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Avant-propos

Mes travaux de recherche a l'aide de la microsonde laser LAMMA ont débuté a
1'Université de Metz dans 1'équipe dirigée par le Professeur J.F. Muller.

L'étude faisant 1'objet du présent mémoire a été effectuée a I'Institut de Médecine Laser
de I'Université de Disseldorf dirigé par le Professeur R. Kaufmann.

Elle a bénificié du soutien financier de la Commission des Communautés Européennes
(Direction Générale V, Luxembourg).

Ce travail concerne la caractérisation par microsonde laser LAMMA de la fraction
respirable de poussiéres d’origines diverses. La composition minéralogique et les
propriétés toxicologiques de ces poussiéres ont été déterminées dans le cadre de projets
de recherche antérieurs de la Commission des Communautés Européennes.

Les objectifs du présent travail seront présentés a la fin de I'introduction générale
(chapitre I). La méthode d’analyse par microsonde LAMMA sera présentée dans la
partie expérimentale du chapitre 2. Un screening des éléments détectables par
microsonde LAMMA dans diverses poussiéres de mine de charbon de la Ruhr sera
présenté dans le méme chapitre. Une étude de poussiéres de silice de référence (chapitre
3) permettra d’établir un schéma de classification des particules individuelles. Ce schéma
de classification sera utilisé pour la caractérisation de poussiéres de mine de charbon
riches en quartz (chapitre 4) puis de poussiéres a teneurs en quartz moindres (chapitre 5
et 6). Le chapitre 5 sera consacré a 1’étude de la nocivité spécifique a 1'origine
stratigraphique des poussiéres de mine. Le chapitre 6 sera orienté vers 1'apport des
analyses LAMMA aux études comparatives des tests de nocivité. Le travail sera
complété par la caractérisation de poussiéres recueillies sur poumons de mineur de
charbon décédés avec des degrés de pneumoconiose variés (chapitre 7).

Une discussion générale sera consacrée (chapitre 8) aux avantages et aux limites de la
caractérisation par microsonde LAMMA, a I'originalité et a la spécificité des parametres
identifiés dans le présent travail. L’ensemble des résultats sera replacé dans le cadre des
approches étiopathogéniques actuelles (chapitre 9). Une conclusion générale précédera
les perspectives d"applications en hygiéne industrielle présentées au chapitre 10.

La plupart des échantillons ont aimablement été mis a notre disposition par le Professeur
K. Robock et par le Docteur L. Armbruster de 1'Institut DMT (Deutsche Montan
Technologie, ex-Bergbau-Forschung, Essen). Les poussiéres britanniques du chapitre 4
ont été fournies par le Professeur JM.G. Davis de 1'TOM (Institute of Occupationnal
Medicine, Edinburgh). Le Professeur H.J. Einbrodt de l'Institut d'Hygiéne et de
Médecine du Travail (Université d’Aix-La-Chapelle) a mis a notre disposition les
poussiéres recueillies sur poumons de mineurs de charbon étudiées au chapitre 7.
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Résumé

Les connaissances étiopathogéniques actuelles sur la pneumoconiose du houilleur
(improprement dénommée "silicose") sont fragmentaires. Le concept de "nocivité
spécifique” des poussiéres de mine (ou nocivité expérimentale en accord avec les
données épidémiologiques) doit permettre, en hygiéne industrielle, de reconnaitre et de
classer les poussiéres de mines dangeureuses afin d’établir, sur des bases scientifiques,
des valeurs limites d’empoussiérage.

Les études de nocivité sont basées sur deux éléments indispensables pour évaluer
I'aptitude des poussiéres a induire une fibrose pulmonaire: les résultats des tests
toxicologiques in vitro et in vivo et, d’autre part, la caractérisation physico-chimique des
poussiéres (composition minéralogique et granulométrique, propriétés de surface...).

I existe de nombreuses incertitudes relatives au concept de nocivité spécifique. Elles se
traduisent par des divergences, voire des contradictions flagrantes, entre les données
eépidémiologiques, les données de nocivité expérimentale et les données physico-
chimiques des poussiéres. Les discordances les plus frappantes portent sur la teneur en
quartz des poussiéres, minéral pourtant bien connu pour ses propriétés cytotoxiques et
fibrogénes.

Le présent travail concerne la caractérisation par microsonde laser LAMMA de la
fraction respirable de poussiéres de mine prélevées dans différentes mines européennes
associées a4 des risques de pneumoconiose connus et trés diversifiés. Les propriétés
toxicologiques et les données minéralogiques de ces poussiéres sont connues.

L’approche méthodologique est fondée sur une caractérisation au niveau de la particule
individuelle permettant d’établir des "histogrammes chimiques”. Ceux-ci dévoileront les
éléments (ou combinaisons d’éléments) dont "I'incidence” sur la population de particules
analysées permet d’expliquer les données épidémiologiques ou de nocivité expérimentale.

Une premiére étude de poussiéres de silice de référence a permis d’établir un schéma de
classification des particules individuelles contenant du quartz. L utilisation de ce schéma
sur certaines poussiéres de mines riches en quartz a permis d‘identifier le degré de
contamination de la surface du quartz comme un paramétre de modulation de la nocivité
du quartz des poussiéres de mine. Ce résultat, en accord avec ceux d’autres auteurs qui
avaient déja émis cette hypothése, permet d’entrevoir I’effet de modulation en tant que
paramétre de nocivité spécifique.

Mais I'ensemble de 1'étude propose dattribuer un réle plus déterminant au fer (et/ou
meétaux lourds) associé a la fraction minérale des poussiéres de mines. Cette conclusion
est étayée par des corrélations avec les données de nocivité expérimentale ou certaines
données épidémiologiques. De plus, elle converge avec les connaissances récentes tirées
de la littérature scientifique permettant d'envisager un principe toxique pour les
poussieres de mine. Ce dernier se rapporte aux propriétés oxydo-réductrices de la
surface des particules. Une validation toxicologique et physico-chimique de cette
hypothése permettrait d’acquérir des connaissances d’ordre étiopathogénique et devrait
ouvrir de nombeuses perpectives d’applications en hygiéne industrielle.



.. Nous pourrions descendre plus bas encore, montrer,
comme l'a fait Ruskin dans ses Ethics of the Dusts, les
habitudes, le caractére et les ruses des cristaux, leurs
querelles, ce qu'ils font quand un corps étranger vient
troubler leurs plans, qui sont plus anciens que tout ce
que notre imagination peut concevoir, la maniére dont
ils admettent ou rejettent l'ennemi: la victoire possible
du plus faible sur le plus fort, par exemple le Quartz
tout-puissant qui céde courtoisement a I'humble et
sournois Epidote et lui permet de le surmonter, la lutte
tantdt effroyable, tantdt magnifique du cristal de roche
avec le fer; ...

in: La Vie des Abeilles (1901)
par Maurice Maeterlinck
Prix Nobel de Littérature
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CHAPITRE 1

Introduction:
La pneumoconiose du houilleur
Les poussiéres de mine de charbon

Les affections pulmonaires du mineur, déja mentionnées par Hippocrate, furent attribuées
aux poussiéres "ulcérant” les poumons par G. Agricola qui, dans son traité De re
Metallica (1556), proposait déja des méthodes préventives de ventilation des mines. Il
mentionnait également que, suite au décés de leurs maris, les femmes des mineurs de
certaines régions des Carpates se mariaient jusqu’a sept fois!. La révolution industrielle
ne tarda pas a révéler les nuisances ou les ravages causés par les atmospheres
empoussiérées dans des secteurs autres que les industries extractives: métallurgie,
batiment, verre, céramique, polissage, textile... (Tler, 1979; Holt, 1987)

Le terme de pneumoconiose (du grec pnewma et conios, signifiant souffle et poussiére)
fut introduit 4 la fin du 19%me siécle pour regrouper l'ensemble des affections
pulmonaires occasionnées par des poussiéres minérales ou organiques. L’inhalation et la
déposition pulmonaire des poussieres peuvent cependant provoquer des troubles
respiratoires et des lésions pulmonaires d’origines variées (cancer, asthme...). Un sens
plus strict, adopté en 1946, définissait une pneumoconiose comme une fibrose
pulmonaire (dépdt excessif de tissu conjonctif) causée par les poussiéres de silice
(silicose), d"amiante (asbestose), d oxydes de fer (sidérose) ... (Holt, 1987).

Les pneumoconioses sont caractérisées par des lésions fibroconiotiques du poumon
profond. Elles sont d’'une nature composite associant, dans des proportions variables,
divers matériaux d’origine exogéne et endogéne: poussiéres, cellules inflammatoires
(macrophages...) et cellules du tissu conjonctif (fibroblastes), constituants de la matrice
du tissu conjonctif (collagéne...), microcalcifications...

Ces lésions ne sont pas comparables 4 celles d’une fibrose pulmonaire résultant d’'une
cicatrisation aprés une agression de type tuberculeux. Cette derniére sera localisée et ne
dépassera pas le domaine du tissu pathologique. Les lésions fibroconiotiques sont de
nature fibroproliférative: la fibrose y représente un processus pathologique en soi qui va
conduire 2 la destruction des structures pulmonaires. Ce caractére évolutif pourra faire
progresser la pathologie au sein de formes de pneumoconiose simple ou vers des
formes compliquées dites de fibrose massive progressive (FMP). Cette derniére sera
plus fréquemment associée aux complications infectieuses ou aux insuffisances cardio-
ventilatoires.



