laisser les macrophages
se stabiliser. Puis 100 ul de solution chimiotactique sont déposés en téte de cellule
d’exposition, ce volume étant négligeable vis a vis de celui déja présent. Une phase de repos
d’environ 20 secondes est & nouveau nécessaire afin que les macrophages ne soient plus
sensibles au flux de liquide engendré par le dép6t. L’analyse d’images de 20 minutes peut

alors étre déclenchée.
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3.3 _ELABORATION DU PROTOTYPE

3.3.1 Mise au point d’'un procédé de culture autonome

La réalisation d’un biocapteur en continu basé sur lutilisation de macrophages

nécessite la mise en place d’un systéme de production de cellules réduisant au mieux le

nombre d’interventions de maintenance. Dans ce but deux systémes ont ét¢ envisagés :

Le premier est basé sur la connaissance des divisions cellulaires. En effet, les THP-1 ayant
un taux de multiplication d’environ 2 tous les quatre jours, nous pouvons envisager de
mettre en place une série de réservoirs contenant un nombre décroissant de cellules. Les
compartiments arrivant & maturité a des dates décalées dans le temps, ceux-ci seront
utilisés successivement par un automate. La maintenance se réduit ici au changement de
I’intégralité des cartouches épuisées.

Le second consiste a réaliser un bioréacteur ou les cellules seront produites en continu, la
maintenance se réduisant a I’apport de flacons de milieu de culture préalablement

conditionné.

3.3.1.1 Premiére alternative : utilisation de cartouches a concentrations

cellulaires différentiées

Afin d’étudier cette possibilité de fonctionnement, quatre flacons ont été réalisés avec

des concentrations cellulaires différentes. Ils sont ensuite placés dans I’étuve de culture. La

production de phagocytes ainsi que leur taux de mortalité sont suivis par comptage sur une

cellule de Mallassez avec exclusion au Bleu Trypan.

3.3.1.2 Seconde alternative : culture en réacteur

Materiel

Les cellules sont cultivées dans un cytoculteur de laboratoire de 2 litres (Série

DISCOVERY, Inceltech, France). Ce systéme se compose d’une cuve en verre a fond

hémisphérique, de volume utile de 0,75 litres, surmontée par une platine servant de support

aux différents capteurs et entrées / sorties de fluides.
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Les capteurs retenus permettent le suivi de la température, du pH et de 'oxygene
dissous. La gestion des régulations est assurée par systéme de contrdle analogique (MOD 7F,
Inceltech, France) équipé de régulateurs correspondant aux paramétres mesurés.

La réalisation d’une culture discontinue permettra de déterminer les caractéristiques de
croissance de la souche ainsi que les conditions nécessaires a la mise en ceuvre d’une culture

en continu.

Milieu de culture

Les cellules sont produites dans un milieu de culture identique a celui de la culture

cellulaire en flacon.

Détermination des conditions de culture : culture discontinue

Le cytoculteur est ensemencé avec 2.10° cellules / ml dans le milieu de culture mis au
point pour les THP-1, concentration retenue pour la majorité des cultures de cellules de
mamiferes (Pinton, 1991). Les courbes de croissance de la culture sont réalisées & partir de

comptages cellulaires avec exclusion au Bleu Trypan sur cellule de Mallassez.

Les paramétres suivants sont enregistrés afin de déterminer I'efficacité et l'utilité des
procédures de régulation :

» Température : La consigne est fixée a 37,0°C. La température est mesurée au moyen
d’une sonde thermique. En cas de dépassement de la consigne, une électrovanne
permettant la circulation d’eau « froide » dans une épingle étanche, est ouverte. Par
contre, le réchauffement du systéme est réalisé par la fermeture du circuit électrique
alimentant une ceinture chauffante ceignant la cuve du réacteur.

» pH : La consigne est fixée & 7,50 Ul sachant que cette valeur correspond a un pH moyen
du milieu de culture préparé et placé en étuve et que les conditions optimales de
développement de cellules de mammiféres varient entre 6,9 et 7,9 Ul avec un pH optimum
situé dans un palier de 0,4 UI (Goergen, 1992 ; Martial, 1991). La valeur de pH optimale
sera recherchée lors de la mise en ceuvre de la culture cellulaire en continu. La mesure est
effectuée par une électrode de verre a électrolyte gélifié. La régulation est assurée, selon le
cas, par Pajout d’HCl 0,5 N ou de NaOH 0,5 N stériles au moyen de pompes

péristaltiques.
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» Oxygeéne : La consigne est fixée 4 60,0 % de la valeur maximale de référence utilisée pour
étalonner la sonde, a savoir la valeur indiquée pour le milieu saturé en oxygéne. En
premier lieu, nous avons étudié les performances de la régulation de gaz dissous par
variation de la vitesse d’agitation. En effet, le régulateur permet d’asservir la vitesse
d’agitation a la concentration d’oxygene dissous : en cas de défaut, une autorisation de
dépassement de la consigne prédéterminée peut €tre accordée. En second lieu, nous avons
mis en ceuvre une régulation par bullage d’air comprimé dans le milieu de culture,
asservie a la mesure de 'oxygéne dissous par action du régulateur sur une électrovanne.
L’air comprimé utilisé est a une pression de 2 bars, délivré avec un débit de 3 litre / mn et
débarrassé des contaminants éventuels par passage sur un filtre 0,22 pm.

= Agitation : La consigne est fixée & 40 tours / min de fagon a maintenir une suspension

cellulaire homogéne et éviter le cisaillement des macrophages.

3.3.2 Elaboration du prototype de laboratoire : principe

Le prototype se compose de quatre parties :

= La production de matériel biologique : elle sera assurée soit par des cartouches a

concentration cellulaire différentiée, soit par un cytoculteur fonctionnant en production
continue dont les paramétres régulés seront ceux précisés par la culture discontinue puis
optimisés durant la phase continue.

s La cellule d’analyse : elle est constituée d’un compartiment recevant une fraction de la

suspension cellulaire produite. Les macrophages y sont mis en présence des contaminants
atmosphériques puis stimulés par un agent chimioattracteur.

= Le systéme d’acquisition : un microscope inversé équipé d’un objectif 20 X et d’une

caméra CCD noir et blanc numérise 'image. Celle-ci est transmise & un micro-ordinateur
afin de déterminer la mobilité des cellules stimulées.

» Le calculateur et les régulations: Cet ensemble détermine le degré de pollution

atmosphérique ainsi que le bon fonctionnement du prototype. De plus, les informations
qu’il est nécessaire de mesurer puis d’analyser afin d’assurer la pérennité de la culture des
macrophages, sont prises en compte. L’ensemble de ces opérations est réalisé par une

station de travail industrielle qui sert donc a la fois de régulateur et de calculateur.
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3.4 DOSAGES BIOCHIMIQUES

3.4.1 Préparation des cellules

Un volume de 10 ml de suspension cellulaire, & une concentration de
250 000 cellules / ml, est déposé dans un flacon d’exposition de 25 cm?® Celui-ci est ensuite
déposé une nuit dans 1’étuve de culture afin de reproduire les conditions employées pourr
’étude de la mobilité cellulaire. Les flacons contiendront donc un nombre comparable de
cellules. De plus, les THP-1 ayant été remises en culture dans du milieu nutritif neuf au méme
moment, la quantité de molécules sécrétées, ou consommées, sera elle aussi similaire dans les

différents flacons.

3.4.2 Calcium intracellulaire (Ca®)

Principe
Le dosage du calcium est réalisé au moyen d’un indicateur fluorescent, le Fura-2
(Grynkiewicz, et al., 1985).

Mode opératoire

La préparation cellulaire regoit 1,8 mM de Fura-2 puis est placée a ’abri de la lumiére
pendant 30 minutes dans un incubateur 4 CO; (37°C ; 5% de CO; ; saturation en humidité).
Les macrophages sont ensuite lavés 3 fois avec du RPMI 1640, puis remis en suspension dans
10 ml de milieu de culture. Le réactif non internalisé est ainsi ¢liminé. Les cellules sont alors
exposées a I’ozone de 0 & 30 minutes.

Ensuite, 150 pl de suspehsion cellulaire sont déposés dans les puits d’une microplaque
de titration. La lecture est effectuce au moyen d’un fluorimétre avec pour longueur d’onde

d’excitation 380 nm et d’émission 510 nm.
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3.4.3 Monoxyde d’azote dans le surnageant de culture (NO)

Principe
Le dosage du monoxyde d’azote est réalisé au moyen d’un détecteur NO (World

Precision Instrument) équipé d’une sonde ampérométrique 4 membrane sélective.

Mode opératoire

Une courbe de calibration est réalisée a partir d’une solution de HSO4 4 0,1 M et de

KI 20,1 M dans laquelle des volumes croissants de KNO; sont ajoutés :
2 KNO, +2KI +2 H,SO; 2 2NO + 1, + 2 H,0 + 2 K,S04

Le détecteur et la sonde calibrés, la mesure de l'oxyde d’azote (nM) produit par les
macrophages est effectuée. Afin de garantir un contact suffisant entre I’électrode et le
surnageant de culture, il a été nécessaire d’augmenter le volume de suspension cellulaire dans
les flacons : 20 ml de milieu de culture contenant 250 000 cellules / ml sont donc déposés
dans un flacon d’exposition de 80 cm?. Ce dernier est pourvu d’un orifice supplémentaire afin
de permettre le passage de la sonde. Les cellules sont exposées durant 30 minutes et

I’évolution de la production de monoxyde d’azote suivie pendant 30 autres minutes.

3.4.4 Peroxyde d’hydrogéne dans le surnageant de culture (H,05)

Principe

La méthode spectrophotométrique du péroxyde d’hydrogene développée par Pick et
Keisari (1980), est basée sur I’oxydation du Rouge Phénol (phénolsulfophthaleine) en un
composé dont le spectre d’absorption est différent de celui du colorant natif (Pick and Keisari,
1980). Une coloration mesurable dans le spectre visible (610 nm), dont I’intensité est

proportionnelle a la concentration de H,O, (exprimée en nM), est obtenue. Cette réaction est
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catalysée par la peroxydase de raifort (HRP). De plus, I’addition de NaOH permet a la fois de

stopper la réaction et d’en augmenter I’intensité.

Mode opératoire

Dans un premier temps, une courbe de calibration est réalisée avec des solutions de
H,0, dont les concentrations varient de 80 yM a 10 mM. Les solutions sont maintenues
15 mn a 37°C puis 1 ml de solution de Rouge de Phénol 4 0,2 mg / ml contenant 17,6 U/ mi
de HRP est ajouté. L’ensemble est alors replacé 15 mn a 37°C. La réaction est ensuite arrétée
par 50 pl de NaOH 1 N. L’intensité de la coloration est mesurée a 610 nm par un
spectrophotométre (Modéle DU 640 B, Beckman).

En ce qui concerne les mesures réalisées sur le matériel biologique, 1 ml de
suspension cellulaire est mis en présence de 1 ml de solution de Rouge de Phénol a
0,2 mg/ml contenant 17,6 U / ml de HRP. L’ensemble est placé 15 mn & 37°C. Le
surnageant est alors récupéré par centrifugation (5 mn; 2500 t / mn). Celui-ci regoit alors

50 ul de NaOH 1 N afin de bloquer la réaction de coloration.

3.4.5 Lactate déshydrogénase dans le surnageant de culture (L DH)

Principe

La lactate déshydrogénase assure la transformation du lactate en pyruvate. Lors de
cette conversion, le NAD" est réduit en NADH/H'. En présence de catalyseur (diaphorase), ce
dernier est oxydé permettant la réduction des sels de tétrazolium (jaunes) en sels de formazan
(rouges). Cette modification de coloration est mesurable & 490 nm (Figure 12) (Racher, ef al.,

1990).
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Figure 12 : Principe de la mesure de l'activité de ]a LDH

Mode opératoire

La LDH étant une enzyme cytosolique, sa présence dans le surnageant de culture est
un indicateur de la viabilité cellulaire. Un index de cytotoxicité reflétant la nocivité d’un
composé pour les cellules, peut étre calculé :

Cytotoxicité(%) = KIS
LM - LS
ou:

- LS : libération spontanée de LDH

- LM libération maximale de LDH

- X valeur mesurée
La suspension cellulaire a tester est prélevée et centrifugée (150 x g; 10 mn) afin

d’éliminer la fraction cellulaire. 100 pl de surnageant et 100 pl de mélange réactionnel sont

alors déposés dans les puits de mesure.
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La libération spontanée est déterminée a partir du surnageant d’une culture diluée a
moitié. La libération maximale est, quant a elle, mesurée apres lyse compléte des cellules par
du Triton X-100 a 2 % (v/v) et récupération du surnageant de culture. De méme qﬁe
précédemment, 100 pul de ces différents contrdles sont prélevés, ajoutés a 100 ul de mélange
réactionnel et déposés dans les puits de la plaque de microtitration.

Aprés 30 mn de repos a I’abri de la lumiére et a température ambiante, I’ensemble peut

étre révélé a 490 mn.

3.5 TESTS STATISTIQUES

La comparaison de deux groupes d’échantillons faibles (N < 10) sera effectuée au
moyen du test Mann-Whitney. Ce test statistique peut aussi étre mis en ceuvre pour la
. comparaison de populations de variance inégales.

La comparaison de plusieurs groupes d’échantillons faibles (N < 10) sera effectuée au
moyen du test d’analyse de variances de Kruskal-Wallis. Ce test statistique peut aussi étre mis
en ceuvre pour la comparaison de populations de variance inégales.

La comparaison de deux d’échantillons (10 <N < 50) sera effectuée au moyen du test t
de Student aprés vérification de la normalité des populations.

La comparaison de plusieurs échantillons (10 <N < 50) sera effectuée au moyen d’une

analyse de variance aprés vérification de la normalité des populations.

Si I’hypothése d’une différence significative apparait a I’issue des tests précédents, le
test de Tukey sera mis en ceuvre pour comparer les groupes d’échantillons par paires.