De nos jours, les pneumoconioses comptent parmi les plus fréquentes et les plus graves
des maladies professionnelles. En France, pour 1'année 1983, 1590 nouveaux cas de
pneumoconioses telles que la silicose, la pneumoconiose du mineur de charbon et
I'asbestose ont été enregistrés, soit 26% du total des maladies professionnelles. Pour la
méme année, 80% des décés par maladies professionnelles en France ont été reconnus
imputables a ces seules pneumoconioses (soit 852 décés) (Amoudru, 1987).

1.1) La pneumoconiose du houilleur
1.1.1) Approche épidémiologique

Les études épidémiologiques sont basées sur le dépistage radiologique des lésions qui
sont répertoriées selon le systéme international de classification radiographique du
Bureau International du Travail (ILO, 1980). Ce systéme permet de classer et de
quantifier les opacités en fonction de leur aspect, leur taille et leur dissémination sur les
champs pulmonaires (Chrétien, 1980). On y distingue les opacités irréguliéres (de types
5, t, u) et les opacités d’aspect punctiforme (de type p < 1.5 mm), micronodulaire (de
type @ = 1.5-3 mm) ou nodulaire (de type r = 3-10 mm). La pneumoconiose simple est
identifiable par des opacités de taille inférieure au cm (de type p, q, r) dont la
concentration déterminera la sévérité de 1'atteinte (de catégorie 1< 2 < 3). Les larges
opacités de la fibrose massive progressive, dont la taille varie de 1 a 15 cm, sont classées
en catégories A<B <C.

Si les industries de surface ne sont pas épargnées par les pneumoconioses, il apparait que
le secteur minier, notamment du charbon, est un grand pourvoyeur de cas de
pneumoconioses. Pour 1'année 1983, 76% des nouveaux cas en France étaient
enregistrés dans le seul secteur des mines de charbon. Le nombre total de cas reconnus
de pneumoconiose du houilleur était alors de plus de 30000 en Grande-Bretagne, 44000
en France et 52000 en RFA. Le nombre de décés annuels dis a cette pneumoconiose
était de 4000 aux USA en 1976 et 1126 en RFA pour 1983. En France, ce nombre a peu
évolué au cours des deux derniéres décennies, soit environ 900 déces annuels. Les
estimations au niveau mondial font état de 50000 nouveaux cas annuels et indiquent que
le nombre de mineurs et ex-mineurs atteints de pneumoconiose du houilleur dépasserait
le million (Amoudru, 1987; Mahieu, 1990).

En France, le seuil de reconnaissance médico-légale des pneumoconioses a été abaissé,
en 1980, de la catégorie 2 4 la catégorie 1. De méme, les opacités irréguliéres , qui sont
plus fréquentes aujourd’hui que par le passé, sont désormais reconnues. Malgré
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I'abaissement du seuil de reconnaissance, les données épidémiologiques révélent une
évolution favorable qui refléte les effets de la prévention et les progrés de la lutte
technique contre 1’empoussiérage. Ainsi, pour I'ensemble des charbonnages francais,
I'incidence des pneumoconioses reconnues, de 'ordre de 2% en 1955, descend a 1.3%
(1970) puis a 0.4% (1985). La prévalence des catégories > 1 passe de 43.5% (1974) a
17.3% (1984). L"4ge d"apparition des nouveaux cas (46 ans en 1969; 57 ans en 1986) et
I'age moyen au décés (50 ans en 1945; 70 ans en 1986) ont favorablement progressés
(Mahieu, 1990).

Les études épidémiologiques montrent que la FMP est associée & une plus haute
mortalité que la pneumoconiose simple (Miller and Jacobsen, 1985; Atuhaire et al,
1985). La nature des facteurs gouvernant son apparition a fait 1'objet de nombreuses
études qui concernent le role de la concentration atmosphérique en poussiéres et de la
durée de 1'exposition.

11 en ressort que 1"exposition cumulée aux poussieres joue un role central décisif dans le
développement d’'une FMP (de catégorie A, B ou C) dont l'effet primaire est de
provoquer une pneumoconiose simple de catégorie > 1 prédisposant a la FMP (Hurley et
al., 1987; Mac Laren et al., 1989). Le risque de FMP accroit également avec 1'dge du
mineur mais indépendamment de la catégorie de pneumoconiose simple. Enfin, bien que
I'incidence de FMP soit faible parmi les mineurs non-pneumoconiosés ou de faible
pneumoconiose simple, la taille de cet effectif contribue 4 environ la moitié des cas de
progression vers la FMP (Shenan et al., 1981; Soutar, 1987).

Toutefois, I’endémie de la pneumoconiose du houilleur n’est pas corrélée a I'importance
des effectifs dans les différents bassins houillers. Le trait le plus frappant des données
épidémiologiques se traduit par une étonnante disparité géographique existant entre les
différents bassins, voire au sein d'un méme bassin. En France, par exemple, les niveaux
d’endémie pour la Provence, la Lorraine et le Nord-Pas de Calais sont, respectivement:
nul, faible et trés fort (Amoudru, 1978, 1987). Les mémes disparités apparaissent quant a
la gravité de la maladie (age d’apparition des nouveaux cas, ige au décés, nombre de
décés imputables, risque de complications...). Pour la RFA, I’ endémie est plus faible en
Saar que dans la Ruhr (Reisner, 1971; Reisner and Robock, 1977). De telles disparités se
retrouvent également en Grande-Bretagne (Jacobsen et al., 1971; Bennett et al., 1979,
Hurley et al., 1982), aux USA (Lainhart, 1969; Naeye et al., 1971)...

Les raisons de ces disparités, qui ne s’expliquent pas forcément en terme de différences
d’exposition entre les bassins, ne sont pas élucidées. On admet donc aujourd’hui que
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I'exposition aux poussiéres est 1'un des facteurs responsable de la pneumoconiose ou que
"I'exposition et la pneumoconiose simple sont deux facteurs parmi ceux connus ou
suspectés de jouer un réle en FMP" (Hurley et al., 1987).

L’existence de facteurs liés 4 la qualité des poussiéres inhalées a donc été évoquée. Le
rang du charbon exploité (ou degré de maturation dans 1'échelle de houillification) est
le plus fréquemment cité (un rang élevé se traduisant par un appauvrissement en matiéres
volatiles et un enrichissement relatif en carbone).

Aux Etats-Unis, les prévalences de pneumoconiose simple et de FMP sont en relation
non seulement avec les expositions estimées, mais reflétent également des disparités
régionales liées au rang et & 1'dge du charbon: prévalences élevées et haut rang dans les
Appalaches, tendance réciproque dans 1"Ouest américain (Bennett et al., 1979; Attfield
and Morring, 1992). La prévalence des pneumoconioses (60%) ou de la FMP (14%) est
plus élevée dans les mines d"anthracite (haut rang) de I'est de la Pennsylvanie que celles
des charbons de rangs inférieurs (47% et 2.4% respectivement) du centre et de 1'ouest de
la Pennsylvanie (Morgan et al., 1972).

En Europe, on peut noter quau sein du bassin de la Ruhr, la prévalence des
pneumoconioses de catégorie > 1 augmente avec le niveau d’empoussiérage, mais sera
multipliée par un facteur 10 en passant des veines de charbons flambants (bas rang) aux
veines de charbons gras (haut rang) (Reisner al., 1982, 1985a). En Saar, la fréquence des
pneumoconioses peut atteindre des valeurs 20 fois plus élevées dans les mines exploitant
des charbons de haut rang ou les concentrations de poussiéres sont, pourtant,
comparables a celles des mines de charbons de rang inférieur (Laufhiitte et al, 1971).
L'étude de 250 mines en Grande-Bretagne montre que la prévalence des
pneumoconioses de catégorie > 1 est 5 fois plus élevée pour les mines exploitant de
I"anthracite que celles exploitant des charbons de rang inférieur (Bennett et al, 1979).
Des différences existent cependant entre les mines de rangs égaux qui, selon ces auteurs,
pourraient s’expliquer par des empoussiérages éventuellement différents ou par
I'existence de facteurs autres que le rang. D"autres études anglaises indiquent que le rang
du charbon n‘influence pas la progression vers la FMP (Shennan et al., 1981).

Il apparait donc que I’exposition aux poussiéres et/ou le rang du charbon exploité ne
suffisent pas a expliquer toutes les données épidémiologiques. La composition
minéralogique et plus particuliérement la teneur en quartz des poussiéres ont été mises
en cause. Des cas de progression trés rapide de pneumoconiose simple ont été observés
chez des mineurs de charbon exposés a des poussiéres riches en quartz produites lors de
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conditions d’exploitation défavorables (Seaton et al., 1981). D’autres études indiquent
que de fortes expositions au quartz contribuent a la rapidité de progression de la
pneumoconiose simple et a I'évolution vers la FMP (Hurley et al., 1982; Jacobsen and
Mac Laren, 1982).

De nombreux travaux montrent, cependant, que le risque de développer une
pneumoconiose simple n’est pas influencé par les teneurs en quartz habituelles des
poussiéres (Walton et al., 1977, Reisner, 1975; Hurley et al., 1982). Des divergences
apparaissent également au niveau de la répartition régionale des PREUMOCONIOSeS:
I’exposition au quartz est, d’'une maniére générale, plus élevée dans les mines de Saar, de
Lorraine ou d'Ecosse que dans les mines a plus haut risque de la Ruhr, du Nord-Pas de
Calais ou du Pays de Galles. Les veines de charbon de haut rang du bassin de la Ruhr
(associées aux prévalences de pneumoconiose simple les plus élevées) sont les moins
riches en quartz (Reisner, 1971; Reisner and Robock, 1977; Reisner et al., 1982, 1985a).

Finalement, il reste & mentionner que certains auteurs ont, dés le début du siécle, mis en
doute le role du quartz dans 1'étiologie de la pneumoconiose du houilleur (Collis and
Gilchrist, 1928; Heppleston, 1951, Morgan 1971). Ils se référaient, par exemple, aux
soutiers des navires exposés a des poussiéres trés pauvres en quartz qui, pourtant,
développaient des pneumoconioses tres proches de la silicose.

1.1.2) Aspects anatomo-pathologiques et cliniques

D‘un point de vue anatomo-pathologique, les lésions fibroconiotiques du mineur de
charbon rappellent, macroscopiquement, 1'aspect nodulaire des lésions observées chez le
silicosé, avec une coloration noire due a la présence des particules de charbon.
Contrairement 2 la fibrose diffuse caractérisant certaines pneumoconioses (asbestose), les
"nodules silicotiques" sont des Iésions compactes et dures se présentant sous des formes
circonscrites de petite taille (nodules de 1 2 5 mm), des formes nodulaires confluentes
(1ésions de 1 4 3 cm) ou des lésions massives d’aspect pseudo-tumoral pouvant atteindre
des tailles supérieures a 10 cm (Cordier et al.; 1987; Gosselin et Le Bouffant, 1987).

Cette analogie avec la silicose vraie de I'ouvrier exposé a la silice fut en partie
responsable de 1'ancienne dénomination médico-légale de silicose désignant la
pneumoconiose du houilleur. L’existence, bien connue, de pneumoconiose de type
silicotique chez le mineur de charbon affecté au creusement de la roche (Faulds et al.,
1959; Seaton et al. 1981) confortait |utilisation de ce terme.
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Toutefois, il existe des différences essentielles entre le nodule silicotique bien circonscrit,
riche en collagéne, pratiquement acellulaire, avec des particules de silice
préférentiellement disposées 4 la périphérie du nodule et, d’autre part, le macule di aux
poussiéres de charbon.

Le macule ("coal nodule" de Cough ou nodule fibroconiotique de Policart) est une
accumulation de poussiéres de 1 4 4 mm de diamétre, a teneur en collagéne moindre et
au contour d’autant plus incertain qu’il est associé a de 1'emphyséme (Heppleston, 1951).
Cette forme d’emphyséme est un trait distinctif de nombreux macules qui se traduit par
un espace contenant de l'air suite 4 la destruction des tissus pulmonaires et cernant le
macule. Ces lésions associées a 1’emphyséme présentent des opacités radiographiques
plus irréguliéres (Cockroft et al., 1982) qui ne facilitent pas le diagnostic ra’diologique.

Dans les poumons des mineurs exposés aux poussiéres de charbon de haut rang la
plupart des Iésions de pneumoconiose simple sont pigmentées par les poussiéres; les
lésions de FMP semblent alors résulter de I"élargissement progressif d"une Iésion unique.
Les lésions de pneumoconiose simple des mineurs de charbon de bas rang, dont le centre
est souvent libre de poussiéres, peuvent présenter, dans des cas extrémes, de trés grandes
similitudes avec les nodules silicotiques. Les lésions de FMP semblent alors provenir
d’une fusion de petits nodules avoisinants (Davis et al., 1983).

En résumé, on peut retenir que les lésions fibroconiotiques de la pneumoconiose du
houilleur représentent des entités anatomiques différentes qui pourront évoluer vers la
fibrose massive: les macules primaires de charbon qui, par I'apport de poussiéres et de
collagéne, se transforment en agrégats de poussiéres cernés de fibrose ("amas
fibroconiotiques") et peuvent cohabiter avec des nodules silicotiques vrais.

Les données radiologiques ou anatomo-pathologiques sont difficiles a corréler aux
symptomes de difficultés respiratoires (dyspnée), surtout au cours des premiéres étapes
de la pathologie. Certaines études montrent que, contrairement a la FMP, la
pneumoconiose simple n’est pas nécessairement associée a un dysfonctionnement
pulmonaire (Carpenter et al., 1956; Rogan et al. 1973). Pour les cas de dyspnée en
pneumoconiose simple, 1'emphyséme semble étre le facteur principal d‘invalidité
(Heppleston, 1951). L’emphyséme est, cependant, retrouvé en pneumoconiose simple et
en FMP. Dans les deux cas, 1'emphyséme semble plus communément associé aux lésions
de type "p" que celles de type "q" ou "r" (Ryder et al., 1970). On peut noter que d’autres
auteurs ont mis en évidence de la dyspnée et de |'emphyséme chez des mineurs ne
présentant pas d’anomalies radiologiques (Naeye and Dellinger, 1972).
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Ces observations contradictoires doivent étre replacées dans le contexte d"une pathologie
a caractére chronique, définie a la base comme une fibrose pulmonaire, mais faisant
intervenir des troubles respiratoires et des lésions pulmonaires d’origines variées: le
macule primaire, la fibrose, la bronchite chronique, 1’emphyséme et, dans certains cas, la
tuberculose.

Tl reste également a préciser que la maladie a évoluer au cours des derniéres décennies. Il
y a 20 ou 30 ans, la pneumoconiose apparaissait souvent de facon inopinée chez des
mineurs plus jeunes (35 ans dans le Nord-Pas de Calais!) et se présentait sous une forme
silicotique dont le profil évolutif était celui d’une silicose (Mahieu, 1990). De nos jours,
la fibrose moins caractérisée de lésions diverses, ou "l'amas fibroconiotique" remplace ou
prédomine sur le nodule silicotique, favorise une évolution plus lente de la maladie. C’est
ainsi que les termes d’anthracose, d’anthracosilicose, de pneumoconiose a poussiéres
mixtes ou de pneumoconiose de houilleur ont remplacé le terme de silicose.

1.1.3) Approche étiopathogénique

Bien que l'agent étiologique de la pneumoconiose du houilleur soit "connu" (en
I'occurence les poussiéres de mine), il est actuellement impossible d’étayer une théorie de
pathogénése. En effet, la complexité de la toxicocinétique des particules inhalées
(inhalation, déposition, élimination, translocation, séquestration...) justifie des
connaissances plutot fragmentaires sur leur toxicodynamique (mécanismes cellulaires et
biochimiques mis en jeu, principe toxique des surfaces solides...). Cette toxicologie tres
particuliére et propre aux particules inhalées ne favorise pas I'approche des
pathomécanismes. Quelques rappels de toxicocinétique des particules inhalées
permettront de mieux cerner la portée des connaissances actuelles sur I'étiopathogénése
de la pneumoconiose du houilleur.

Le destin des particules pénétrant 1'appareil respiratoire (particules "inhalables") est,
avant tout, déterminé par leur diamétre aérodynamique (d,e). Les particules avec un dae
> 30 pm sont préférentiellement déposées dans le domaine extrathoracique (nez, gorge,
larynx). Sur la fraction thoracique de particules, celles qui sont qualifiées de "respirables"
(dge = 2-3 um) ont une probabilité de pénétration et de déposition alvéolaire plus élevée
que les particules de taille moindre (qui seront exhalées). Celles avec un dye > 10 pm se
déposeront au niveau de 1'appareil trachéo-bronchial (Stahlhofen et al., 1980; Vincent
and Armbruster, 1981; Vincent, 1991).
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L’élimination des particules déposées dans 1"alvéole pulmonaire (ou fraction "alvéolaire")
est principalement assurée par le macrophage alvéolaire, dont le role est de phagocyter
puis détruire ou transporter les corps étrangers vers |’escalator mucociliaire. Une fraction
du matériel déposé sera éliminée vers le systéme lymphatique et pleural par des
macrophages migrant au travers de 'interstitium (ou tissu conjonctif interstitiel de la
barriére alvéolo-capillaire servant aux échanges gazeux).

Certains des macrophages chargés de poussiéres vont cependant s’accumuler dans la
lumiére alvéolaire ou dans Iinterstitum. Les accumulations de macrophages
préférentiellement disposées au niveau des divisions des bronchioles représentent les
macules primaires de poussiéres (Heppleston, 1951). Une partie des poussiéres déposées
dans 1"alvéole peut échapper a la phagocytose, s’accumuler dans la lumiére alvéolaire ou
pénétrer 'interstitium. La fraction interstitielle de particule, d’épuration plus difficile, se
trouve ainsi séquestrée dans l'interstitium; elle sera (ou non) prise en charge par le
macrophage interstitiel.