Si I’hypothése d’une différence significative apparait a Iissue des tests précédents, le
test de Dunnett sera mis en ceuvre pour comparer les groupes d’échantillons a une série

témoin.
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4 ETUDES EXPERIMENTALES

La premiére partiec de ce travail consiste & développer un bioessai afin de montrer la
faisabilit¢ d’un biocapteur de pollution atmosphérique basé sur la mobilité de macrophages
alvéolaires. Dans cette optique, un montage de laboratoire sera réalisé et les procédures de
préparation et d’exposition des macrophages étudiées. L’ozone, gaz caractéristique des

pollutions oxydantes, servira de polluant de référence.

La seconde partie concerne 1’élaboration du prototype du biocapteur. Le
fonctionnement automatique de ce dernier et la nécessité d’une maintenance réduite
conditionneront les différentes étapes de développement abordées. Le prototype sera calibré
au moyen de deux polluants « purs », ’0zone et le monoxyde d’azote puis d’un mélange
composé d’ozone, de monoxyde d’azote et de dioxyde d’azote, caractéristiques des pollutions

liées au transport routier.

Enfin, I’impact de I’ozone sur la physiologie cellulaire sera abordé. Dans cette
optique, I’activation des macrophages et la production de métabolites de défense, apres
exposition 4 I’ozone dans les conditions du bioessai, seront mesurées pour évaluer le degré

d’atteinte des mécanismes de défense de la cellule.
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4.1 ETUDE DE FAISABILITE : BIOESSAI

L’étude de faisabilité du biocapteur est effectuée au moyen d’un bioessai. Ce dernier
est basé sur I’exposition de THP-1 a un flux gazeux grice a une cellule d’exposition (Figure
6), puis sur la mesure de la mobilité cellulaire aprés stimulation par un composé

chimiotactique.

4.1.1_Mobilité naturelle des THP-1

I1 est donc nécessaire de déterminer, dans un premier temps, l’influence de la
préparation des cellules sur la mobilité avant I’exposition aux gaz. Dans cette optique, la
mesure de la mobilité naturelle des THP-1, donc sans chimioattracteur, est réalisée cellule de
mesure fermée durant I’intégralité de la procédure et cellule de mesure ouverte afin de simuler

la phase de dépot des composés chimiotactiques employés dans le bioessai (Figure 14).

Vas moyenne (um*/s)
w

0,22+0,07 0.23#0.11 |
== 2
i | e

O Cellule fermée [l Cellule ouverte ventilée

Figure 13 : V,g naturelle des macrophages exprimée en pm?s (Nombre d'essais par
traitement : 3. Nombre moyen de cellules par essai : 6. Test de Mann-Whitney :
pas de différence statistiquement significative)
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La Figure 13 représente la vitesse d’accroissement de surface (Vas) naturelle des
macrophages, cellule de mesure fermée et ouverte. Les phagocytes ont une Vag de I'ordre de
0,24 um? par seconde. De plus, celle-ci n’est pas statistiquement différente dans les deux
conditions de test.

La Vg n’est donc ni altérée par la pénétration d’air ambiant a Pintérieur de la cellule
d’exposition durant la phase de simulation de dépdt de chimioattracteur ni par ’absence d’une
atmosphére saturée en humidité et enrichie a 5% de CO; pour une durée de test de 20

minutes.

Figure 14 : Cellule d'exposition avec ouverture et canules d'injection de

chimioattracteurs

Nous utiliserons donc la cellule d’exposition ouverte ce qui permettra d’effectuer

les dépots de substances activatrices du déplacement.
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4.1.2 Action de I'eau de préparation des substances chimioattractrices sur la

mobilité

Pour mieux comprendre I’action de solutions déposées dans la cellule de mesure, il
convient de connaitre P'effet de 1’eau de préparation utilisée sur la mobilité cellulaire. Trois
séries d’expériences ont été réalisées, la premiere représentant la mobilité naturelle des
cellules sans ajout de substances, la seconde des cellules mises en présence d’eau apyrogéne

et la derniére avec de I’eau pour culture cellulaire (Figure 15).

Vs moyenne (um?/s)
(5]

4 0,86+ 0,28
0,76 £ 0,14
1 2
sl
0,26+0,11 1
T
I 2
(=Tl = el
l o Mouvements naturels B Eau apyrogéne ®m Eau pour culture cellulaire

Figure 15 : Vs des macrophages stimulés par de I'eau de préparation exprimée en pm*/s
(Nombre d'essais par traitement : 3. Nombre moyen de cellules par essai : 4.

* : test de Tukey avec différence significative entre les eaux et la mobilité

naturelle ; p < 0,05)

L’eau a une action activatrice sur la mobilité des macrophages multipliant la V45 d’un
facteur environ égal a 3 par rapport au témoin. Cette activation n’est pas statistiquement

différente dans les deux cas. La mobilité induite n’est donc pas liée a la présence de molécules
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résiduelles ayant une action chimiocinétique directe. Cependant, I’ajout local d’eau dans le
milieu de culture provoque la dilution de ce dernier et crée un gradient de concentration g’
provoque le déplacement des phagocytes.

L’eau peut donc étre employée comme activateur indirect de la mobilité cellulaire.
Toutefois, le déplacement est ici 1ié & une modification physique du milieu. Or nous
cherchons a induire une réponse immunitaire macrophagique, celle-ci étant mesurée par le
déplacement de la cellule qui précéde la phagocytose. Il est donc nécessaire d’utiliser une

molécule chimiotactique.

Nous emploierons ’eau pour culture cellulaire afin de préparer les solutions

chimioattractrices.
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4.1.3 Action des LPS sur la mobilité

Nous avons vu précédemment (Voir 2.4.1.2) que le chimiotactisme des macrophages
pouvait étre induit par la présence d’un gradient de lipopolysaccharides (LPS) ou de fMLP,
ces deux composés étant émis soit par des bactéries potenticllement pathogénes soit par des

cellules lésées. Le premier type de molécule activatrice utilisée est représenté par les LPS
(Sigma, France).

F-9

V,s moyenne (pm?/s)
w

N

1274049
T 0944035
6120,
1 079+0,14 o
- | .. | . : ."-ﬁ- T
0 = —

' @ Eau pour culture cellulaire QLPS1% BLPS 50 % ~ ELPS 100 % ‘

Figure 16 : V,s des macrophages activés par les LPS exprimée en pm?*/s (Nombre d'essais
par traitement : 5. Nombre moyen de cellules par essai : 6. Test de Kruskal-

Wallis : pas de différences statistiquement significatives)

La Figure 16 présente la Vas des macrophages activés par des concentrations
croissantes de LPS. Lorsque les macrophages sont stimulés par différentes dilutions de LPS,
la Vs n’est statistiquement pas différente de celle des cellules stimulées par de I’eau pour
culture cellulaire. De plus, la variabilité de la réponse est trés importante (jusqu’a 39 % de la
valeur moyenne).

En effet, il est difficile de mettre des LPS en solution dans I’eau, ceux-ci ayant

tendance a former des vésicules, ou micelles, de taille trés variable. Il n’est donc pas possible
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d’obtenir une solution activatrice de concentration homogeéne et reproductible. La qualité¢ du
gradient de concentration produit n’est donc pas suffisamment constante pour induire un

déplacement significatif et controlé des phagocytes, donc un bioessai fiable.

Les LPS ne peuvent donc pas étre employés comme chimioattracteur dans les

conditions expérimentales développées pour cette étude.

83




4.1.4 Action du fMLP

4.1.4.1 Vas_en fonction de la concentration

La seconde molécule activatrice que nous avons testée est le fMLP qui est une autre
molécule de référence de I’activation du chimiotactisme des macrophages (Mege, et al.,
1990).

La Figure 17 montre les Vg de macrophages observées pour des solutions de fMLP

de concentrations 10° M, 107 M, 10° M et 10° M.

5 374099

- . I

Vas moyenne (pm?/s)
[

0,83 £0,40
0.80+0,18 i

0 _ N e sl d

m Eau pour culture cellulaire ofMLP 10-9 M afMLP 10-7 M o fMLP 106 M mMLP 105 M ‘

Figure 17 : V5 des macrophages activés par le fMLP exprimé en pm?*/s (Nombre d'essais
par traitement : 28. Nombre moyen de cellules par essai : 5. * et ** : différences
statistiquement significatives entre les deux groupes et des deux groupes avec

les autres concentrations ; test de Tukey ; p < 0,05)

Lorsque les cellules sont stimulées par une solution de fMLP 4 10° M ou 107 M, la
Vs n’est pas statistiquement différente de celle des macrophages activés par de ’eau pour
culture cellulaire. Par contre, les concentrations 10® M et 10° M ont une action
chimiocinétique importante, la multipliant respectivement d’un facteur environ égal a 1,7 et 4.

Le fMLP a donc bien une action chimiotactique sur les macrophages lorsqu’il est
utilisé a une concentration supérieure 2 10”7 M. Cette concentration peut donc étre considérée
comme la limite physiologique de réaction des cellules pour le mode opératoire retenu. De
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plus cette limite, indiquant la haute sensibilité du matériel biologique, est comparable a celles
présentées dans la littérature (Mege, et al., 1990) avec des techniques beaucoup plus longues :
migration sous agarose (Schwartz and Christman, 1979 ; Creutzenberg, et al., 1995) ou
mesures de la phagocytose en utilisant des particules marquées (Allan and Wilkinson, 1978 ;

Canning, et al., 1991 ; Lombard, ef al., 1994).

Toutefois, le IMLP peut avoir une action cytotoxique sur les cellules. La cytotoxicité
du fMLP, pour des concentrations variant de 10° M a 102 M, sur les macrophages est donc
déterminée par mesure de la concentration en LDH dans le surnageant d’une culture a

107 cellules / ml (Tableau 3).

Tableau 3 : Cytotoxicité (%) du fMLP a des concentrations variant de 10°Ma 10° M

pour des durées d’exposition variables sur les THP-1

Temps d’exposition
5 10 15 20 25 30
10°M | 1,8+12[34+29 ] 99+39 [192+7,9(23,5£10,9 | 41,9+6,2
10°M 0 0 0 31+ 03| 36+1,1 | 4107
10°M 0 0 0 38+07 | 3,803 | 3,9+0,3
[fMLP]| 10°M 0 0 0 ,L1+03 | 1,9+05 | 25+1,3
10°'M 0 0 0 07+0,1 | 1,002 | 1,8+0,5
10°M 0 0 0 0 0 0
10°M 0 0 0 0 0 0

La concentration 10~ M présente un effet cytotoxique qui apparait dés la 5°™ minute
d’exposition. Pour les concentrations variant de 10" M a 107 M, cet effet ne peut étre
observé qu’a partir de la 20°™ minute. Il reste cependant relativement faible avec des valeurs
comprises entre 0,7 et 4,1 %. Une relation dose — effet, est aussi mise en évidence au-dela de
15 minutes. Toutefois, les concentrations de fMLP de 10 M et 10° M semblent sans effet
toxique sur une durée d’exposition de 30 minutes. Ceci permet d’expliquer « I’effet
inhibiteur » du fMLP sur la mobilité cellulaire des concentrations supérieures a 10 M lors
des essais a longue durée d’incubation (supérieure a 24 heures) (Spilberg, et al., 1981 ; Rossi,

et al., 1985.
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Les concentrations de 10® M et 10° M semblent donc étre le meilleur compromis
entre la toxicité du fMLP (respectivement 1,1 % et 3,8 % apres 20 minutes d’exposition), et
de son action chimiotactique (respectivement 1,44 pum*s et 3,74 pm?s pour 20 minutes
d’essai). La concentration 10* M pourrait aussi étre mise en ceuvre. Elle n’est cependant pas
retenue car, du fait de I’acroissement de mobilité, le séquengage du signal vidéo devrait étre

plus important réduisant les temps de traitement de I'image.

Nous avons choisi d’utiliser le f/MLP 2 une concentration de 10° M car la mobilité

cellulaire est plus importante.

4.1.4.2 Vas en fonction de I'dge des cellules

La Figure 17 nous a permis de constater qu’il était possible de mettre en évidence des
différences statistiquement significatives entre diverses concentrations de fMLP, soit 10° M,
10° M et 107 M qui représente la limite physiologique d’action de ce composé dans les
conditions expérimentales retenues pour le bioessai. Cependant la variabilité¢ attachée a
chaque mesure est relativement importante. Cette phase de I’étude a donc été réalisée afin de
tenter de réduire la variabilité relative aux essais et plus particuliérement celle qui se rattache
a lutilisation du matériel biologique. Les macrophages que nous utilisons, sont issus de la
lignée cellulaire THP-1 et leurs caractéristiques biochimiques et physiologiques peuvent
s’altérer 4 compter du 14°™ mois de culture (Tsuchiya, et al., 1980). Celles-ci sont, par
contre, toujours intactes pour les celtules remises en culture aprés conservation cryogénique.

Cependant aucune étude montrant les variations des caractéristiques morphologiques,
biochimiques ou physiologiques des cellules de la lignée THP-1, n’a été réalisée pour des
périodes plus courtes concernées par cette étude (1 a 4 jours). Une cause de la variabilité de la
mobilité des macrophages pourrait donc étre liée & une évolution de la cellule a court ou
moyen terme.

Les macrophages utilisés sont préparés la veille de leur utilisation puis maintenus une
nuit dans ’étuve de culture. Nous nous sommes donc intéressés, dans un premier temps, aux
variations de mobilité qui pourraient exister entre les macrophages utilisés le matin méme et
ceux utilisés en fin de journée (Figure 18).

De plus, tous les quatre jours, la culture mére, d’ott sont issues les cellules testées, est
centrifugée, scindée en deux populations et remise en milieu de culture neuf. L’étude des
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variations qui pouvaient exister entre les macrophages provenant d’une culture mére a des

ages différents, a donc constitué la deuxiéme phase de cette approche (Figure 19).

1. Influence de [’heure
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Figure 18 : Influence de I'heure du test sur la Vg exprimée en pm*/s (Nombre d'essais
par traitement : 5. Nombre moyen de cellules par essai : 6. Test de Kruskal-

Wallis : pas de différence statistiquement significative)

Les cellules sont préparées selon les conditions présentées dans le chapitre « Matériel
et méthodes » (1,5 ml de suspension cellulaire a 250 000 cellules / ml préparées la veille de
I’essai) et testées a heures régulieres avec une stimulation par le fMLP a 10° M.