On peut donc attribuer aux différents mécanismes de déposition alvéolaire et de rétention
interstitielle un rdle souverain dans la pathogéneése d'une pneumoconiose. Les
estimations de durée de résidence pulmonaire semblent en accord avec la prévalence des
pneumoconioses simples de catégories > 1 (Reisner et al., 1985a) ou avec l'incidence des
FMP (Mac Laren et al., 1989). Les études de la charge coniotique des poumons de
mineurs décédés apportent également des informations révélatrices sur les phénomeénes
de rétention des particules.

Des 1951, I'hypothése d'une pneumoconiose simple résultant d’une surcharge
pulmonaire est émise. L'élimination des particules ne pouvant plus étre assurée, cette
surcharge "mécanique" conduirait 2 une rétention accrue des poussiéres (Heppleston,
1951). On observait & cette époque que la sévérité de la pneumoconiose augmentait avec
la teneur totale en poussiére des poumons, mais indépendamment de leur composition et
de leur teneur en quartz. (King and Nagelschmidt, 1945; King et al., 1956; Faulds et al.,
1959; Spink and Nagelschmidt, 1963). Le réle du quartz fut d'abord contesté en FMP
(Nagelschmidt et al., 1963), puis mis en avant apres avoir mesuré des teneurs en quartz
plus élevées dans les lésions de FMP que celles de pneumoconiose simple (Pratt, 1968;
Vyskocyl et al., 1970).

Il apparait ensuite que les poumons des mineurs de charbon de haut rang sont les plus
riches en charbon et les plus pauvres en quartz. On attribue aux poumons atteints de
FMP un taux d'accumulation de poussiéres plus élevé que ceux de pneumoconiose
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simple et d’autant plus élevé que le rang du charbon est élevé (Bergmann and Casswell,
1972).

D’autres auteurs confirment que la masse totale de poussiéres retenues augmente avec la
sévérité de la pneumoconiose et avec le rang du charbon. Pour les mineurs de charbon de
haut rang, ils relévent peu de différences dans la composition des poussiéres retenues en
pneumoconiose simple ou en FMP (Davis et al., 1979; Ruckley et al., 1981). Iis notent
également peu de différences de composition entre les poussiéres des mines de charbon
de haut rang et celles retenues dans les poumons (Davis et al., 1983).

La richesse en quartz des lésions de FMP s‘observe plus particuliérement chez les
mineurs de charbon de bas rang dont les poumons sont les plus riches en minéraux et
quartz (Davis et al. 1979; Ruckley et al. 1981). Les poussiéres retenues dans les
poumons de ces mineurs semblent s’enrichir en matiére minérale par rapport aux
poussiéres du fond (Davis et al. 1983) voire en quartz (Douglas et al., 1986).

Ces résultats s’ opposent a certaines observations mentionnant une présence accrue de
particules minérales dans les poumons fortement fibrosés de mineur de charbon de haut
rang (Naeye et al., 1971; Naeye and Dellinger, 1972). Ils semblent également en
désaccord avec les phénomeénes de transfert et d’accumulation du quartz dans les
ganglions lymphatiques (lymphotropisme) observés chez les mineurs de charbon (Kiihn,
1987).

Toutefois, ces observations ont le mérite de souligner I'importance des mécanismes de
toxicocinétique dans 1'étiopathogénése de la pneumoconiose du houilleur. Les résultats
suggérent |'existence d'une rétention différentielle des particules qui serait d’autant plus
marquée que la pneumoconiose progresse. L hypothése d une pneumoconiose due a une
simple surcharge pulmonaire est contestée (Amoudru, 1987).

Aucune des connaissances actuelles ne met en évidence une relation dose-effet directe,
notamment pour la FMP. Des expériences d’inhalation sur 1'animal et de modélisation de
la cinétique d’accumulation mettent en exergue le role de la séquestration des particules
(Vincent et al., 1987, Vincent and Donaldson, 1990). De telles approches sont
nécessaires pour explorer la relation entre I'exposition aux poussiéres et la dosimétrie.

L’intervention de facteur(s) surajouté(s), dont la nature et le role restent encore a
préciser, a été évoquée dans la progression vers la FMP par analogie avec la silicose
vraie (Vigliani and Pernis, 1958, 1963; Balmes, 1990; Pernis and Vigliani, 1982). Des
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facteurs d’ordre immunologique (Caplan, 1953; Burrel, 1972) ou d’ordre infectieux ont
été envisagés (Heppleston, 1951; James, 1954; Cochrane, 1962; Genez-Rieux et al.,
1965; Devulder et al., 1977).

Les tentatives d'identification de facteur(s) de susceptibilité individuelle chez le mineur
de charbon ont, jusqu'a présent, échoués (Rasche et al., 1982; Boyd et al., 1984). La
naissante "épidémiologie moléculaire” (Borm et al., 1990; Janssen et al., 1992) permettra
sans doute d’éclaircir la situation. Elle est fondée sur l'identification de "biomarqueurs
moléculaires” révélateurs d’exposition aux poussiéres, de la pneumoconiose ou de
susceptibilités individuelles.

La physiopathologie des pneumoconioses ne simplifie pas la recherche des facteurs
impliqués dans la pneumoconiose simple ou la FMP. En effet, les mécanismes
responsables de 1'apparition et de 1'évolution de la fibrose sont encore peu connus. Iis se
traduisent par une cascade de réactions biologiques dont 1'inflammation de I'alvéole
(alvéolite) sera le mécanisme initiateur.

Des processus ultimes conduisent a la synthése et la déposition par les fibroblastes des
constituants de la matrice du tissu conjonctif (collagene et élastine). Ces processus font
appel au recrutement des fibroblastes par des facteurs chimiotactiques (fibronectine), a
I'attachement des fibroblastes par I'intermédiaire de fibronectine i la matrice
extracellulaire, puis a la prolifération et/ou l'activation des fibroblastes (Keogh and
Crystal, 1982; Hunninghake et al., 1984). _

L alvéolite correspond a une accumulation dans la lumiére alvéolaire et I'interstitium de
cellules inflammatoires et immunes (macrophages, leucocytes polynucléaires et
lymphocytes). Le role du macrophage dans la réponse inflammatoire n’est pas limité a la
phagocytose des particules déposées dans I'alvéole. Bien au contraire, les fonctions
secrétrices et (immuno)régulatrices du macrophage lui font jouer un réle central dans la
pathogénése des pneumoconioses.

Des mécanismes d"activation du macrophage le conduisent 3 relarguer des facteurs de
chimiotactisme (fibronectine...) et a produire une batterie de plus de 100 médiateurs
cellulaires qui peuvent stimuler 1’activation ou la prolifération des autres cellules
inflammatoires ou du fibroblaste (Wahl, 1985; Nathan, 1987a; Heppleston, 1991). On
trouvera dans la figure 1.1 quelques exemples d'interactions moléculaires faisant
intervenir le macrophage et d’autres partenaires cellulaires (d’aprés Tourmann and
Kaufmann, 1992).
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POLYMORPHONUCLEAR MACROPHAGE T-LYMPHOCYTE
CELLS
A
TNF
-1
FFF
\ / v
OXIDANTS
I-1..
FIBROBLAST
— COLLAGEN SYNTHESIS

FIBROSIS

Figure 1.1: Exemples d’interactions cellulaires et moléculaires impliquées en fibrogénese
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La notion de "facteurs fibrogénes" stimulant les fibroblastes revient, historiquement, au
travaux de Heppleston et Styles (1967). Leurs travaux ont servi de base aux trés
nombreuses expérimentations montrant que le macrophage incubé avec des poussiéres
était capable de relarguer dans son milieu de culture des facteurs de nature protéique qui,
une fois isolés, stimulent la prolifération des fibroblastes ou la synthése du collagéne
(Aalto and Kulonen, 1979; Bittermann et al., 1982; Leslie et al., 1984; Lugano et al,,
1984; Schmidt et al., 1984; Gritter et al., 1986; Hiibner and Seemayer, 1992).

Le macrophage activé relargue de trés nombreux autres médiateurs du type cytokines et
facteurs de croissances tels que le Tumor Necrosis Factor (TNF), les interleukines (IL-
1, IL-6...), les Growth Factors (GF) du type Transforming-GF, Alveolar-Macrophage-
Derived-GF ... (Wahl, 1985; Nathan, 1987a; Heppleston, 1991). La plupart de ces
médiateurs sont non-spécifiques de I'activation/prolifération des fibroblastes ou de

cellules inflammatoires et immunes particuliéres. De plus, ils ont un caractére hautement
inter-coopératif. Le TNF seul, par exemple, stimule la prolifération du fibroblaste mais en
interaction avec 1'IL-1 il va inhiber cette prolifération (Vilcek et al., 1986; Elias, 1988).

Cependant, les propriétés pro-inflammatoires et pro-fibrogénes de ces médiateurs leur
conférent un rdle dans la physiopathologie de la pneumoconiose du houilleur. Les
macrophages alvéolaires humains exposés in vitro aux poussiéres de mine relarguent du
TNF et de I'TL-6 (Gosset et al., 1991). Des travaux sur 1’animal ont permis de localiser le
TNF dans les nodules silicotiques grice a la technique d’hybridisation in situ.
L application d’anticorps anti-TNF permet de bloquer la déposition de collagéne (Piguet
et al., 1990).

La clé des mécanismes d'apparition et d'évolution des fibroses ne se trouve pas
uniquement dans un relarguage de mediateur(s) stimulant, de facon spécifique ou non, la
prolifération et/ou 1'activation des fibroblastes. Il faut rappeler que le macrophage
relargue des espéces activées de I'oxygéne (O,~, OH:, Hy0,...) et des enzymes

hydrolytiques et protéolytiques (collagénases, élastases, hydrolases ...) (Hunninghake et
al., 1984).

De plus, le macrophage peut stimuler les polynucléaires a produire de tels oxydants ou
protéases grice 4 des médiateurs non-spécifiques (TNF) ou spécifiques aux
polynucléaires (Granulocyte Activation Mediator) (Nathan, 1987b; Maly et al., 1988).
Ceux-ci vont participer 4 des processus oxydatifs et protéolytiques de dégradation des
constituants cellulaires et matriciels de l'interstitium. Certains auteurs pensent que la
dégradation du tissu conjonctif joue un rdle dans les processus fibrosants chroniques en
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amplifiant et prolongeant la réponse inflammatoire et les mécanismes de réparation
(Brown and Donaldson, 1988, 1989).

Enfin, il faut noter que la modulation et la promotion de la réponse inflammatoire
semblent faire intervenir les métabolites de I'acide arachidonique qui sont relargués par le
macrophage (prostaglandines, leucotriénes...). Ces médiateurs lipidiques participent & de
nombreuses interactions qui, potentiellement, peuvent moduler la dégradation du tissu
conjonctif et réguler, voire amplifier, la production de cytokines (Hunninghake et al,,
1984; Dubois et al., 1989; Kuhn et al., 1990).

La plupart des travaux décrits ci-dessus font appel 4 des modéles expérimentaux de
silicose effectués sur l'animal ou, plus généralement, sur cultures in vitro de
macrophages animaux ou humains. L'étude des caractéristiques cellulaires et
biochimiques du poumon profond chez le pneumoconiosé est possible grace ala
technique du lavage broncho-alvéolaire (LBA) (Voisin et al., 1985, 1987).

Les études du liquide recueilli par LBA révelent I'existence d’une alvéolite
macrophagique chez le mineur de charbon. Des polynucléaires, des lymphocytes et des
protéases sont également recueillis par LBA (Sablonniére et al, 1983). Mais il faut
surtout retenir que, malgré leurs charges en poussiéres, les macrophages récupérés par
LBA sont bien vivants et activés.

Ils relarguent spontanément de grande quantité de fibronectine, de facteur de
chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles, d’oxidants (05, HyOy) et de cytokines
(TNF, IL-1) (Wallaert et al., 1987, 1990; Rom et al., 1987). D’autres études indiquent
que les macrophages recueillis chez le mineur avec FMP sont plus activés qu’en
pneumoconiose simple (Lassalle et al., 1989).

On peut donc retenir que le macrophage participe & de nombreuses interactions du type
cellules/médiateurs/cellules, oxidants/antioxidants, protéases/antiprotéases. Il a pour
fonction de stimuler la synthése du collagéne mais aussi de recruter et d’activer les autres
cellules inflammatoires. 11 est capable d'initier, d"amplifier et de prolonger la réponse
inflammatoire. On s’accorde aujourd hui & penser que la persistance de 1'alvéolite sur de
grandes périodes joue sans doute un role majeur dans le passage a la chronicité des
processus fibrosants.
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1.2) Les poussiéres de mine de charbon

Les connaissances épidémiologiques sur la pneumoconiose du houilleur, qui dévoilent
I'existence de facteurs quantitatifs et qualitatifs liés aux poussiéres inhalées, nous
permettent d’introduire le concept de "nocivité spécifique des poussiéres de mine". On
peut la définir comme une nocivité déterminée expérimentalement qui, pour étre qualifiée
de "spécifique”, devra étre en accord avec les données épidémiologiques.

Les études de nocivité spécifique sont, en fait, basées sur deux éléments indispensables
pour évaluer I'aptitude des poussiéres a induire des Iésions fibroconiotiques: les résultats
de tests toxicologiques in vitro et in vivo et, d'autre part, la caractérisation physico-
chimique des poussiéres (composition minéralogique, granulométrie des particules...).

En hygiéne industrielle, la nocivité spécifique doit permettre de reconnaitre et de classer
les poussiéres dangereuses afin d’établir, sur des bases scientifiques, des valeurs limites
d’empoussiérage. 11 s’agit de déterminer des paramétres mesurables mais plus élaborés
que, par exemple, le rang du charbon exploité ou la simple teneur en quartz des
poussiéres. Les études de nocivité spécifique permettent l'acceés a certaines données
inaccessibles aux études épidémiologiques (étude des relations dose/effet, influence des
paramétres physico-chimiques des poussiéres). Elles peuvent fournir, dans les limites
d’une extrapolation des résultats a |'homme, des informations d’ordre étiopathogénique.

1.2.1) Etudes de la nocivité des poussiéres

Les tests de nocivité sont fort nombreux et trés diversifiés: on distingue les tests sur
cultures de cellules (tests in viro de cytotoxicité) et les tests qui font appel aux

expérimentations sur |'animal (tests in vivo d’histotoxicité et dits de fibrogénicité).

Si les études de médiateurs cellulaires libérés par des cellules animales ou humaines
émergent aujourd’hui dans la panoplie de tests de nocivité, les tests in vitro de
cytotoxicité les plus couramment utilisés font appel 4 des cultures de macrophages
animaux en incubation avec des poussiéres. La détermination de la cytotoxicité des
poussiéres se référe a des mesures d‘activités métaboliques ou de viabilité cellulaire:
concentrations enzymatiques intracellulaires ou dans le milieu de culture (lactate
déhydrogénase, phosphatase acide...), vitesses de croissance cellulaire, consommation
d’oxygene ou de glucose... Les résultats sont généralement rapportés a4 des cultures
témoins en présence de quartz ou de poussiéres inertes (TiO,) ou en I'absence de
poussiéres.
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Les tests in vivo d histotoxicité les plus communs se font par injection aux animaux
d’une dose unique de poussiéres par voie intra-péritonéale ou intra-trachéale. La nocivité
sera déterminée au niveau des poumons ou des ganglions lymphatiques: élévation en
taille et en poids, poids de collagéne formé, teneur en lipides pulmonaires, quantité de
poussiéres récupérée en fin d’expérience... D’autres tests s’intéressent a l'examen
histologique  qualitatif des lésions pulmonaires ou a la détermination
histomorphométrique semi-quantitative des lésions QTA (Quartz-Typical-Area) des
ganglions.

La nocivité des poussiéres de mine a fait 1’objet d"un nombre impressionnant d’études ou
la toxicité propre au quartz a retenu une attention particuliére. 11 faut clairement
discerner les études concernant les poussiéres de charbon broyé, les mélanges artificiels
charbon/quartz et les vraies poussiéres de mine, c’est a dire la fraction respirable de
poussiéres volantes prélevées dans les mines. Ces derniéres ont fait 1'objet de peu
d’études d'inhalation chronique sur 1'animal compte tenu des quantités élevées de
poussiéres nécessaires a ces expérimentations.

La cytotoxicité des vraies poussiéres de mine s’avére extrémement variable d'un test a

1'autre ou, pour un test donné, entre différentes poussiéres. Elle n’est pas toujours en
relation avec la teneur en quartz des poussiéres et peut étre supérieure a la cytotoxicité
attendue en se référant a cette teneur en quartz. Par contre, de meilleures corrélations
sont obtenues avec la teneur en cendres des poussiéres. On s’accorde a penser que la
matiére minérale est un facteur déterminant de la cytotoxicité (Seemayer et al., 1977,
Gormley et al., 1979; Davis et al., 1982; Robock und Reisner, 1982; Bruch et al., 19834,
Bruch, 1985, 1987).

Tl est apparu trés tot que les poussiéres obtenues par broyage de charbon sont peu
fibrogénes sur 1'animal (Belt and King, 1945; Dolgner et al, 1967) voire inertes
(Schlipkéter, 1958; Klosterkotter et al.,, 1963). Par contre, un apport artificiel de quartz
donnera un caractére fibrogéne aux poussiéres d'anthracite ou de charbon de rang
inférieur (Attygale et al.,1956) et proportionnellement a la teneur en quartz du mélange
(Schlipkoter et al., 1971; Le Bouffant et al., 1977).

Les tests in vivo montrent que la fibrogénicité des vraies poussiéres de mine est variable
mais, d’'une maniére générale, trés inférieure a la fibrogénicité des poussiéres de quartz.
On a donc attribué le caractére peu fibrogéne du quartz dans les vraies poussiéres de
mine a diverses contaminations de surface. Le role du charbon et notamment des
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minéraux argileux associés au quartz a été évoqué. Des études de sables quartzeux, de
mélanges artificiels quartz/charbon ou quartz/argiles ont permis de suspecter des
contaminations de surface par de l'aluminium adsorbé ou, plus exactement, i de
I'aluminium relargué in vivo par les argiles puis réadsorbé sur la surface du quartz. Il a
été expérimentalement démontré que la durée et 'intensité de cet effet dépendent de la
nature des argiles et de leur teneur dans les mélanges (Le Bouffant et al., 1977, 1982,
1987b).