La Figure 18 montre que les cellules ont une Vs moyenne d’environ 3,30 + 0,80 um?
par seconde, ce qui est en accord avec les résultats précédents. En outre, aucune différence

statistiquement significative ne peut €tre mise en évidence entre les vitesses moyennes
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relevées aux différentes heures de test. La qualité des résultats obtenus ne subit, elle non plus,

aucune influence en fonction de I’heure, la variabilité des écarts types étant aléatoire.

L’heure de réalisation des essais n’influe donc en rien sur le niveau et la qualité

des résultats obtenus.

2. Influence de l’dge de la culture mére
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Figure 19 : Influence de I'dge de la culture mére sur V,g exprimée en pm?*/s (Nombre
d'essais par traitement : 5. Nombre moyen de cellules par essai : 6. Test de

Kruskal-Wallis : pas de différence statistiquement significative)

La Figure 19 représente la Vs moyenne des macrophages dans les conditions d’étude

de la mobilité que nous avons définies au préalable. Les cellules de la culture mére sont
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remises dans du milieu neuf au jour J. Elles sont placées dans les mémes conditions que
précédemment, aux jours J, J+1. J+2 et J+2.

Les cellules ont une Vas moyenne d’environ 3,50 + 1,10 pm? par seconde, ce qui est
comparable aux résultats précédents. De plus, aucune variation de mobilité statistiquement
significative ne peut étre observée entre les différents jours de test.

Les variations existant entre les différents jours d’essai n’entrainent donc pas
d’augmentation anormale de variabilité de V5. La variabilité de la réponse est donc interne a
la mesure et au mode opératoire. Elle peut par ailleurs s’expliquer par le faible nombre de

cellules utilisé au cours de chaque essai.

Les macrophages peuvent donc é€tre utilisés indifféremment quel que soit le
nombre de jours (+0, +1, +2 ou +3) séparant leur utilisation de la remise en culture de la

suspension cellulaire mére (jour J).

4.1.5 Exposition a ['ozone

Aprés avoir défini les conditions de préparation des THP-1 et d’activation du
chimiotactisme cellulaire, les phagocytes sont exposés a de ’ozone, gaz caractéristique des
pollutions photochimiques. Afin de montrer la faisabilité du prototype, il a donc été nécessaire
d’étudier les différents paramétres de 1’exposition au flux polluant, & savoir, la concentration
et la durée d’exposition permettant la mise en évidence d’une différence de mobilité

suffisante.

4.1.5.1 En fonction de la concentration

La concentration en polluant est le premier parametre susceptible d’affecter les
cellules mises & son contact. Les macrophages sont exposés a un flux d’air contenant des
concentrations d’ozone différentes durant 10 mn puis stimulés pendant 20 minutes par 100 pl
de fMLP a 10° M. Le lot témoin, quant a lui, subit le méme traitement excepté pour le gaz

d’exposition qui est remplacé par du gaz zéro (Voir 3.2.3) (Figure 20).
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Figure 20 : V,5 , exprimée en pm?/s, de macrophages mis en présence de différentes
concentrations d'ozone pendant 10 minutes puis stimulés par 10° M de fMLP
(Nombre moyen d'essais par traitement : 10. Nombre moyen de cellules par
essai : 5. * et **: différences statistiquement significatives avec la série téemoin ;

test de Dunnett ; p < 0,05)

Les cellules exposées 4 0,1 ppm ont une Vg diminuée d’environ 79 % par rapport a la
série témoin. De plus, elle diminue avec ’augmentation de la concentration ([O3] = 0,5 ppm ;
diminution de 90 % par rapport a la série témoin).

L’ozone a donc bien une action dépressive sur la Vg et donc sur la mobilité des
macrophages. D’autre part, la perte de mobilité cellulaire est d’autant plus importante que la

concentration de polluant est forte.

Nous retiendrons la concentration de 0,5 ppm au cours de la phase de validation

de la méthode de mesure, la différence de V 5y étant plus importante.
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4.1.5.2 En fonction du temps

Outre la concentration, le temps de diffusion des gaz dans le milieu est un paramétre

qui influe sur la quantité de polluant mis au contact des cellules.
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Figure 21 : V5, exprimée en pm?*/s, de macrophages mis en présence d’air zéro (10
minutes) ou d'ozone (0,5 ppm ; durée variable) puis stimulés par 10° M de
fMLP (Nombre moyen d'essai par traitement : 3. Nombre moyen de cellules par

essai : 4. *, ** et *** : différences statistiquement significatives avec la série

témoin ; test de Dunnett ; p < 0,05 )

Nous pouvons constater que les effets de I'ozone se font ressentir dés la premicre
minute d’exposition (Figure 21). De plus, la perte de Vas augmente régulicrement avec le
temps de contact (de 70 % pour 1 minute & 90 % pour 10 minutes d’exposition).

Le temps d’exposition est donc bien un parametre a prendre en compte pour la

détermination de Peffet d’un polluant atmosphérique sur la Vas , et donc la mobilité des

macrophages.
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Nous retiendrons un temps de contact de 10 minutes pour la phase de validation

car la différence de vitesse y est plus marquée.

4.1.6 Validation expérimentale

Pour valider la technique expérimentale et montrer la faisabilit¢ d’un biocapteur, nous
avons réalisé une série d’essais avec des macrophages mis en présence d’un air contenant

0,5 ppm d’ozone durant 10 minutes puis stimulées par 100 pl de fMLP a 10° M, et une série

témoin.

3,74+ 0,95

Vasmoyenne (pm?/s)
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B Téemoin (gaz zéro : 10 mn) [03] = 0,5 ppm : 10 mn

Figure 22 : Comparaison des Vs (exprimée en pm?/s) de macrophages mis en présence
d'air pollué par de I'ozone ou d’air zéro (Témoin) puis stimulés par 10° M
de fMLP (Nombre moyen d'essais par traitement : 28. Nombre moyen de

cellules par essai : 5. * : différence statistiquement significative avec la série

témoin ; test de Dunnett ; p < 0,05)
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La Figure 22 montre clairement que ’ozone diminue la Vas des macrophages et donc
leur mobilité. La Vs est divisée d’un facteur environ égal a4 4 passant de 3,74 pm?/s + 0,95
pm?/s & 0,87 pm?/s + 0,39 pm*s. La validité de ce résultat a été vérifiée au moyen du test t de
Student (p < 0,01) et du test de Dunnett (p < 0,05) aprés vérification de la normalité de la
distribution des résultats pour chaque population (test de Shapiro et Wilkk; p < 0,05)
(Maurice, 1993). La littérature présente des concentrations d’ozone et des effets similaires
(diminution de la phagocytose et de la capacité migratoire) lors d’expositions chroniques de
durées allant de 2 heures a 2 jours (Coffin, et al., 1968 ; Coffin and Gardner, 1972 ; Schwartz
and Christman, 1979 ; McAllen, et al, 1981 ; Valentine, 1985 ; Becker, et al., 1991 ;
Canning, et al., 1991 ; Gilmour, et al., 1991 ; Gilmour and Selgrade, 1993 ; Gilmour, et al.,
1993 ; Gilmour, et al., 1993 ; Jakab, et al., 1995 ; Polzer, et al., 1994).

La mesure de la V 45 des macrophages activés par du fMLP (100 pl; 10° M) peut
donc étre réalisée au moyen du montage de laboratoire. De plus, la méthode que nous
avons développée permet de mettre en évidence influence de ’ozone sur la Vs et donc
sur la vitesse de déplacement des phagocytes. Dans le cas d’une exposition a 0,5

ppm durant 10 minutes, la Vs est alors diminuée d’un facteur égal a 4.

4.1.7 Impact de I'ozone sur la physiologie cellulaire

Les résultats obtenus lors de la réalisation des bioessais (Voir Chapitre IIL.A.) ont
permis de conclure que I’0zone diminue la mobilité des phagocytes et, donc, V'efficacite de la
phagocytose. Or la perte de mobilité n’est que la traduction « macroscopique » de lésions sub-
cellulaires. Ces altérations, causées par un agent extérieur, sont susceptibles d’engendrer une
réaction physiologique permettant a la cellule de résister a ’agression.

Afin de caractériser la réponse physiologique des macrophages a ’ozone, nous avons
en premier lieu cherché a déterminer la cytotoxicité de ce gaz, dans les conditions
expérimentales du bioessai, par mesure de la concentration en LDH dans le surnageant de
culture. Les cellules ayant été plus ou moins Jésées par la présence de polluant, nous nous
sommes intéressés aux taux de calcium intracellulaire, sa variation étant le signe d’une
activation métabolique, puis aux quantités de peroxyde d’hydrogéne et de monoxyde d’azote
libérées dans le milieu de culture en tant que molécules de défense. L’ensemble des résultats

obtenus est présenté par le Tableau 4.

93




Tableau 4 : Cytotoxicité de 0,5 ppm d’ozone sur les THP-1 et détermination de la
réponse cellulaire par mesure du calcium intracellulaire, du peroxyde
d’hydrogéne et du monoxyde d’azote libérés dans le milieu de culture
(Concentration moyenne : 100 3 cellules / ml ; Nombre d’essais : 4 ; Nombre
de réplicats : 3. * : différence statistiquement significative ; test de Dunnett ;
p <0,05)

Durée d’exposition

(minutes)

0 5 10 15 20 25 30

082 | 443 | 9,18 | 21,00 | 32,21 | 64,05
L0,51 | £2,20% | £1,03% | £2,99% | £3,52% | £4,67*
Ca’ intracellulaire. | 5728 | 6013 | 5680 | 5743 | 5790 | 5905 | 6019
Mnﬂé;dtﬁmmc?) | 2166 | £103% | 2113 | £188 | +£158 | +122% | £119*
071 | 2844 | 3544 | 8825 | 1425 | 736 | 265 |
£0,10 | £0,14% | £0,25% | £0,36* | £0,13* | £037 | +041
9405 | 9440 | 8660 | 840,0 | 973,0 | 1222,0 | 1460,0
£295 | £589 | £365 | £396 | £245 | £553% | £19,5* |

fmaemmadcmé‘(w | o

H,0; (nM)

NO (M)

L’ozone a donc bien une action cytotoxique sur les cellules. De plus, la cytotoxicité
croit avec la durée d’exposition entre 5 et 30 minutes traduisant un effet dose / réponse.
D’autre part, la toxicité de la molécule a 0,5 ppm se fait ressentir dés les 5 premiéres minutes
d’exposition avec une TL50, déduite par interpolation entre 25 et 30 minutes, voisine de 28
minutes (Tableau 4). Outre 1’action cytotoxique de ’ozone pour des concentrations de 0,1 a
0,4 ppm lors d’études a long terme (Mochitate, et al., 1992) ; Arsalane, et al., 1995), les

résultats obtenus montrent que Oj3 est aussi toxique a court terme (20 mn) a 0,5 ppm.

Le calcium intracellulaire semble croitre au cours des 5 premiéres minutes
d’exposition puis décroitre rapidement durant les 5 minutes suivantes. Une nouvelle
augmentation de la concentration du calcium intracellulaire, plus lente, semble lui succéder au
cours des 20 minutes restantes (Tableau 4).

La quantité de peroxyde d’hydrogéne libérée dans le milieu augmente légerement
durant les 10 premiéres minutes d’exposition. La variation s’accentue trés fortement au cours

des 5 minutes suivantes avant de diminuer et de retrouver des taux normaux. De plus, la phase

¢ Mesurée par dosage de la LDH
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de libération massive de H,O, suit de 5 minutes la premiére phase d’activation cellulaire mise
en évidence par le dosage du calcium intracellulaire (Tableau 4).

En ce qui concerne le monoxyde d'azote, les concentrations sont voisines de la
libération spontanée jusqu’a la 15°™ minute d’exposition. Une seconde phase de libération

apparait entre 25 et 30 minutes (Tableau 4).

Le taux de calcium est maintenu constant dans la cellule au repos.

Le peroxyde d’hydrogéne fait partie des premicres molécules aprés exposition a
I’ozone. De plus, elle suit de 5 minutes la premiére phase d’activation cellulaire mise en
évidence par le dosage du calcium intracellulaire ce qui semble confirmer I’hypothese selon
laquelle la variation de calcium intracellulaire pourraient étre un signal d’activation pour des
réactions intracellulaires, notamment la régulation de la poussée respiratoire (Holian, et al.,
1994 ; Hoyal, et al., 1996). D’autre part, aucune autre phase de libération de H,O, n’a pu étre
mise en évidence sur la durée des essais (30 minutes). Le peroxyde d’hydrogéne pourrait donc
employé par les macrophages que comme premier systéme de défense contre les agressions
ozonées de courte durée. En ce qui concerne le monoxyde d’azote, la mortalit¢ cellulaire
représente 10 % de la population au moment de la phase de libération et elle croit
réguli¢rement sur la méme période de temps. La libération de NO pourrait donc étre lie a la
perte d’intégrité membranaire des cellules exposées qui provoquerait la libération de LDH
dans le milieu de culture. Toutefois, la quantité de calcium intracellulaire semble augmenter
elle aussi sur le méme laps de temps traduisant une activation du métabolisme cellulaire. Le
NO libéré pourrait donc aussi étre le résultat d’une synthése en réponse a des I¢sions de plus
en plus importantes. Le NO pourrait alors étre considéré comme un deuxiéme systéme de
défense cellulaire intervenant dans les agressions a long terme. Ces résultats corroboreraient
le fait que le calcium soit un inducteur de la NO synthase (Laskin, et al., 1994 ; Raddassi, et
al., 1994). Toutefois, seule I’étude de I’activité de la NO synthase et sa production permettrait

de vérifier ces hypothéses.

L’ozone a donc un effet cytotoxique sur les macrophages avec un TL50 atteinte a28
minutes pour 0,5 ppm. D’autre part, cette agression provoque Dactivation des
mécanismes de défence cellulaire et conduit 4 la libération de molécules de défense dont le

peroxyde d’hydrogéne et le monoxyde d’azote.
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4.2 ELABORATION DU PROTOTYPE DE LABORATOIRE

Aprés avoir vérifié I'influence de I'ozone sur le comportement des macrophages et
notre capacité a4 en mesurer certaines modifications, ’élaboration d’un prototype de
laboratoire a été initiée afin de créer un outil biologique de mesure de la qualité globale de
’air qui puisse compléter les appareils de mesures physico-chimiques employés par les

réseaux de mesure de la qualité de I’air.