Il faut cependant remarquer que les études précédemment citées se rapportent & des
mélanges artificiels qui sont peu représentatifs de la composition, de la granulométrie et
de I'hétérogénéité des vraies poussiéres de mine. Les études des vraies poussiéres de
mine montrent que la matiére minérale (quartz et minéraux associés) joue un role
beaucoup plus complexe.

En effet, les tests intra-trachéaux montrent que la fibrose pulmonaire est plus prononcée
pour les poussiéres riches en quartz et en minéraux associés. Les minéraux et les
particules fines sont préférentiellement éliminées vers les ganglions lymphatiques. A
I'inverse, le taux de rétention pulmonaire est plus élevé pour le charbon et les grosses
particules. Le lymphotropisme du quartz est promoteur de la pénétration ganglionnaire
des autres minéraux et du charbon, mais sera inhibé par les minéraux associés au quartz
(Reisner et al., 1983; Rosmanith et al., 1981, 1985, 1988).

D’autres auteurs soulignent que la fibrogénicité des poussiéres de mine est, d'une
maniére générale, trés faiblement corrélée avec la teneur en quartz des poussiéres. La
pénétration des poussiéres dans les tissus pulmonaires ou les ganglions leur apparait
essentiellement déterminée par la teneur totale en matiére minérale. La teneur en quartz
ne semble pas jouer un réle particulier. Ils observent des taux de pénétration
ganglionnaire plus élevés pour les fines particules qui correspondent a la fraction la plus
riche en matiére minérale et la plus cytotoxique. L'élimination des poussiéres vers le
systeme lymphatique est déterminée par leur cytotoxicité. Ces auteurs notent cependant
que les particules les plus fibrogénes au niveau des ganglions seront les plus fines pour
certaines poussiéres et inversement pour d'autres (Bruch, 1985, 1987; Bruch and
Hilscher, 1988).

Une recherche communautaire de la Commission des Communautés Européennes,
consacrée a I'étude comparative de 27 tests de nocivité différents (12 tests in vitro et 15
tests in vivo), a montré que la nocivité de ces poussiéres est avant tout liée a leur teneur
totale en matiére minérale. Il est également apparu qu’il serait vain de vouloir cerner tous
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les paramétres de nocivité d"une poussiére au moyen d’un test unique et qu’il est souvent
difficile d’observer des corrélations avec les données épidémiologiques (Bruyet, 1987, Le
Bouffant, 1987a, Le Bouffant et al., 1988).

Enfin, il reste a mentionner les résultats d’études d’inhalation de mélanges artificiels

quartz/charbon ou de poussiéres de mine. Elles mettent en évidence le lymphotropisme
du quartz et suggérent que le transport lymphatique du quartz facilite le transport des
autres particules (Robertson et al, 1984; Vincent et al, 1987). Des Iésions
fibroconiotiques pulmonaires semblables aux nodules silicotiques sont observées par
inhalation de poussiéres de mine riches en quartz (Robertson et al., 1988). Certaines
d’entre elles peuvent, cependant, produire uniquement de la fibrose interstitielle diffuse
(Davis et al., 1991).

En résumé, on peut retenir que le concept de "nocivité spécifique" est une grandeur
complexe de caractére multidimensionnel. Les études in vitro et in vivo montrent que la
teneur en matiére minérale gouverne la nocivité des poussiéres de mine. Jusqu'a présent,
aucun parameétre déterminant de la matiére minérale n’a été clairement identifié. Le rdle
de la teneur en quartz reste ambigu. L'effet protecteur des minéraux associés au quartz
et les interactions entre minéraux ont été particuliérement évoqués (Le Bouffant et al,
1977, 1982, 1987b). D’autres auteurs rappellent que les teneurs en quartz habituelles des
poussiéres sont faibles et que la nature mixte des poussiéres de mine permet d’imaginer
des effets de modulation voire des effets nouveaux et une nocivité propre a ce genre de
matériaux (Bruch, 1987).

1.2.2) Caractérisation des poussiéres de mine

La caractérisation des poussiéres respirables recueillies dans les mines fait appel a
diverses méthodes physico-chimiques:

- détermination du rang du charbon par mesure du pouvoir de réflexion de la vitrinite ou
de la teneur en matiére volatile (chauffage a 900°C sous vide),

- détermination par Coulter Counter ou par microscopie électronique de la granulométrie
des particules,

- mesure de la surface spécifique des poussiéres par cryoadsorbtion de krypton (méthode
BET) ou par calcul basé sur le diamétre moyen des particules,

- études de la teneur en matiére minérale, de la composition minéralogique et chimique
des poussiéres.
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L'étude des constituants inorganiques des poussiéres fait I'objet d’une attention
particuliére en nocivité expérimentale. En effet, les charbons contiennent des quantités
variables de matériaux inorganiques de nature et d'origine diverses. La matiére
inorganique des végétaux, les complexes organométalliques ou les minéraux formés ou
déposés dés les premiéres étapes de houillification sont les plus intimement liés au
charbon et sont qualifiés de constituants "syngénétiques".

Les minéraux d’origine "épigénétique" sont formés ou déposés plus tardivement (apres la
consolidation du charbon) ou peuvent résulter de 1 altération de minéraux syngénétiques.
Ils sont moins finement divisés que les minéraux syngénétiques et occupent généralement
des failles géologiques ou s“intercalent dans les veines de charbon (Stach et al., 1975).

I est souvent difficile de certifier 1'origine des minéraux identifiés dans les charbons dont
une liste (non exhaustive) est présentée dans le tableau 1.1. Le quartz et les minéraux
argileux tels que les micas (illites, séricite, muscovite) ou la kaolinite sont d’origine
syngénétique ou épigénétique. Les minéraux argileux sont les plus abondants et peuvent
représenter 60 a 80% de la matiére minérale totale des charbons. Le quartz ne représente
que 1 & 10% de la matiére minérale totale des charbons qui varie, d'une maniére
genérale, de 10 2 30% (Valkovic, 1983).

Les carbonates, second groupe par ordre d’abondance, seront d’origine syngénétique
(dolomite, sidérite) ou épigénétique (calcite, ankérite). Ils se retrouvent aussi bien dans
les bassins de type "limnique" (ou bassins continentaux du type sarro-lorrain) que de type
"paralique” (ou bassins ctiers tels que la Rubr ou le Nord-Pas de Calais).

La dolomite est un minéral caractéristique des charbons déposés dans les bassins
paraliques ayant subi une forte influence marine. Elle peut y former des concrétions de
taille variant de 1 4 40 cm ("coal balls") qui seront de remarquables marqueurs
stratigraphiques (Stach et al., 1975). La calcite, d’origine épigénétique et en faible
concentration pour la plupart des charbons datant du Carbonifére (-280 a -350 Mio.
d’année) sera le constituant majeur de la matiére minérale des charbons datant du
Crétacé (-70 & -130 Mio. d"années) tels que ceux de Gardanne en Provence.

Les oxydes, hydroxydes et disulfures de fer sont des constituants non négligables de la

plupart des charbons. La pyrite, relativement commune, est caractéristique des bassins
paraliques ou elle se présente sous une forme framboidale ou nodulaire. Elle est alors
d’origine syngénétique et indique que les bassins ont subi une forte influence marine et
une intense activité bactérienne.
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Tableau 1.1; Constituants minéraux des charbons(1) et composition minéralogique de la fraction respirable de 23 poussiéres de mines de

charbon(2)

Minéraux

Teneurs rapportées a 1a fraction minérale

<1%

1-5%

des charbons®
5-10% | 10-30%

30-60%

>60%

Teneurs moyennes

Teneurs dans les poussiéres de mines®

Valeurs limites

Aluminosilicates Illite

Ky sAly(Alg 55i3 50,0)(OH),

'

et silicates Séricite/muscovite  KAl,(A1Si;0,)(OH), * * 17.4 2.8-338
Kaolinite Al(Si40,0)(OH)g * 2.0 2.1-204
Montmorillonite  Aly(Si40;)(OH),.nH,0 .- --
Chlorite (Mg Fe)Al,(Si,0,0)(OH)g ~1.0 <29
Zircon Z1Si0, -- .-
Carbonates Sidérite FeCO, * * =~ 1.0 <25
Calcite CaCO, * * 2.0 --
Ankérite CaFe(CO;), * .- -
Dolomite CaMg(COy), * * ~1.0 <3.0
Oxydes et Quartz SiO, * * 4.9 1.5-116
hydroxydes Limonite Fe,05.nH,0 * * -- --
Hématite Fe,0,4 * -- --
Goethite FeOOH * .- --
Diaspore AIOOH * -- .-
Rutile TiO, * -.- -.-
(Di)sulfures Pyrite FeS, * * = 1.0 <45
et sulfates Marcassite FeS, * -- .-
Galéne PbS " -- .-
Baryte BaSO, * .- .-
Gypse CaS0,4.2H,0 * <10 <20
Chlorures Halite NaCl }t
Sylvine KCl * * <10 <10
Phosphates Apatite Cag(PO,)3(F,OH...) * - -

(1) d’aprés Stach et al., 1975

(2) teneur moyenne en charbon = 58.8% (valeurs limites: 16.4-82.8%); d aprés Le Bouffant, 1987a
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La teneur en matiére minérale des poussiéres respirables se rapporte 4 une mesure de
teneur en cendres déterminée & basse température (150°C) sous plasma d’oxygéne (LTA,
Low Temperature Ashing). Elle est souvent confondue avec les teneurs en cendres qui
sont mesurées par pesée du résidu d’incinération a I'air 4 des températures plus élevées
(jusqua 815°C). La mesure du rendement en cendres s’accompagne d'un dégagement de
'eau de constitution des minéraux, d'une décomposition des carbonates avec
dégagement de CO,, d'une oxydation des pyrites en oxydes de fer et d'une
transformation du soufre organique en sulfates. Ces modifications se traduisent
généralement par une perte de poids et une teneur en cendres inférieure a la teneur en
matiére minérale (Valkovic, 1983).