Le prototype se compose de quatre parties :

= La production du matériel biologique peut étre assurée soit par I'utilisation de flacons de

culture différenciée soit par une culture en réacteur fonctionnant en production continue
dont les paramétres régulés seront ceux précisés par la culture discontinue.

= La cellule d’exposition est constituée d’un compartiment recevant une fraction de la

suspension cellulaire produite. Les macrophages y sont mis en présence des contaminants
atmosphériques puis stimulés par le fMLP a 10° M.

» Le systéme d’acquisition se compose d’un microscope inversé équipé d’un objectif 20 X

et d’une caméra CCD noir et blanc qui numérise I’image. Celle-ci est transmise a un
micro-ordinateur afin de déterminer la Vs des cellules stimulées.

= Le calculateur et les régulations sont réalisés par une station de travail PC. Elle détermine

le degré de pollution atmosphérique ainsi que le bon fonctionnement du prototype. Les
informations nécessaires afin d’assurer la pérennité de la culture des macrophages sont

aussi prises en compte, de méme que la gestion des transferts de fluides.

4.2.1_Mise au point d’'un procédé de culture autonome

4.2.1.1 Premiére alternative : utilisation de flacons a concentrations cellulaires

différenciées

Afin d’étudier cette possibilité de fonctionnement, quatre flacons de culture (Nunc,
80 cm?) ont été utilisés avec des concentrations cellulaires différentes. Ils sont ensuite placés
dans I’étuve de culture. La production de macrophages et leur taux de mortalité sont suivis par

comptage sur une cellule de Mallassez avec exclusion au Bleu Trypan 0,4 %.
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La Figure 23 montre les variations du nombre de macrophages vivants présents dans
un flacon de culture contenant des cellules 3 une concentration identique a celle de la culture
mére, appelée « normale », et trois dilutions de cette méme suspension cellulaire, soit Y2, Y4 et

Vs.
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Figure 23 : Nombre de cellules vivantes dans des cultures 2 concentrations différentes
sans changement ni apport de milieu neuf (Nombre d’essais par
concentration : 2. Nombre de réplicats : 4. Volume par flacon : 40 mi) J

Nous pouvons constater que le nombre de macrophages présents dans la flasque a
concentration cellulaire dite « normale », croit jusqu’au jour J + 4, puis décroit réguli¢rement
au cours du temps jusqu’a J + 16. Les différentes dilutions ont une population qui croit
d’autant plus vite que la dilution est forte entre J + 4 et J + 8. Le nombre de macrophages est
identique pour I’ensemble des flacons de culture au jour J + 8 puis décroit au fil du temps.

11 semble donc qu’un compartiment & concentration identique a la culture mére du jour

de préparation J au jour J + 4 puis un flacon de culture dont la dilution soit comprise entre %2
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et /g pour les jours J + 4 a J + 8, puisse €tre utilisé pour fournir le nombre de cellules
nécessaires aux essais.

Afin de préciser davantage ces différentes données, nous nous sommes intéressés a la
proportion de cellules vivantes présentes dans le différents flacons de culture.

La Figure 24 présente les variations du pourcentage de macrophages vivants dans le
milieu de culture par rapport au nombre total de cellules pour les cultures présentées
précédemment. Nous considérerons qu’un pourcentage moyen de 90 % au moins sera

nécessaire pour réaliser des essais dans de bonnes conditions.
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Figure 24 : Pourcentage de cellules vivantes dans des cultures a concentrations

différentes sans changement ni apport de milieu neuf (Nombre d'essais par

concentration : 2. Nombre de réplicats : 4)

L

La concentration dite normale et la dilution 2 ont un nombre de cellules vivantes
voisin de 90 % jusqu’a J + 4. De plus, la dilution Y reste supérieure a 90 % jusqu’a J +8.
Enfin, la flasque diluée a 1/8 présente un pourcentage de cellules vivantes supérieur a 90 %
pour les jours J + 4 aJ + 8. Le pourcentage de cellules vivantes dans le milieu de culture est
donc d’autant plus faible que le nombre de cellules présentes au départ dans le milieu est

faible.
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1 ensemble de ces résultats montre qu’ un flacon de culture & deux compartiments
pourrait étre réalisée afin d’alimenter un systétme automatique en cellules pendant 8
jours. Le premier compartiment contenant des macrophages a une concentration similaire a
celle de la culture mére pourra étre exploité les 4 premiers jours suivant la mise en place dans
le systéme alors que le second, dont la concentration cellulaire serait le quart de la précédente,
pourrait étre utilisé du 4% ay 8™ jour, ensemble devant étre renouvelé a la fin de cette

période.

4.2.1.2 Seconde alternative : la culture en bioréacteur

La culture de cellules en continu peut étre un autre moyen d’obtenir la biomasse
nécessaire a la réalisation des mesures. Or, la littérature ne fait pas état de culture de THP-1
en bioréacteur. L’étude des conditions de croissance en culture discontinue permettra d’abord
de déterminer les paramétres de croissance optimale de la souche. La culture en continu sera

ensuite réalisée.

4.2.1.2.1 Culture discontinue

1. Croissance cellulaire

Les conditions de culture discontinue sont (Voir Chapitre IL.C.1b.) :
»  Température =37°C £ 0,1°C
» Agitation = 40 tours / mn % 1 tours / mn
» pH=1,51+0,05 avec régulation par ajout de NaOH et HC14 0,5 N
»  Oxygéne = 60 % + 5 % avec régulation par addition d’air comprimé filtré (2 bars ;
3 1/ mn ; filtre 0,22 pm)

w  Ensemencement : 2,5.105 cellules / ml
Trois cultures dicontinues successives ont été effectuées. Pour chacune, deux

prélévements de 3 ml sont effectucs chaque jour afin de suivre I’état de la culture. La courbe

de croissance peut alors étre tracée pour les conditions définies ci-dessus (Figure 25).
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Figure 25 : Courbe de croissance et graphes associés pour des THP-1 en culture
discontinue (Nombre de cultures: 3; Durée: 140 h / culture ;

Dénombrements réalisés en triplicats sur chaque échantillon)

La variation de concentration des macrophages dans le réacteur est fonction d’une part
de la vitesse de prolifération réelle de la souche et d’autre part de sa vitesse de décés. Ainsi,
alors que le nombre de cellules croit constamment dans le réacteur, les courbes
représentatives de la prolifération réelle et du déces cellulaire permettent la description de

plusieurs phases de développement :

1. 0 — 19 h: Le nombre de cellules vivantes diminue de 2,5.10° cellules / ml a
2,1.10° cellules / ml, et le réacteur s’alcalinise (seul I’acide est consommé). Cette phase
peut correspondre a I’adaptation des macrophages au mode de culture. En effet, les
cellules se développent habituellement en fond de flacon dans une étuve a CO,
(37°C ; atmosphére saturée en humidit¢ et enrichie a 5% de CO,). Ici, elles sont en
suspension, agitées, avec une régulation d’oxygéne par injection d’air et de pH par ajout
de soude ou d’acide chlorhydrique. Les contraintes subies par les phagocytes sont donc

plus importantes que pour les cultures traditionnelles.

2. 20 — 90 h: Le nombre de cellules croit réguli¢rement, variant de 2,1.10° cellules / ml &
4,5.10° cellules / ml, ce qui indique un développement correct des macrophages dans les
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conditions de culture fixées. De plus, la population double en 66 h au cours de cette phase.
Ceci est en accord avec les temps de doublement pour les cultures en flacon de culture (60
a 70 h) (Tsuchiya, et al., 1980) ainsi que les résultats obtenus sur nos propres cultures en
flacon (Nunc, 80 cm?). D’autre part, le réacteur a tendance a s’acidifier : seule la base est
consommée. En effet, en phase de croissance, les cellules absorbent les nutriments et
produisent des métabolites rejetés dans le milieu de culture. C’est par exemple le cas de
I’acide lactique qui résulte de la transformation du glucose lors de la glycolyse : 80 % du
glucose peut ainsi étre converti en acide lactique puis libéré dans le milieu de culture

(Fiechter and Gmiinder, 1989 : Reitzer, et al., 1979).

391 — 115 h: La courbe décrit une phase plateau a une concentration de

4,5.105 cellules / ml. Le nombre de cellules mortes retrouvées dans le milieu de culture
reste stable puis tend a augmenter illustrant I’équilibre dynamique de la culture suivie de

’amorce de son déclin.

4. 116 — 144 h: Le nombre de macrophages vivants diminue rapidement allant jusqu’a
devenir inférieur a la quantité de cellules mortes & la 135°™ heure de culture. La phase de
décroissance de la culture indique alors soit la disparition d’un substrat nécessaire au
développement de la souche (facteur limitant), soit ’apparition de métabolites en
concentration toxique dans le milieu. Le lactate est ainsi considéré comme un inhibiteur
de croissance. Cet effet est cependant le plus souvent li¢ a ’acidification du milieu de
culture et non a la nature chimique propre du compos¢ (Kurano, ef al., 1990). Les ions
ammonium résultant de la dégradation de la glutamine sont aussi considérés comme de
forts inhibiteurs de croissance sans toutefois que le mécanisme de leur toxicité ait ét€

¢lucidé.

En culture discontinue, les THP-1 peuvent donc &tre utilisées pendant au moins

90 heures et au mieux 115 heures avec les conditions que nous avons déterminées.
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2. Vitesse spécifique de croissance et taux de dilution

Notre objectif étant de développer une culture en continue des macrophages, il
convient de calculer les vitesses spécifiques de culture des macrophages. Celles-ci
déterminent en effet les volumes qui peuvent étre prélevés dans le cytoculteur ainsi que la
quantit¢ de milieu nutritif & ajouter de fagon a conserver une concentration cellulaire

constante.

Vitesse spécifique

De méme que la concentration cellulaire totale, la vitesse spécifique de croissance
apparente de la culture est une fonction de la vitesse spécifique de croissance réelle de la
population cellulaire et sa vitesse spécifique de déces :

Mapparent = Hréel = Hdéces
ou:
" Lapparent © Vitesse spécifique de croissance apparente de la culture (h™)
" | : Vitesse spécifique de croissance réelle de la culture (h™)
" g : Vitesse spécifique de déces de la culture (")

Or, nous cherchons avant tout a produire de la biomasse. Il nous faut donc déterminer
la vitesse spécifique de croissance apparente (U apparent) de la culture qui est la seule a €tre
relative aux seules cellules vivantes. La vitesse spécifique de croissance apparente est
habituellement définie comme le rapport entre la pente de la courbe de croissance au temps T

et la valeur moyenne de la concentration cellulaire au méme instant. La variation de U apparent

peut donc étre décrite par la fonction :

1 d(X)

l"’ apparent - X ‘ T

ou:

® W apparent : Vitesse spécifique de croissance apparente de la culture ()
» X : concentration de cellules vivantes (cellule / ml)

= T:temps (h)
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Ceci permet de tracer la courbe représentative de I’évolution de la vitesse spécifique
de croissance apparente de la culture. Le tracé ainsi obtenu, associ¢ a la courbe de croissance

correspondante, permet de suivre plus précisément le développement cellulaire (Figure 26).
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Figure 26 : Courbe de croissance des THP-1 cultivés en batch et variation de la vitesse

spécifique de croissance correspondante

Plusieurs étapes peuvent étre caractérisées :
1. 0—15h: 1 apparen €St Négatif mais croissant, traduisant la perte de matériel cellulaire mais

aussi son ralentissement qui met en évidence I’adaptation des cellules au mode de culture.

2. 16 — 21 h: | apparem décrit une courbe croissante positive et passe par un maximum
correspondant au point d’inflexion de la courbe de croissance (| apparent max. = 0,0153 n')
suivi de I’amorce de la phase exponentielle ou les cellules se développent en conditions

optimales.

3. 21103 h : Y apparen décroit avec une pente faible en restant positif alors que le nombre de
cellules augmente régulierement. Cette phase correspond au ralentissement de la

croissance cellulaire.
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4. 103 —140h : P apparent décroit avec une pente importante et la biomasse diminue montrant

que la culture est en phase de dégénérescence.

Taux de dilution

Dans Poptique de I'utilisation au sein du prototype, il est nécessaire de produire des
cellules vivantes en quantité suffisante. En phase de mesure de la qualité de I’air, 375 000
cellules sont utilisées par analyse, soit par 30 minutes: 750 000 cellules.h”' sont donc
nécessaire a la réalisation des mesures. Une mortalité aussi faible que possible étant
souhaitable, il sera important de maintenir la culture dans sa phase de croissance
exponentielle. La condition de I’équilibre est que le taux de dilution (D) soit égal a la vitesse
spécifique de croissance et inférieur a la vitesse spécifique de croissance maximale :

D < }J. apparent max.
D <0,0153h"

Le débit a ’équilibre est donc de :
Q=D.V
ou: -Q:débit(mLh")
- D : taux de dilution (h™)

-V : volume du cytoculteur (ml)

| Pour une culture de THP-1 en continu réalisée dans les conditions de la culture
discontinue, le débit d’équilibre est donc inférieur a2 11,4 ml / h. 1l correspond a la
| quantité de milieu de culture qui peut étre rajoutée, et soutirée, dans le cytoculteur afin
' de maintenir les cellules dans les conditions de croissance optimales. Il correspond par
ailleurs 4 un prélévement maximal d’environ 4 560 000 cellules / h. Toutefois, la valeur de
consigne retenue pour le pH, a été détermincée a partir des valeurs moyennes employées pour
d’autres cellules de mammifere. La valeur optimale pour la souche sera fixée apres

stabilisation de la culture en continu.

104



4.2.1.2.2 Culture en continu

Les conditions de culture de départ sont celles retenues lors de la réalisation des

cultures discontinues précédentes :

s Température =37°C £ 0,1°C

» Agitation =40 tours / mn + 1 tours.mn’’

= pH=1,5 0,05 avec régulation par ajout de NaOH et HC14 0,5 N

= Oxygéne = 60 % + 5 % avec régulation par addition d’air comprimé filtré (2 bars ;
3 L.mn’ ; filtre 0,22 pm)

= Ensemencement : 2,5.10° cellules.ml’

v Taux de dilution < 0,0153 h!

L’obtention d’une culture stabilisée débute par une culture discontinue réalisée dans
les conditions établies précédemment. Le passage en continu est effectué en fin de phase
exponentielle ce qui correspond 2 80 heures de culture environ. Une fois la phase de culture
en continu atteinte, I’influence du pH est déterminée afin de connaitre le pH optimal de
croissance de la souche. Pour chaque culture, deux prélévements par jour sont effectués afin
de suivre 1’état de la culture. La courbe de croissance peut alors étre tracée et son évolution au

fil du temps suivie (Figure 27).
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Figure 27 : Courbe de croissance des THP-1 cultivées en continu et influence du pH
(Nombre d’essais : 3 ; Durée : 700 h / essai ; Dénombrements réalisés en

triplicats sur chaque échantillon)

Le tracé obtenu peut étre décrit selon plusieurs phases distinctes :
1. 0 — 80 h: Le nombre de cellules varie conformément aux résultats obtenus lors de la

réalisation des différentes cultures discontinues.

80 — 230 h : La culture en continu débute a la 80°™ heure de culture avec mise en service
de ’admission de milieu neuf et de I’extraction de suspension cellulaire. La population
cellulaire se stabilise alors a 400 000 cellules.m!l”! environ. Cette concentration est
maintenue 150 heures sans modification. Le volume extrait durant cette période
correspond a 1710 ml, soit approximativement 2,3 fois le volume du réacteur. Le débit de
11,4 ml / h appliqué au réacteur permet donc bien le renouvellement et la stabilisation de

la population cellulaire.

230 — 310 h : Le pH du réacteur est alcalinisé par addition de NaOH puis maintenu a 7,9.
Le décés cellulaire augmente alors avec une perte moyenne de 800 cellules mI" h! sans

que le plateau d’équilibre ne soit atteint.
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4. 310—490h: Le pH du réacteur est acidifié de fagon a revenir a la valeur initiale, soit 7,5.

La population cellulaire initiale est alors restituce.

5. 490 — 540 : Le pH est acidifié par addition de HCI et maintenu a 7,1. De méme que lors de
Ialcalinisation du réacteur, le décés cellulaire augmente avec une perte cellulaire

moyenne de 2100 cellules ml! h' sans que le plateau d’équilibre ne soit atteint.

6. 540 — 710 h: Le pH est alcalinisé de fagon a revenir a la valeur initiale, soit 7,5. La
population cellulaire initiale est alors restituée. La valeur de 7,5 est donc adaptée pour la
culture de THP-1 en réacteur. Elle est en accord avec les conditions optimales de

développement définies pour des cellules de mammiferes (Georgen, 1992 ; Martial, 1991).

1l est donc possible d’obtenir une culture continue stabilisée de THP-1 avec les
paramétres définis lors de la culture discontinue. Celle-ci peut étre maintenue au moins
700 heures avec pour seul entretien le changement des solutions d acide, de base et de milieu
de culture ainsi que le remplacement du bidon recueillant les effluents du prototype.

La recherche du pH optimal de développement de la souche montre que ce dernier se
situe dans un palier compris entre les bornes 7,1 et 7.9. La valeur médiane de 7,5 peut donc

étre retenue comme consigne pour la culture de THP-1 en réacteur.

4.2.1.3 Choix du systéme de production de cellules

Deux systémes d’alimentation automatiques du prototype en cellules ont donc été

étudiés :

o La culture en flacons a concentration cellulaire différenciée assure ’alimentation du
réacteur pendant 8 jours, au bout desquels les flacons doivent étre remplacés. La
population cellulaire est donc intégralement renouvelée.

e La culture continue en réacteur assure I’alimentation du réacteur pour une durée au moins
égale a 700 heures, soit environ 1 mois, avec apport périodique de milieu de culture neuf,
d’acide et de base. Dans ces conditions, la population cellulaire reste, quant & elle,

homogéne jusqu’au remplacement du réacteur.
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La solution retenue sera la culture en continu. Outre le fait que la population
cellulaire reste homogene, les différents paramétres physico-chimiques de la culture peuvent
atre contrdlés. Le milieu de culture reste donc lui aussi homogéne. De plus, le suivi de la
consommation d’acide, de base et d’oxygéne permet de diagnostiquer les contaminations
bactériennes ou fongiques éventuelles comme nous avons pu le vérifier lors de la mise en

ceuvre du prototype.

4.2.2 Mise au point des régulations et traitement de l'information

4.2.2.1 Principe

L’étude du batch a permis de déterminer les paramétres de culture des THP-1 et de
fixer les consignes des boucles de régulation. Il est alors nécessaire d’identifier leurs

différentes composantes (Figure 28).

Elément de Capteur Traitement du
process (mesure) signal

Organe de
commande

< Régulateur

Consigne

Figure 28 : Schéma d'une boucle de régulation fonctionnant en contre réaction unitaire’

7 Une boucle de régulation fonctionnant en contre réaction unitaire traduit une régulation faisant intervenir la
mesure d’un paramétre unique (exemple : la température) qui est comparé 4 la valeur de consigne. Le résultat de
cette comparaison peut alors provoquer P’activation de I’organe de commande (exemple : ceinture chauffante).
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L’élément de process est le paramétre biologique ou physico-chimique mesuré par un
capteur spécifique (pH, oxygéne dissous, température, ...). La phase de traitement du signal
qui suit, a pour objet principal de mettre le signal généré a une échelle exploitable par le
régulateur. Elle diminue aussi les parasites, les artefacts et corrige les problémes de lin¢arité
de réponse du capteur. L’information est ensuite transmise au régulateur qui la compare a la
consigne avant d’agir sur le ou les organe(s) de commande. Le régulateur doit, de plus,
intégrer la présence de constantes de temps, comme le temps de réponse du capteur et de
’organe de commande face a la variation réelle de I’élément de process. Outre ces
paramétres, il faut aussi considérer que Iintégration du réacteur dans le systéme de

détermination de la qualité de I’air rajoute des contraintes.

4.2.2.2 Réqulation de la température

=  Capteur : Le capteur thermique utilisé est une sonde a résistance de type Pt 100. Basée sur
la variation de résistance du platine en fonction de la température, elle est étalonnée avec
une référence de 100 Q pour 0°C. Sa gamme de mesure est supérieure a celle utilisée pour
ce travail et la réponse fournie est linéaire. Toutefois, le capteur sera utilisé autour de

37°C. La linéarité de la réponse a donc été vérifiée entre 30 et 80°C (Figure 29).

1350 1 — = ’ VE— - = =
y=0,3563x + 102,19
R = 0,9956/ ,
1300 -
(] 125,0 ‘
@
Qo
| =]
3
g 1200
o
1150
|
110,0 . . ! |
30,0 400 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0
Température (°C)
—

Figure 29 : Variation de la résistivité de la sonde thermique en fonction de la
température avec la courbe de tendance correspondante (r* = 0,9956 ;

Nombre de réplicats : 3)
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Traitement du signal : Les entrées de la carte d’acquisition (ATMIO 16 E 10, National

Instrument) utilisée sur le prototype ne permettent d’acquérir que des variations de

tension. I1 est donc nécessaire de convertir le signal de la sonde, c’est a dire transformer

une variation de résistivité en variation de tension. Un montage électronique basé sur un

amplificateur opérationnel monté en inverseur avec diode ZENER est réalis¢ (Figure 30).

12 V/240 mA

R,

R P00 |

(7377

Z Diode ZENER

Amplificateur
Opérationnel

Ri234 Résistances
Vapcs Tensions aux points A, B, C, S
I, Intensité du courant 1, 2

Rpy00 Résistance de 1a sonde thermique

Figure 30 : Montage servant 2 mettre a I'échelle et a convertir la variation de résistance

de la sonde thermique en variation de tension ol Rpqo est la résistance de la

sonde thermique

La relation suivante peut alors étre établie :

Ve=W,-V.)

R,
R

ou: - Vg est la tension relevée par la carte d’acquisition

- Vg, la tension au point B

- V¢, la tension aux bornes de la résistance de la sonde thermique

- R et R,, des résistances
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= Organe de commande : Une régulation a 0,1°C implique la mise en place d’un organe de
chauffe, d’un organe de refroidissement et d’un fluide caloporteur. Le fluide le plus utilisé
dans les cytoculteurs est I’eau car ce liquide possede une forte inertie thermique et peut
atre facilement homogénéisé. Cependant, afin de limiter les opérations de maintenance sur
le prototype, nous nous servirons plutdt de I’air. Certes, son inertie thermique est faible,
mais il élimine les risques liés aux fuites de liquides au sein d’un systéme possédant de
nombreuses sources électriques. Il évite de plus I’ajout d’une alimentation d’eau sur le site
d’implantation du biocapteur. La cuve contenant les cellules est équipée d’une ceinture
chauffante, la transmission de la chaleur étant assurée par le contact direct avec le verre.
Le refroidissement de I’ensemble est assuré par une source d’air a4 une température
inférieure a 37°C fournie par la climatisation de I’ensemble du bioréacteur a 20°C. Cette
régulation permet d’augmenter rapidement la température du réacteur lors de la mise en

service de celui-ci tout en autorisant une régulation fine en cours de fonctionnement.

4.2.2.3 Réqulation du pH

» Capteur : Le capteur utilisé est une sonde pH a électrode de verre et électrolyte gélifié
autoclavable (Metler Toledo). Basée sur la mesure de la différence de potentiel entre une
¢lectrode de mesure en argent et une électrode de référence en platine, elles fournissent

une tension fonction du pH de la solution telle que :

E =0,430-0,058- pH

=« Traitement du signal : La tension délivrée par la sonde est donc de 0,058 mV par unité de
pH. Nous voulons effectuer une régulation a 0,05 unités pH prés ce qui correspond & une
variation de 0,003 mV. Il est donc nécessaire d’amplifier ce signal afin qu’il soit
mesurable. Un montage électronique basé sur un amplificateur opérationnel monté en

inverseur est réalisé (Figure 31).
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Figure 31 : Montage servant a la mise a I'échelle du signal fourni par la sonde pH

Une relation du méme type que pour la mesure de la température, peut €tre établie :

R,

Vs-Wavop
ou:

- Vs est la tension relevée par la carte d’acquisition

- Vg, latension au point B

- V¢, la tension aux bornes de la résistance de la sonde pH

- R, etR;, des résistances

»  Organe de commande : Nous avons vu lors de la réalisation du batch, qu’une régulation

par ajout de NaOH et d’HCI était nécessaire. La régulation se limitera donc a actionner
deux pompes péristaltiques alimentant le cytoculteur en soude et acide chlorhydrique

stériles.
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4.2.2.4 Régulation du taux d’oxygéne

» Capteur : Le capteur utilisé est une sonde a oxygene autoclavable (Metler Toledo). Basée
sur la variation de potentiel entre une électrode dite de mesure et une électrode de

référence avec un électrolyte fermant le circuit.

«  Traitement du signal: La sonde délivre une tension proportionnelle & la quantité

d’oxygene dissous. La tension correspondante est amplifiée par un montage du méme type

que celui employé pour la sonde pH.

» Organe de commande : Seule une « régulation » par apport d’oxygene sera utilisée. En

effet, des variations de taux de 5 a 10 % étant tolérées par les cellules animales,
Iélimination de I’oxygéne sera assurée par la consommation cellulaire. L organe effecteur
est donc la pompe & membrane d’un générateur d’air zéro (Voir I1.B.3) qui permet

d’obtenir de I’air non pollué associé & un filtre 0,22 pm €liminant les micro-organismes.

= Régulation ? : Dans la configuration retenue, ’oxygéne n’est pas, au sens strict du terme,
régulé. En effet, pour parler de régulation, il faut pouvoir maitriser ’ajout et le retrait d’O,
dans le milieu. Le retrait de Poxygéne est habituellement réalisé par ajout d’azote. Or,
nous avons choisi de limiter la « régulation » par des ajouts contrblés d’oxygeéne. La
consigne est fixée & 60 % de saturation +5 %. En cas d’insuffisance, une quantité
prédéterminée d’oxygeéne est injectée. Celle-ci permet seulement de compenser la
consommation cellulaire en oxygéne. Ce principe de fonctionnement permet de détecter
les variations importantes de consommation d’0, , signe de développement bactérien ou
fongique dans le réacteur, comme nous avons pu le vérifier a plusieurs reprises. En effet,
le surplus de consommation li€ a la croissance de ces especes n’est pas compensé par des
ajouts prédéterminés d’oxygene. Le milieu s’appauvrit donc en oxygene. La mesure de la
sonde a oxygeéne a donc été reliée a une alarme fixée a 50 % de saturation. La sonde est
donc utilisée afin de contrdler les apports en oxygéne nécessaires au bon développement

des cellules mais aussi en tant qu’indicateur de contamination.
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4.2.2.5 Réqulation de niveau

» Capteur : Une cellule photoélectrique est appliquée contre la surface transparente du

réacteur a la hauteur de fonctionnement choisie.

= Organe de commande: Une pompe péristaltique est chargée du prélévement de la

suspension cellulaire. L’admission de milieu de culture est assuré par I’ouverture d’une

électrovanne.

= Régulation: A chaque cycle de fonctionnement du biocapteur, une fraction de la
suspension cellulaire contenue dans le cytoculteur est prélevée. La quantité de liquide
dans le réacteur diminue donc au fil du temps. La cellule photoélectrique émet un faisceau
lumineux continu. Si le niveau de la suspension cellulaire est suffisant, ce faisceau est
absorbé. Le détecteur de la cellule photoélectrique n’est pas activé et un nouveau cycle de
fonctionnement peut étre initié. Par contre, si le niveau est trop faible, le faisceau
électrique active le détecteur de la cellule photoélectrique. L ¢électrovanne placée sur la
ligne d’admission de milieu de culture est alors ouverte jusqu’a ce que le faisceau de la

cellule photoélectrique soit coupé par le milieu de culture revenu a la hauteur de consigne.

114



4.2.2.6 Le traitement de 'information

e -

Le logiciel développé est chargé, en premier lieu, de déterminer le degré de pollution
atmosphérique. Il doit donc effectuer les calculs nécessaires a I’établissement d’indices
relatifs au degré de pureté de I’air ambiant mais aussi contenir les éléments nécessaires a la
gestion des transferts de fluides dans la cellule d’analyse. De plus, il est nécessaire d’intégrer
les éléments de contrdle de bon fonctionnement de 1’appareil ainsi que I’émission des alarmes
associées.