La teneur en matiére minérale de la fraction respirable des poussiéres de mine est
extrémement variable (de 10 a 90%) et systématiquement plus élevée que celle des
charbons exploités. Cette tendance s’accentue pour les poussiéres de mine de charbon de
bas rang (> 40% de matiére volatile) qui sont plus riches en matiére minérale (> 50%)
que celles de charbon de haut rang (matiére volatile < 12%, matiére minérale < 30%)
(d’'aprés Le Bouffant, 1987a). Cette richesse en minéraux résulte des techniques
d’extraction qui abattent le charbon (et sa propre matiére inorganique) sans épargner les
roches intercalaires ou les épontes de la veine de charbon (nommées "toit" et "mur").

La détermination de la composition minéralogique des poussiéres est basée sur des
mesures de diffraction des rayons X (RX) et de spectroscopie infrarouge (IR). Les
études de diffraction RX, rarement consacrées i des poussiéres originales, sont
effectuées sur des poussiéres ayant subi un LTA voire sur des cendres obtenues i 380°C
ou 450°C. Les analyses de spectroscopie IR sont effectuées sur des poussiéres ayant au
moins subi un LTA et sur des cendres obtenues a 380°C ou 700°C. Pour les deux
méthodes analytiques, le choix du traitement thermique des poussiéres dépend de la
nature du minéral a analyser. Les méthodes de calibration (stantard interne ou externe),
le choix des matériaux de référence (origine géologique et granulométrie) et les
méthodes de correction des interférences sont également variables d'un laboratoire a
1"autre.

Une comparaison entre les méthodologies appliquées dans différents laboratoires
européens (Le Bouffant, 1987a) a montré que les résultats sont plus concordants pour la
spectroscopie IR que la diffraction RX. Les analyses de kaolinite et notamment de quartz
se sont avérees les plus concordantes et les plus fidéles. Les résultats pour I'illite/séricite
sont considérés comme satisfaisants compte-tenu des difficultés analytiques propres a ce
genre de matériaux. Cette étude a souligner I'importance du choix des matériaux de
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référence: effets de granulométrie pour la détermination du quartz et problémes de
cristallinité des minéraux argileux.

Les valeurs extrémes et les teneurs moyennes des constituants minéraux de 23 poussiéres
respirables de mines européennes de charbon sont données dans le tableau 1.1 (Le
Bouffant, 1987a). On peut considérer que les teneurs moyennes des trois constituants
majeurs (quartz/kaolinite/micas) sont approximativement dans les rapports 1/2/4. Ces
valeurs ne sont données qu’a titre indicatif car il existe d'une poussiére a l'autre des
fluctuations d’'ordre 1 a 10 pour les teneurs des différents minéraux ou leurs
concentrations relatives. La teneur en quartz des poussiéres respirables est en moyenne
de I'ordre de 5% et dépassera rarement 10%.

La détermination de la composition chimique des poussiéres de mine, des charbons ou
de la matiére minérale des épontes est basée sur les analyses de cendres par spectrométrie
de fluorescence X et d’absorption atomique. Les oxydes des 10 éléments majeurs (Si, Al,
Fe, K, Ca, Mg, Na, Ti, S, P) représentent plus de 95% de la masse des cendres de ces
matériaux. Leurs teneurs relatives expriment 1'échelle suivante: SiO; > Al,O3 > Fe,05 >
Ca0, K,0, MgO, Na)0, TiO,, SO3, P,0s. La teneur en oxyde de silicium (quartz
inclus) représente généralement 50-60% de la masse de ces cendres. Pour les poussiéres
de mine, elle tombe 4 environ 30% en se rapportant a la masse des poussicres non-
calcinées.

Les rapports SiO,/Al,O3 (quartz inclus) seront trés variables: 2.8 + 1.3 pour la matiére
minérale des épontes, 2 + 0.2 pour les poussiéres de mine, 1.3 £0.3 2 1.6 £ 0.5 pour les
charbons. Ces valeurs, calculées sur des données empruntées a la littérature, sont propres
aux poussiéres, charbons et minéraux associés de la Ruhr (Ruhrkohlehandbuch, 1987,
Kiihn et al,, 1987). Elles révélent la contribution de la matiére minérale des épontes a
celle des poussicres.

1l faut également noter que les rapports Si0,/Al,03 de la matiére minérale des épontes
(1.6 + 0.1, quartz exclus) ou de certaines illites isolées dans le bassin de la Ruhr ou du
pays de Galles (Si0/Al,0;5 = 1.4 a 1.6) s'éloignent des valeurs des illites de dépots
géologiques non-charbonneux (Si0,/AL03 = 1.9) et se rapprochent des valeurs de la
kaolinite (SiO5/Al,03 = 1.2). Ces valeurs traduisent un enrichissement en aluminium que
I'on retrouvera également dans certaines phases minérales proches des illites, faiblement
cristallinisées, finement divisées mais minéralogiquement non-identifiables qui ont été
détectées en grande quantité (jusqu'a 60% en masse) dans la matiére minérale des
charbons de la Ruhr ou de la Saar (Kithn et al, 1987).
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1.3) Objectifs et présentation du travail

Il existe de nombreuses incertitudes relatives au concept de nocivité spécifique des
poussiéres de mine de charbon. Elles sont illustrées par des divergences ou des
contradictions flagrantes entre les données épidémiologiques, les résultats des tests de
nocivité et les données physico-chimiques des poussiéres. Les discordances les plus
frappantes ont trait 4 la teneur en quartz des poussiéres, minéral bien connu pour ses
propriétés cytotoxiques et fibrogénes. La teneur totale en matiére minérale gouverne la
nocivité expérimentale des poussiéres. Mais les analyses minéralogiques n’ont pas permis
d’identifier les paramétres déterminant la nocivité de ces poussiéres.

Il faut rappeler que les vraies poussiéres de mine sont des poussiéres mixtes, c’est a dire
des mélanges complexes de constituants organiques et minéraux qui représentent des
populations hétérogénes de particules. L'hétérogénéité au niveau de la particule
individuelle est ignorée par les méthodes analytiques conventionnelles utilisées en routine
(spectroscopie IR ou diffraction RX). Elles fournissent des résultats d’analyse globale

(donnés en concentrations massiques) qui ne dévoilent en rien la distribution des divers

composants au sein des poussiéres.

La distribution des constituants des matériaux particulaires peut étre imaginée,
notamment pour les composants mineurs ou traces, par deux cas de figures extrémes.
Ceux-ci sont illustrés (pour des constituants de méme masse spécifique et des particules
isométriques) par la figure 1.2. Elle modélise une teneur massique en quartz de 10%
(déterminée par analyse globale) signifiant d une part:

- que 10% de la population de particules sont des particules exclusivement constituées de
quartz (mélange "exogéne"),

- ou, 4 l'autre extréme, que toutes les particules sont de nature mixte et contiennent
chacune une fraction de 10% en masse de quartz (mélange "endogéne").

1 apparait, d'un point de vue toxicologique, que ces deux extrémes représentent deux
situations fondamentalement différentes: la surface du quartz, accessible dans un mélange
exogene, sera masquée par des constituants protecteurs dans un mélange endogéne.
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Mélange exogéne:

Mélange endogéne:

Figure 1.2: Modélisation d'une teneur massique de 10% en quartz (déterminée par
analyse globale) et formant un mélange exogéne ou un mélange endogeéne

On peut donc s'interroger sur les limites des études de nocivité spécifique basées
uniquement sur des méthodes analytiques conventionnelles et se demander si les raisons
des divergences précédemment évoquées ne sont pas a chercher dans la nature
hétérogéne des particules.

Ce raisonnement montre qu’une caractérisation au niveau de la particule individuelle
s’avére impérative pour les études visant & correler les données toxicologiques aux
paramétres physico-chimiques des poussiéres mixtes.

Le présent travail est consacré a une telle caractérisation de poussiéres d’origine
diverses. Dans la panoplie actuelle des techniques analytiques capables de caractériser
des poussiéres respirables au niveau de la particule individuelle, la microsonde laser
couplée a la spectrométrie de masse (microsonde LAMMA, voir chapitre 2) est un outil
analytique de haute sensibilité et de grande sélectivité.