Seuls les calculateurs permettent de prendre en compte I’ensemble de ces contraintes.
Un schéma global pour le systéme de collecte de 'information peut alors étre proposé

(Figure 32).

Parametre
Capteur
(mesure)

mesuré

n°1

Organe de commande )
& = Traitement
n°l
du
Organes
: signal périphériaues
Parametre

Capteur
(mesure)

mesuré

n°N

Organe de commande

n°N J

Figure 32: Organisation des éléments constitutifs des boucles de régulation et du

calculateur
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4.2.2.7 Logigramme du programme informatique

Le logiciel développé doit donc permetire de:
= réguler les parameétres nécessaires au bon fonctionnement du réacteur cellulaire
= déterminer la charge polluante de ’atmosphére
= controler le bon fonctionnement des différents organes du prototype
= controler le bon fonctionnement du systéme de mesure
»  gérer les procédures d’alarme inhérentes aux niveaux de qualité de ’air

= gérer les procédures d’alarme inhérentes aux contrdles de bon fonctionnement

L’ensemble de ces caractéristiques conduit au développement d’un logiciel dont le
fonctionnement peut étre décrit selon deux cycles imbriqués :
e Le premier, général, permet d’appréhender le déroulement d’un cycle de fonctionnement
de 24 heures (Figure 33) :
= Un témoin journalier est tout d’abord réalis¢ en présence d’air zéro®
stagnant et la Vs comparée a une valeur guide ceci afin de détecter une
altération possible de la souche ou de la culture. En cas d’échec, cet essai
est réitéré. Au bout de trois tentatives infructueuses, une alarme pourra
alors étre générée.
= Un second témoin avec exposition & un flux d’air zéro est fait par demi-
journée. De méme que précédemment, trois tentatives infructueuses
déclencheront une alarme.
= Les mesures de qualité de Pair sont, quant a elles, effectuées en boucle. La
V xs obtenue est traduite en indice de qualité de I’air puis comparée a une
valeur guide. En fonction du résultat, une alarme pourra étre déclenchée.
e Le second permet de décrire les différentes étapes qui interviennent lors de la réalisation
d’un essai (témoins, mesure de la qualité de Iair) (Figure 34) :
= Le pH est régulé en continu pendant la réalisation des étapes décrites
ci-aprés. Contrairement aux versions précédentes, la version Labview 5.0
(National Instrument ™) est en effet congue pour fonctionner en

multitache. Plusieurs opérations peuvent donc étre réalisées simultanément.

8 Lair zéro est obtenu par passage d’air a 3 I.mn"' sur charbon actif et filtration a 0,22 pm.
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= Les opérations qui conduisent a la mesure sont découpées en séquences de
maniére suivante :

1. Au niveau du cytoculteur : La régulation du niveau du
cytoculteur permet de conserver un volume réactionnel
constant et, donc, une concentration cellulaire peu variable.
Le déclenchement d’une alarme prévient 1'opérateur d’un
défaut d’alimentation. L’oxygéne dissous est aussi
« régulé », avec les restrictions vues précédemment. Une
alarme reliée au défaut d’oxygéne permet d’identifier une
contamination possible du réacteur et donc la nécessité d’un
arrét momentané du réacteur afin de remplacer ce dernier.

2. Au niveau de la cellule de mesure : La premicre phase
consiste a admettre un volume de suspension cellulaire tel
que la consommation horaire nécessaire au bon
fonctionnement du réacteur en continu soit assurée. Cette
admission a lieu toute les demi heures et représente donc la
moitié du volume défini par le taux de dilution
précédemment calculé. Ce volume, plus important que la
quantité nécessaire au bon déroulement des essais, permet
aussi de mouiller correctement la surface de la cellule.
L’excédent est ensuite éliminé de fagon a conserver une
lame liquide qui peut étre soit exposée a de I’air zéro
stagnant (témoin journalier) ou en flux (témoin air z€ro), soit
exposée a I’air (mesure de la qualité de P air).

3. L’analyse conduisant a la mesure de la qualit¢ de Pair peut
alors débuter.

4. La suspension de THP-1 est évacuée, la cellule de mesure

nettoyée et une nouvelle mesure peut avoir lieu.
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Figure 33 : Exemple de schéma du fonctionnement journalier du programme

informatique
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| Figure 34 : Schéma du fonctionnement du logiciel pour la réalisation d’une mesure
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4.2.2.8 Procédure d’analyse d’image

La méthode d’analyse développée pour le bioessai est insuffisante pour une utilisation
en continu. En effet, il est difficile de prédire, et donc de réguler avec précision, le nombre et
la position des cellules dans une suspension injectée automatiquement. De plus, la présence
d’amas cellulaires épisodiques géne considérablement I’analyse. Il a donc été nécessaire de
compléter la procédure mise en place par un traitement supplémentaire visant & :

e prendre en compte les cellules tant qu’elles sont présentes dans le champ optique,
e ¢liminer les amas cellulaires,
e prendre en compte les cellules qui quittent un amas

e éliminer les cellules qui rencontrent un amas

Les premiéres étapes permettant la reconnaissance des macrophages ont été
conservées. Une image est donc traitée toutes les 10 secondes. Chaque cellule ou amas est
alors identifié par les coordonnées du carré dans lequel il s’inscrit (Figure 35). Les amas sont
éliminés par un tri effectué sur la surface, la surface de ces derniers ¢tant supérieure a celle
des cellules isolées. Ceci conduit, a I’issue de la premiére acquisition d’image, a la création

d’un enregistrement par cellule o figure ses coordonnées et sa surface.

Figure 35 : Carrés dans lesquels s'inscrivent les cellules et coordonnées correspondantes
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Lors des acquisitions suivantes, un traitement identique est réalisé puis les images
superposées. Les traces des cellules peuvent alors s’inscrire dans un rectangle dont un des
angles, au moins, a les mémes coordonnées que le carré d’ou il est issu (Figure 36). Chaque
cellule est donc suivie et identifiée par comparaisons successives. L’enregistrement de la

nouvelle surface de la trace est réalisé pour chaque itération.

Figure 36 : Rectangles dans lesquels s'inscrivent les traces des cellules et coordonnées

correspondantes

Par contre, lorsque qu’une cellule apparait sur la zone de mesure, aucune coordonnée
ne correspond & sa position. Un enregistrement est donc créé avec les coordonnées et la
surface de la nouvelle cellule.

A DPissu de la phase d’acquisition, le temps de presence de chaque cellule est
déterminé par le nombre de valeurs enregistrées pour sa surface multiplié par 10 secondes
(durée séparant deux acquisitions d’images). La Vas de chaque cellule est alors calculée pour

son temps de présence dans la zone de mesure.

121




4.2.3 Détermination de la Vas des cellules activées par le fMLP

Les différentes phases de développement du prototype abordées précédemment,
conduisent a des modifications des procédures mises en ceuvre pour le bioessai. De plus,
|’automatisation du procédé implique la création d’une cellule de mesure intégrant les
composantes nécessaires aux transferts de fluides (suspension cellulaire, fMLP, air zéro, air
ambiant). Il est donc nécessaire de calibrer le nouveau systéme de mesure en déterminant la

V s de macrophages activés par 10° M de fMLP en présence d’air z€ro.

4.2 .31 La cellule d’exposition et la procédure de lavage

La cellule de mesure est chargée de recevoir une fraction de la suspension cellulaire.
Celle-ci est répartie de fagon & constituer une lame liquide au fond de la cellule d’exposition.
Les macrophages y sont mis en présence d’un échantillon gazeux prélevé dans I’atmosphére
par une pompe & membrane puis les macrophages sont stimulés par du fMLP a 10° M. Le
temps d’analyse écoulé, les cellules sont évacuées par aspiration. Le compartiment doit
ensuite étre nettoyé pour éliminer les traces de fMLP, les phagocytes résiduels et les bactéries
qui auraient pu se déposer dans la cellule de mesure au cours de la phase d’exposition a Iair

ambiant. Enfin, la suspension cellulaire est renouvelée pour recommencer un nouveau cycle.

La cellule d’analyse doit donc posséder une voie d’exposition aérienne et les entrées /
sorties pour la suspension cellulaire et le liquide de nettoyage (solution de pénicilline et
streptomycine ; 30 secondes). De plus, le matériel biologique est maintenu 4 37°C afin de
préserver des conditions de survie optimales. La face inférieure est composée de polyéthyléne
transparent traité pour la culture cellulaire. La face supérieure est translucide munie d’un filtre

vert augmentant les contrastes de I’image en noir et blanc et d’un diaphragme (Figure 37).
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Figure 37 : Schéma de la premiére cellule d'exposition (1. Admission d’air ; 2. Solution de
lavage ; 3. Diaphragme ; 4. Sortie d’air ; 5. Filtre vert ; 6. Admission de
suspension cellulaire ; 7. Polyéthyléne transparent ; 8. Chambre d’exposition ;
9. Evacuation des liquides ; 10. Admission de fMLP)
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Figure 38 : V,s des macrophages activés par 100 pl de fMLP a 10° M aprés 10 minutes
d'exposition a de I'air purifi¢ dans le cas du bioessai et du prototype de
laboratoire (Nombre moyen d'essais par traitement : 30 ; Nombre moyen de
cellules par essais pour le bioessai : 5 ; Nombre moyen de cellules par essais
pour le prototype :30 . Test t de Student : pas de différence significative).
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La Figure 38 représente la Vag des cellules activées par du 100 pl de fMLP a 10°M
dans le cas du bioessai et du prototype de laboratoire, soit respectivement des Vs moyennes
de 3,74 pm?/s + 0,99 et 3,73 pm?/s = 0,15.

La Vs des macrophages activés n’est pas statistiquement différente dans les deux cas.
Les procédures mises en ceuvre dans la réalisation du prototype de laboratoire permettent
donc de mesurer la V as des macrophages et de reproduire automatiquement les conditions de
mesure manuelles du montage initial. Toutefois, la variabilité de la réponse est plus faible
dans le cas du prototype ce qui peut résulter de 'augmentation du nombre de cellules prises
en considération dans le calcul de la Vas.

Si ce systéme s’est avéré suffisant en ce qui concerne 1’exposition des cellules aux gaz
et 4 ’acquisition de I’image, nous nous sommes rendus compte que la cellule d’analyse s’était
montrée trés sensible aux contaminations bactériennes et fongiques rendant obligatoire un
nettoyage manuel quotidien. Cette sensibilité est le résultat de plusieurs phénoménes
combinés :

1. L’air analysé, qui n’est pas filtré, véhicule bactéries et spores

2. Le milieu nutritif baignant les cellules est un milieu riche

3. La voie d’admission de suspension cellulaire présente des zones de stagnation
inaccessibles au lavage

4. La solution de pénicilline / streptomycine est inadaptée aux contaminations fongiques.

La cellule d’exposition a donc été modifiée afin d’éliminer au mieux les zones de
stagnation. L’admission de suspension cellulaire est placée a environ 5 mm au dessus de la

lame de polyéthyléne (Figure 39, Point 6).

Figure 39 : Schéma de la seconde cellule d'exposition (1. Admission d’air ; 2. Solution de
lavage ; 3. Diaphragme ; 4. Sortie d’air; 5. Filtre vert; 6. Admission de
suspension cellulaire ; 7. Polyéthyléne transparent ; 8. Chambre d’exposition ;
9. Evacuation des liquides ; 10. Admission de fMLP)

-

124




La solution de lavage est aussi remplacée par un bactéricide / fongicide a large spectre,
soit une solution d’azide de sodium. Du fait de la toxicité de ce composé, les concentrations
0,1 % - 0,2 % - 0,3 % (w/v) ont été utilisées afin de déterminer ’influence de chacune d’elle
sur la contamination de la cellule d’exposition mais aussi sur la mobilité cellulaire (Figure

40).
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Figure 40 : V,s des macrophages activés par 100 pl de fMLP a 10° M sans et avec
lavage de la cellule de mesure par des solutions de 0,1 % - 0,2 % et 0,3 %
d'azide de sodium (w/v) et aprés 10 minutes d'exposition a de I'air purifié
(Nombre moyen d'essais : 30 ; Nombre moyen de cellules par essais : 30. * et
** : différences statistiquement significatives entre les deux groupes et avec les

autres solutions de lavage ; Test de Tukey ; p < 0,05)

En ce qui concerne la contamination de la cellule d’exposition, seules les solutions a
02 % (w/v) et a 0,3 % (w/v) limitent les contaminations. Celles-ci persistent mais le
nettoyage manuel de la cellule de mesure n’est nécessaire que toutes les 72 heures.
Cependant, la Vs des macrophages est altérée par la présence des résidus du lavage par

’azide de sodium. Elle est diminuée d’un facteur environ égal a 0,90 dans le cas d’une
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solution a 0,1 % (W/v), 1,9 dans le cas d’une solution & 0,2 % (w/v) et a 2,7 pour une solution
a0,3 % (w/v).

La solution consistant 4 employer une solution d’azide de sodium a 0,2 % a donc ét¢
retenue comme meilleur compromis entre 1’efficacité contre les contaminations par les micro-
organismes et la perte de mobilité. Toutefois, la cellule d’exposition et la procédure de lavage
ont aussi été modifiées afin d’améliorer I’élimination des résidus de lavage. Une arrivée
supplémentaire est ainsi aménagée afin de rincer la cellule de mesure (durée de ringage : 45

secondes) aprés le nettoyage avec I’azide de sodium 0,2 % (w/v) (Figure 41).
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Figure 41 : Schéma de la seconde cellule d'exposition (1. Admission d’air ; 2. Solution de
lavage ; 2’. Solution de ringage ; 3. Diaphragme ; 4. Sortie d’air ; 5. Filtre
vert ; 6. Admission de suspension cellulaire ; 7. Polyéthyléne transparent ; 8.

Chambre d’exposition ; 9. Evacuation des liquides ; 10. Admission de fMLP)

L’ensemble des modifications effectuées permet de restaurer la Vs initiale (Figure

42).
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Figure 42 : V,5 des macrophages activés par 100 pl de fMLP a 10° M aprés lavage de la
cellule de mesure par une solution de 0,2 % (w/v) d'azide de sodium,
ringage ou non par Peau déminéralisée stérile et aprés 10 minutes
d'exposition A de I'air purifié (Nombre moyen d'essais : 30 ; Nombre moyen
de cellules par essais : 30. * : différence statistiquement significative avec les

autres procédures de lavage ; Test de Tukey ; p < 0,05)

Les procédures mises au point pour le prototype de laboratoire permettent de mesurer
en continu la V,s des macrophages pendant environ 72 heures sans opération de
maintenance. Dans ce cas, la Vs mesurée est de Pordre de 3,67 pm*/s = 0,11 pour des
macrophages activés par 100 pl de fMLP a 10 M aprés 10 minutes d’exposition a de I’air

purifié.
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4.3 MESURE DE LA QUALITE DE L’AIR AVEC LE PROTOTYPE DE LABORATOIRE :

ESSAIS AVEC L’OZONE, LE MONOXYDE D’AZOTE ET UN MELANGE O3/ NOx

Le prototype de laboratoire réalisé, la détermination de la qualit¢ de l’air par mesure
de la mobilité cellulaire peut étre effectuée. De méme que pour le bioessai, les premiers essais
seront réalisés avec de I’ozone. Le monoxyde d’azote, qui intervient dans le mélange NOx des
pollutions de type automobile, lui succédera. Les pollutions par des gaz simples sont
cependant rares en conditions naturelles. Afin de se rapprocher de ces derniéres, un mélange

ozone — NOXx, caractéristique des épisodes de pollutions estivales, sera utilisé.

D’autre part, le degré de pollution globale de I'air est déterminé pour fournir un
élément de décision quant a la mise en ceuvre des moyens d’alerte de la population. Cette
décision doit étre, dans la configuration actuelle du prototype, fondée sur I’analyse d’un
échantillon unique, ce qui implique I’élaboration de régles de décision avec un risque d’erreur

maitrisé.
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4.3.1 Essais avec I'ozone

De méme que pour le montage de laboratoire, ’ozone est le premier polluant

atmosphérique utilisé pour déterminer les capacités analytiques du prototype.
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Figure 43 : Evolution de la Vs des macrophages activés par 100 pl de fMLP a10°M
aprés 10 minutes d'exposition & des concentrations variables d'ozone et
courbe de tendance associée (Nombre moyen d'essais : 30. Nombre moyen de

cellules par essai : 30)

La Figure 43 décrit les variations de Vas en fonction de concentrations variables
d’ozone pour 10 minutes d’exposition, les cellules étant toujours stimulées par 100 pl de
fMLP 2 10° M.

Le graphe obtenu montre une relation dose — effet entre I’altération des capacités de
déplacement de la cellule et le degré de pollution de I’air. Les variations de Vas peuvent ainsi
étre mises en évidence entre 40 ppb et 500 ppb.

La Vas des macrophages soumis 0,5 ppm est environ deux fois plus élevée pour le
prototype que le montage de laboratoire. Enfin, les écarts types correspondants sont plus

faibles. Ceci conduit a penser que le mode de dép6t du fMLP par le biais d’un automate
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permet de créer un gradient de diffusion plus homogene entrainant une amélioration de la
mobilité cellulaire et la répétabilité de la mesure. D’autre part, les modifications apportées a la
procédure de traitement d’image permettent de mieux prendre en compte le déplacement
cellulaire et donc d’augmenter la sensibilité de détection.

Le comportement des macrophages en présence d’ozone peut étre décris par une
relation polynomiale d’ordre 4 pour des concentrations variant entre 0 et 500 ppb. Le modéele
obtenu est alors :

Vas = 1079 [05] — 2.107 [O5] + 107 [05]? - 2,16.107 [O5] + 3,69996

Enfin, les seuils de détection atteints sont proches des seuils d’alerte prévus a ’heure
actuelle par la législation. En effet, le niveau de vigilence pour Pozone est fixé a 180 pg/ m’,
soit 84 ppb, et le seuil d’information et de recommandations pour les populations est a
360 pg/ m’, soit 168 ppb. Le prototype permet donc de répondre aux niveaux de pollution

atmosphérique prévus par la législation en matiére de pollutions ozonées.

Le prototype permet donc de déterminer la pollution de Pair par de ’ozone pour |

des concentrations comprises entre 40 ppb et 500 ppb.
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4.3.2 Essai avec le monoxyde d’azote (NO)

Le second polluant atmosphérique mis en ceuvre est le monoxyde d’azote.
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Figure 44 : Variation de la Vs des macrophages activés par 100 pl de fMLP a 10°M
aprés 10 minutes d'exposition 2 des concentrations variables de monoxyde

d’azote (Nombre moyen d'essais : 30. Nombre moyen de cellules par essai :
30)

La Figure 44 montre les variations de Vas en fonction de concentrations variables de
monoxyde d’azote pour 10 minutes d’exposition, les cellules étant toujours stimulées par
100 pl de fMLP 4 10° M.

Le graphe obtenu montre une relation dose — effet entre I’altération du déplacement
cellulaire et le degré de pollution de lair. Les variations de Vas peuvent ainsi étre mises en

évidence entre 157 ppb et 1125 ppb. D’autre part, la toxicité du NO est plus importante que
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celle de ’ozone, la perte de mobilité étant, pour 157 ppm, environ 25 % plus faible dans le cas
d’une exposition au NO.

En ce qui concerne la législation, celle-ci ne prend pas directement en compte le
monoxyde d’azote. En effet, en milieu naturel, ce gaz oxydant tend & se recomposer en
dioxyde d’azote. Seul le mélange NO /NO; , appelé NOx, fait objet d’une norme fixant une
valeur d’alerte 4 200 pg / m’, soit 149 ppb en équivalant NO. La valeur la plus faible que nous

avons testée est de 157 ppb avec une mobilité plus faible que pour I’ozone.

Le prototype permet de mettre en évidence les pollutions liées au monoxyde

d’azote et de répondre aux exigences de la législation en vigueur.
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4.3.3 Essai sur un mélange de polluants (O; : NOx)

Aprés avoir mis en évidence I'influence de polluants atmosphériques isolés sur les
macrophages alvéolaires, nous nous sommes intéressés 4 un mélange caractéristique des
périodes de pollution estivales, soit un mélange composé d’ozone (500 ppb apportés avant
’introduction du NO afin de favoriser la formation de NO, dans le mélange) et de NOx
(157 ppb, plus faible concentration testée en gaz isolé). La Figure 45 présente la Vas de
macrophages stimulés par 100 ul de fMLP a 10° M mis en présence du mélange gazeux

précédent et des polluants de départ pris isolément.

367+ O.‘t?_i.'

Vag moyenne (Um?/s)

| mTémoin ([03 ; NOXx] = 0 ppb) B 03] = 500 ppb m[NOx] = 157 ppb W03/ NOx ]

Figure 45 : V5 des macrophages activés par 100 pl de fMLP a 105 M aprés 10 minutes
d'exposition 2 de ozone, du NO et un mélange O; : NOx, comparée a une
série témoin (Nombre moyen d'essais : 30. Nombre moyen de cellules par
essai : 30. *, ** et *** ; différences statistiquement significatives avec les

autres expositions ; Test de Tukey ; p < 0,05))
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Le mélange gazeux O; : NO : NO, est toxique pour les cellules diminuant leur Vs

d’environ 70 %. D’autre part, le mélange des polluants a plus d’effet que les polluants isolés.

Le prototype permet de caractériser la présence de mélanges oxydants et

d’évaluer Peffet des périodes de pollution estivales.

4.3.4 Utilisation du prototype pour juger de la qualité de I'air a partir d’'un

échantillon unique

Nous avons montré précédemment que la mesure de la mobilité des macrophages
permettait de déterminer la pollution globale de I’air. Cependant, pour que le prototype soit
directement exploitable dans sa configuration actuelle, il était aussi nécessaire de considérer
qu’un jugement est porté sur la qualité de I’air & partir d’un écbantillon unique qu’il convient

de comparer aux valeurs témoins ou valeurs limites.

4.3.4.1 Population de référence

Pour déterminer si I’air est pollué et adopter la conduite appropriée (avertissement de
la Préfecture, des médias, ...). Il convient donc de savoir si la mesure effectuée traduit une
différence réelle entre la mobilité « air pur » et celle de I’échantillon ou si elle est due
uniquement au hasard de I’échantillonnage. D’un point de vue statistique, ceci revient a savoir
si I’échantillon mesuré appartient a la population représentée par les témoins « air pur » ou
s’il provient d’une population différente. Dans ce dernier cas, il faudra déterminer si un, au
moins, des seuils d’alerte est dépassé.

Il est donc nécessaire de connaitre les caractéristiques de la population de
« référence ». La population de référence correspond au Niveau « 0 » de pollution est la série
de témoins « Air pur » présentée Figure 43 qui présente un nombre d’essai suffisant au
besoins statistiques (Nombre moyen d’essais : 30). La Vs moyenne de cette population est de
3,67 pm? / s avec un écart type de 0,11 pm? / s. Le test d’ajustement de Shapiro-Wilk

(p < 0,05) permet de vérifier que la distribution suit la loi normale.
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4.3.4.2 Détermination des regles de décision

Un prélévement d’air sera considéré comme non pollué s’il appartient a la population
du Niveau « 0 » donc si sa Vas est égale a la Vas de la population du Niveau « 0 ».
L’hypothése préférentielle a tester est alors :

Ho : Vs échantilon = VAS moyenne Niveau «0» = 3,67 pm? /s

L’hypothése alternative contre laquelle Hp est testee, est que Pair est effectivement
pollué. Autrement dit, dans ce cas, la Vs de I’échantillon est strictement inférieure a celle de
la population du Niveau « 0 », soit :

Hj : Vas echantition < V AS moyenne Niveau « 0 »
Si I’hypothése Hy est vraie, donc si I'air n’est pas pollué, un échantillon a une

probabilité de 5 % de dépasser un seuil ‘S Niveau «0»” fixé par :

S Niveau «0» — VAS moyenne Niveau « 0 » ~ u 095 . O Niveau « 0 »

avec . - VAS moyenne Niveau « 0 » = 3,67 P-mz /s
- U 95 = 1,645 (variable réduite de Gauss pour un risque unilatéral a droite de 5 %)
- O Niveau « 0 » — 0,11 lJ-m2 /s

D’ou: S Niveau «0» — 3549 Hmz / S

Si la Vs d’un prélévement est inférieure a 3,49 um? / s, Iair est donc pollué avec un
risque d’erreur de 5 %.

D’autre part, les seuils d’alerte fixés par la législation correspondent, dans le cas de
’ozone, a 84 ppb (180 ug/ m’ sur 1 heure) pour le Niveau « 1 » (Vigilence) et a 168 ppb
(360 pg / m® sur 1 heure) pour le Niveau «2» (Information et recommandations). Ces
concentrations de polluants peuvent se traduire par des Vas égales a environ 2,48 um? / s pour
le Niveau « 1 » et 2,02 pm? / s pour le Niveau « 2 » (Détermination des V as par calcul a partir

du modele établi au chapitre 4.3.1).

Nous retiendrons, pour ’ozone, que :

- Sila Vas> 3,49 pum?/ s, Pair n’est pas pollué

- Sila Vag<3,49 pm? /s, Pair est pollué (risque d’erreur S %)
- Sila Vag<2,48 pm? /s, le Niveau d’alerte « 1 » est atteint

- Sila V,5<2,02 pm? /s, le Niveau d’alerte « 2 » est atteint
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5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail était, dans un premier temps, de montrer la faisabilité d’un
biocapteur basé sur la mesure de la mobilité des macrophages alvéolaires par analyse

d’images.

Dans ce but , un programme adapté de reconnaissance d’images a été créé afin de
mesurer la mobilité de « macrophages like cells » appartenant a la lignée cellulaire THP-1.
Celle-ci est déterminée par une reconnaissance préalable des cellules puis par mesure de la
variation de la surface couverte lors de leur déplacement appelée Vas ou vitesse
d’accroissement de surface exprimée en pm?/s. D’autre part, un systéme d’exposition
spécifique a été développé. Apres avoir vérifié Iinfluence de la préparation des cellules pour
le bioessai, ’activation des macrophages par les LPS (lipopolysaccharides) et le fMLP
(formyl Méthionine Leucine Phénylalanine) a permis de retenir ce dernier en tant
qu’activateur de la mobilité cellulaire. En effet, le fMLP seul a permis d’obtenir une relation
dose — réponse et un déplacement significatif sur la durée d’analyse. La V as mesurée pour la
concentration de 10° M de fMLP aprés exposition 3 un flux d’air non pollué durant
10 minutes est alors de 3,74 + 0,99 pum? / s. Enfin, I’exposition des macrophages activés
(100 pl de tTMLP a 10° M) 4 0,5 ppm d’ozone pendant 10 minutes a conduit & une perte de

mobilité d’un facteur égal a environ 4. La V s est alors de 0,87 + 0,39 um?/ s.
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Les résultats obtenus grice au bioessai ont permis de réaliser un prototype du
biocapteur atmosphérique. Ce dernier devant fonctionner en continy, il était nécessaire de
produire des cellules en continu. Dans cette optique, la mise en culture de THP-1 en
bioréacteur a été retenue. La réalisation de cultures discontinues successives a alors permis de
déterminer la vitesse spécifique de croissance de la souche (M apparent max. = 0,0153 h'). Le
passage en culture continue a fix¢ les paramétres de culture, a savoir la température (37°C), la
vitesse d’agitation (40 tours / minutes), le pH (7,5), I'oxygénation du milieu (60 %), et le taux
de dilution (0,0153 h") pour un ensemencement de 2,5.10° cellules / ml dans 750 ml de milieu
de culture. Enfin, aprés avoir adapté le logiciel d’analyse d’image aux besoins d’un procédé
autonome et aprés avoir intégré la gestion des automates, la calibration du prototype par
I’ozone et le monoxyde d’azote a été effectuée. Les concentrations comprises entre 40 ppb et
500 ppb ont ainsi pu étre mises en évidence par les modifications de mobilité consécutives a
I’exposition. La variation de Vas pour des cellules exposées a l'ozone peut alors étre

modélisée par I’équation polynomiale suivante :

Vas = 1070 [05]* = 2.107 [O5]° + 107 [O3]? - 2,16.107 [O3] + 3,69996

En ce qui concerne le monoxyde d’azote, des concentrations comprises entre 157 ppb
et 1125 ppb ont altéré la mobilité cellulaire de fagon significative. Aprés avoir calibré le
prototype pour deux gaz simples, un melange caractéristique des pollutions estivales a éte
utilisé. Composés d’ozone et de NOx , il a provoqué une diminution de mobilité d’environ

70 %.

Le prototype permet donc de mettre en évidence les pollutions liées au monoxyde

d’azote et a Pozone en répondant aux exigences de la législation en vigueur.
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Aprés avoir vérifié Dinfluence de lozone sur la mobilité, les répercussions
physiologiques de ce polluant ont été abordées afin de mieux caractériser 1’agression
cellulaire. A la concentration de 0,5 ppm, ’0zone est cytotoxique avec une TL50 atteinte pour
28 minutes d’exposition. D’autre part, le calcium intracellulaire augmente ainsi apres 5
minutes d’exposition puis plus lentement a partir de la 25°™ minute. Ces variations pourraient
atre corrélées 2 la libération de molécules de défense comme le peroxyde d’hydrogene ou le
monoxyde d’azote. L’exposition de macrophages a 0,5 ppm d’ozone conduirait alors a une
perte de mobilité et a P’activation des systemes de protection de la cellule. Toutefois, la
concentration d’ozone employée dépasse les concentrations atmosphériques rencontrées lors

des épisodes usuels de pollution.

L’ensemble de ces résultats permet d’envisager I'implantation du prototype au sein de
réseaux de mesure de la qualité de I'air. 11 serait alors possible d’établir des corrélations entre
les différents systémes mis en ceuvre. Il est toutefois nécessaire de réduire encore les phases
de maintenance du prototype en diminuant notamment la fréquence de nettoyage de la cellule
de mesure. L’utilisation du matériel biologique permettra alors :

e de mesurer D’effet biologique des poliuants

o de prendre en considération les synergies possibles entre polluants

e de mesurer Peffet de Patmosphére dans sa globalité en incluant les polluants non
mesurés par les appareils physico-chimiques

Un indice de pollution atmosphérique globale basé sur les effets biologiques des gaz pourrait

alors étre élaboré avec la mise en place de nouveaux seuils d’alerte des populations. D’autre

part, ’étude d’autres compartiments de Penvironnement pourrait étre envisagée avec la mise

en ceuvre du bioessai puis d’un biocapteur.
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Enfin, il serait souhaitable de compléter ces développements par une étude
épidémiologique afin de tenter d’établir des corrélations entre les variations de mobilité
cellulaire au sein du biocapteur, les modifications physiologiques des phagocytes et la santé
humaine. L’impact de la qualité de D'air sur le systéme immunitaire pourrait alors étre

appréhendé différemment.
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7 ANNEXES

7.1 ASSOCIATIONS MEMBRES DU RESEAU DE SURVEILLANCE DE LA QUALITE

DE L’AIR EN FRANCE

ASSOCIATION VILLE(S) COORDONNEES
AERFOM Metz - Thionville 03 8251 46 60
AIRAQ Bordeaux - Bayonne - Pau 0556243530
AIR BREIZH Rennes - Brest - Lorient 0299276677
AIRFOBEP Martigues 0442130120
AIRLOR Nancy 03 83443889
AIRMARAIX Marseille - Aix-en-Provence - Toulon 0491836390

Avignon
AIR NORMAND (Alpa) Le Havre 02 3274 06 40
AIR NORMAND (Remappa) Rouen 0235079430
AIRPARIF Paris 01445947 64
AMPAC Clermont-Ferrand 04 733491 34
AMPADILR Montpellier - Nimes - Perpignan 04 67 1596 60
AMPASEL Saint-Etienne 04 7774 22 46
AREMADEC Dunkerque - Calais 03 2823 81 50
AREMA LRT Lille 0320158415
AREMARTOIS Lens - Béthune 03 2163 69 01
AREMASSE Valenciennes - Douai — Maubeuge 0327210515
AREQUA La Rochelle - Poitiers - Angouléme 054644 83 88
ARPAM Montbéliard 0381362615
ARQAL Limoges 0555331969
ASCOPARG Grenoble 04 7633 16 69
ASQOAB Besancgon 03 812506 60
ARSQA Reims - Troyes 0326773625
ASQAP Amiens 03223366 14
ASQUADRA Valence 04 75 8246 46
ASPA Strasbourg - Muthouse 03 88 19 26 66
ATMOSF'AIR Chalon-sur-Sadne 03 8590 01 40
COPARLY Lyon 04 7893 12 59
ESPAC Caen 0231531010
ESPOL Carling 03 879170 69
L'AIR DES DEUX SAVOIE Chambéry - Annecy 04 79 69 05 43
LIG'AIR Orléans - Tours 02 3878 09 49
LOIRESTUAIR Nantes - Saint-Nazaire 02 51858080
ORAMIP Toulouse 0561154246
ORA Sainte-Clotilde 0262924117
QUALITAIR 06 Nice - Grasse - Cannes - Antibes 0493727017
RESUPADI Dijon 03 80389231
SUPAIRE Roussillon 04 74 86 67 80




7.2 COMPOSITION DU RPMI 1640

—

Composé Quantité (mg/l)
Ca(NO3)2 -4 HQO 100,00
KCl 400,00
Sels inorganiques MgS0,- TH:0 T00.00
NaCl 6000,00
NaHCO3 2000,00
NazHPO4 800,00
I.-Arginine HCl 200,00
L-Asparagine (base libre) 50,00
Acide L-Aspartique 20,00
L-Cystine 50,00
Acide L-Glutamique 20,00
L-Glutamine 300,00
Glycine 10,00
L-Histidine (base libre) 15,00
L-Hydroxyproline 20,00
Acides aminés Ll 50,00
L-Leucine 50,00
L-Lisine - HCI 40,00
L-Méthionine 15,00
L-Phénylalanine 15,00
L-Proline 20,00
L-Sérine 30,00
L-Thréonine 20,00
L-Tryptophane 5,00
L-Tyrosine 20,00
L-Valine 20,00
D-Biotine 0,20
Pandothénate de calcium D 0,30
Chlorure de choline 3,00
Acide folique 1,00
1-inositol 35,00
Vitamines Nicotinamide 1,00
Acide para-aminobenzoique 1,00
Pyridoxal HCI 1,00
Riboflavine 0,20
Thiamine HCI 1,00
Vitamine B12 0,005
D-Glucose 2000,00
Autres composants Glutathion (réduit) 1,00
Rouge de phénol 5,00
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7.3 TABLE DE CORRESPONDANCE ENTRE DENOMINATION SYSTEMATIQUE ET

NOM USUEL

Dénomination taxonomique Famille Nom usuel
Asclepias Syriaca L. Asclépiadacée Herbe d’esculape
Evernia mesomorpha Nyl. Lichen fruticuleux
Fraxinus Americana L. Oléacée Fréne d’ Amérique
Hylocomium splendens Hedw. (B, S & G) Hypnacée Bryophyte pleurocarpe’
Liriodendron tulipifera L. Magnoliacée Tulipier de Virginie
Nicotina tabacum L. Solanacée Tabac
Nicotiana tabacum L. cv Bel B Solanacée Tabac résistant a 1’0zone
Nicotiana tabacum L. cv Bel W3 Solanacée Tabac sensible a ’0zone
Prunus serotina Ehrh. Rosacée Cerisier tardif

Teloshistes flavicans (Sm.) Norm.

Lichen fruticuleux

® Caractérise un bryophyte dont les gamétanges femelles se différentient latéralement (par rapport au axes) et
non en position apicale, ce qui entraine une position comparable des sporophytes, lesquels s’échelonnent a leur

tour, le long des axes.
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7.4 STRUCTURE DE L’ATMOSPHERE
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Figure 46 : Structure thermique moyenne de I'atmosphére et couches atmosphériques

(Popescu, et al., 1998).

173




7.5 DEFINITIONS PROPRES A L’ANALYSE D’IMAGES

7.5.1 _Elément structurant

Masque binaire utilisé lors des transformations morphologiques qui permet la
modification de la valeur d’un pixel en fonction de celle de ses voisins. Ce masque permet de
déterminer quels seront les pixels pris en compte pour la transformation.

Dans le cas d’un masque représenté par une matrice 3 x 3 (Figure 47), les 8 pixels

voisins du pixel subissant la transformation morphologique seront pris en considération.

1 1 1
1 1 1
1 1 1

Figure 47 : Matrice 3 x3

7.5.2 Connexité

C’est la recherche des pixels adjacents.

La Figure 48 présente une matrice de 9 pixels. Les pixels adjacents a Py sont recherchés.
Si la distance qui sépare P, — P4 — Ps — P7 de Py est de D, la distance qui sépare P; — P; — P —
P de Py est de 27 D. Une connexité de 4 définira alors les 4 pixels les plus proches de Py, soit
P, — P4 — Ps — P,. Par contre, une connexité de 8 définira alors les 8 pixels les plus proches de

Py, soit les pixels Py a Ps.
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P, P, Ps3
P4 Py Ps

Ps P; Pg

Figure 48 : Matrice de 9 pixels avec Py le pixel a traiter et P, a Pg ses voisins.

7.5.3 Erosion [E(])]

Une érosion est une transformation morphologique telle que :
Po=15si AND (P;) =1 sinon P, =0
(Si un P; au moins est égal a 0)
Avec :
- Py le pixel a traiter

- P, =P, — Ps ses voisins dans le cas d’un élément structurant 3x3

7.5.4 Dilatation [D()]
Une dilatation est une transformation morphologique telle que :
Py=1si OR (P;)=1sinonPy =0
(Si un P; au moins est égal a 1)
Avec :
- Pg le pixel a traiter

- P,=P, — P ses voisins dans le cas d’un élément structurant 3x3
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7.5.5 Ouverture [O(l)]

Soit « I » ’image initiale : O () =DE()

7.5.6 Fermeture [F(l)]

Soit « I » I’image initiale : F(IO) =ED()

7.5.7 Ouverture Propre [Op(l)]

Soit « I » I’image initiale : Op () = (1) inter FOF (I)

7.5.8 Fermeture Propre [Fp(l)]

Soit « I » ’image initiale : Fp (I) = (1) union OFO (1)

7.5.9 Transformation morphologique primaire auto-médiane [Auto-Median(l)]

Soit « I » 'image initiale :  Auto-Median (I) = Op (I) inter Fp(I)
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 Analyse de la mobilité des macrophages pour le développement d’un
biocapteur atmosphérique
RESUME

L’action des polluants atmosphériques sur la mobilité et la physiologie des macrophages alvéolaires est
mal connue pour les expositions a court terme. Un bioessai basé sur la reconnaissance d’images est utilisé pour
mesurer la variation de V,s (vitesse d’accroissement de surface) des cellules en déplacement. Le fMLP (formyl
Meéthionine Leucine Phénylalanine) a été retenu comme activateur de Ia mobilité cellulaire, ce demier donnant
une relation dose — réponse et un déplacement significatif sur la durée d’analyse. La Vs de macrophages activés
(100 pi de fMLP a 10" M) aprés cxposition a 0,5 ppm d’ozone (O3) pendant 10 minutes a diminué la Vs d’un
facteur 4 par rapport a la série témoin. Ces résultats ont permis de réaliser un biocapteur atmosphérique
fonctionnant en continu. L’ozone affecte 1a Vas des macrophages. Cette altération peut étre modélisée par une
relation polynomiale. En ce qui concerne le monoxyde d’azote (NO), des concentrations comprises entre 157
ppb et 1125 ppb ont altéré la Vs de fagon significative. Un mélange composé d’ O, et de NOx a provoqué une
diminution de Vs d’environ 70 %. Le prototype permet donc de mettre en évidence les pollutions liées au
NO et & Os dans les limites des normes européennes. Aprés avoir vérifié I’influence de O; sur la Vyg, les
répercussions physiologiques de ce polluant ont été abordées dans les conditions du bioessai. La concentration
de 0,5 ppm est cytotoxique avec un TL50 atteinte pour 28 mn d’exposition. De plus, cette agression modifie la
concentration de calcium intracellulaire traduisant Jactivation du métabolisme cellulaire. Celle-ci peut étre
corrélée a la libération de molécules de défenses (HO, et NO). L’exposition de macrophages 2 0,5 ppm
d’ozone conduit donc 3 une perte de mobilité et 2 ’activation des systémes de protection de la cellule.

Mots — Clés : macrophages ; THP-1 ; mobilité ; ozone ; NOx ; biocapteur ; bioessai

Analysis of macrophages mobility for the development of an atmospheric
biosensor
ABSTRACT

The action of atmospheric pollutants on the mobility and physiology of alveolar macrophages after
short-term exposures is not well understood. A bioassay, based on images recognition, is used to measure the
variation of Ry (area increasing rate) of cells in movement. fMLP (formyl Methionine Leucine Phenylalanine)
was retained as activator of cell mobility, allowing to obtain a dose - answer relation and a significant
displacement during the analysis period. Ry, of activated macrophages (100 pl of fMLP ; 10° M) after a 10
minutes exposure to 0,5 ppm ozone (O;) decreased from a factor 4 compared to the control samples. These
results lead to the realisation of an atmospheric biosensor working online. Ozone modify macrophages’ Rys. This
impairment can be modelled by a polynomial relation. With regard to nitric oxide (NO), concentrations between
157 ppb and 1125 ppb significatively impaired. A combination of O; and NOx induced a decrease in Ry by
70 %. The prototype makes it possible to highlight pollutions due to NO and Os within the limits of the
European standards. After having studied the effects of O; on Ry, the physiological repercussions of this
pollutant under bioessai conditions were approached. At 0,5 ppm, ozone is cytotoxic reaching a TL50 after 28
mn of exposure. Moreover, this aggression modifies the concentration of intracellular calcium representing the
activation of cellular metabolism. This latter can be correlated with the release of defences molecules (H,O, and
NO). The exposure of macrophages to 0,5 ozone ppm leads to a loss of mobility and the activation of the cell -
protection systems.

Key Words : macrophages ; THP-1 ; mobility ; ozone ; biosensor ; bioassay
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