Cette méthode analytique sera d"abord utilisée sur des poussiéres de silice de référence.
Elles seront étudiées afin d’élaborer un schéma de classification des particules
individuelles pouvant distinguer les mélanges exogéne et endogéne de quartz. Le reste du
travail sera consacré a 1’étude de vraies poussiéres de mine de charbon et de poussiéres
recueillies sur poumons de mineurs.
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Le schéma de classification des poussiéres de silice et la caractérisation des autres
poussiéres sont fondamentalement basés sur les éléments détectables au niveau de la
particule individuelle. On y cherchera des critéres de groupes de particules (éléments ou
combinaisons d’éléments) permettant de différencier les poussiéres par des
"histogrammes chimiques".

Ces derniers serviront a identifier les particules dont la présence dans les poussiéres
pourrait expliquer les données expérimentales de nocivité, les données anatomo-
pathologiques des poussiéres récupérées sur poumons humains et/ou les données
épidémiologiques.

L'identification des paramétres de modulation de la nocivité propre au quartz sera
I'objectif premier de ce travail. Les contaminations de la surface du quartz, dont le réle a
déja été mis en exergue par la littérature scientifique, feront 1'objet d’une attention
particuliére. Mais on concentrera I"étude sur les vraies poussiéres de mines plutdt que sur
le cas des silices ou des mélanges artificiels.

On tentera également de cerner des paramétres de nocivité jusqu’a présent insoupconnés,
indépendants du quartz et susceptibles d’étre validés par de futures expérimentations in
vitro ou in vivo.

La concordance (ou la divergence) entre les données épidémiologiques et les données de

nocivité expérimentale servira de base pour discuter la spécificité des paramétres
identifiés.

000000000
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CHAPITRE 2

Partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par
microsonde LAMMA

2.1) La microsonde laser LAMMA

L’idée d‘utiliser les sources d’ions induites par laser en spectrométrie de masse est
apparue dans les années 1960. Les instruments développés, de résolution spatiale et de
limites de détection insuffisantes, ne permettaient pas d’effectuer des analyses dans le
domaine du micrométre (Kovalev et al., 1978, Conzemius and Capellen, 1980; Van
Vaeck and Gijbels, 1989). C'est en 1975 que Kaufmann et Hillenkamp présentent une
configuration d’instruments capables de satisfaire aux besoins des analyses dans le
domaine considéré. Le premier instrument commercial, la microsonde LAMMA 500%
(Leybold-Heraeus, Cologne), fut disponible des 1978.

La configuration de base de ces instruments consiste a coupler, au travers d'un
microscope, une source laser pulsée et un spectrométre de masse a temps de vol. La
source laser est utilisée pour "vaporiser" et partiellement ioniser 1'échantillon. Les
informations analytiques sont obtenues par la spectrométrie de masse des ions formes.
Cette configuration offre 1’avantage d’effectuer des analyses localisées et sensibles sur
des microvolumes d'échantillon préalablement choisis (10-12-10-13 cm3).

Originellement vouée a 1'étude des tissus biologiques, 1'analyse par spectrométrie
LAMMS (LAser Microprobe Mass Spectrometry) dépasse aujourd’hui le cadre de la
recherche biomédicale et trouve de nombreuses applications dans les autres domaines
scientifiques. On trouvera dans la litérature de nombreux articles de revues décrivant les
applications dans:

- le domaine biomédical (Kaufmann 1982a; Kaufmann et al., 1978, 1979, 1986, 1989;
Verbueken et al., 1985, Tourmann et al., 1990),

- en analyse des aérosols et des fibres (Kaufimann, 1986; Wieser and Wurster, 1986; De
Waele and Adams, 1986; Van Grieken and Xhoffer, 1992),

- en sciences des matériaux et en spectrométrie de masse des composés inorganiques
(Verbueken et al., 1988; Clarke, 1989; Holm and Holtkamp, 1989),

- en spectrométrie de masse des composés organiques et notamment des biomolécules
peu volatiles et thermolabiles (Hillenkamp, 1985; Hillenkamp and Karas, 1990; Spengler
and Kaufmann, 1992; Hillenkamp et al., 1993).
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2.1.1) Principe physique

La spectrométrie LAMMS est basée sur 1excitation électromagnétique par laser
d’échantillons en phase solide. Les processus de transfert et de déposition d’énergie qui
apparaissent au cours de l'interaction laser/solide dépendent de l'irradiance (densité de
puissance) au niveau du point d‘impact du laser. Des processus d’absorption non-
linéaires apparaissent pour des irradiances suffisamment élevées (> 106 W/cm?2). Ceux-ci
peuvent induire des transformations physiques de 1'échantillon de nature et d’intensité
diverses: désorption en phase gazeuse, désorptionfionisation, formation de
microplasma...

Il n’existe actuellement aucune théorie unifiant tous les processus physiques participant a
I'ionisation laser de la phase solide des matériaux inorganiques ou organiques. Les
meécanismes d’ionisation laser différent lorsqu’ils concernent directement la phase solide
de I'échantilion ou la phase gazeuse susjacente a 1’échantillon (Muller et al., 1993).
L'ionisation en phase gazeuse est controlable car les principes de base de la
spectroscopie atomique ou moléculaire s’y appliquent. Elle permet d’augmenter le
rendement ionique par la technique de post-ionisation des neutres émis dans la phase
gazeuse.

L'ionisation directe de la phase solide met en jeu des mécanismes ultra-rapides de
déposition d’énergie. Leurs contributions effectives a I'ionisation et leurs effets sur les
résultats finaux restent difficiles a évaluer. En pratique, on a coutume de distinguer
plusieurs modes de formation d’ions en fonction de I'irradiance:

- 4 haute irradiance (>1010 W/cm2) des ions élémentaires seront préférentiellement
formés

- 4 moyenne irradiance (<1010 W/cm? et > 108 W/cm2) on retrouvera les ions
élémentaires éventuellement accompagnés d’ions "clusters" (ou ions de recombinaisons)
dont la nature dépend du solide étudié

- 4 basse irradiance (<107-108 W/cm2) prédominent les processus de "désorption
laser”. Ils favorisent 1'analyse des molécules organiques car la fragmentation des
molécules est limitée en mode désorption. Ces derniéres seront détectées sous forme
d’ions de protonation (M + H)*, de cationisation (M + Na)*... Une optimisation des
conditions de déposition de 1'énergie laser dans une matrice absorbant cette énergie a
permis de mettre au point la technique MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionisation) (Hillenkamp and Karas, 1990, Hillenkamp et al., 1993). Elle permet la
désorption/ionisation de molécules "intactes” et de trés hautes masses (<350 kDa). Cette

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA



27

technique est trés efficace en analyse des biopolyméres tels que les protéines,
glycolipides, oligo-nucléotides...

Tl n’existe pas de seuil de transition bien défini entre ces différents modes d’ionisation.
De nombreux paramétres physiques vont étre déterminants: nature de I'échantillon,
géométrie échantillon/laser, longueur d'onde du laser, mode de focalisation... Ils
imposent des limites quant aux possibilités de quantification en spectrométrie de masse
induite par laser. On retiendra, dans le cadre du présent travail consacré a la matiére
minérale des poussiéres, que la matrice de Iéchantillon et le potentiel d’ionisation (PI) de
I'élément considéré vont influencer les processus d’ionisation et le rendement ionique.

L'irradiance doit franchir une valeur de seuil d’ionisation qui dépendra d’effets de
matrice: nature des liaisons chimiques, concentrations des autres éléments, réseau
cristallin... La préexistence d’ions dans les solides ioniques et l'énergie du réseau
cristallin vont étre déterminants. Une étude d’halogénures alcalins a montré 1’existence
d’une loi exponentielle reliant le seuil d’ionisation et I'énergie de réseau des différents
halogénures étudiés (Muller, 1982). ’

Le seuil d’ionisation a franchir sera également plus bas pour les éléments facilement
jonisables tels que les alcalins (P1 = 4-5 eV) et dont les limites de détection sont les plus
basses (0.1-10 ppm) (Wechsung et al., 1978; Surkyn and Adams, 1982). Les limites de
détection des éléments a potentiels dionisation plus éleves (par exemple Hg, Pt, Cd a PI
> 9 eV) sont de |'ordre de quelques centaines de ppm.

Ces limites de détection sont remarquables compte-tenu de la faible quantité de matériel
analysé pour chaque impulsion laser (de I'ordre de quelques picogrammes). La quantité
absolue d’élément ainsi détectable est de I'ordre de 10-17-10-19 grammes. Les limites de
détection peuvent étre améliorées d'un facteur 10 voire 100 par ionisation laser
résonante, c’est a dire en calant la longueur d’onde du laser sur des raies élémentaires
définies (Krier et al., 1985; Verdun et al., 1987; Hubert et al., 1992).

La formation des ions est un processus quasi-instantané qui ne dépassera pas la durée de
1'impulsion laser (10-15 nS). La spectrométrie de masse a temps de vol est une méthode
de choix pour les sources pulsées d’ions. La trés haute transmission de tels spectrometres
de masse n'est pas étrangére aux limites de détection atteintes en spectrométrie
LAMMS.
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La spectrométrie de masse & temps de vol (TOF, Time-Of-Flight) consiste a séparer des
ions de masses différentes ayant acquis, grice a un potentiel électrostatique
d’accélération Urpp, une méme énergie cinétique E,;,. Iis atteignent des vitesses v
différentes qui vont permettre de les séparer en fonction de leur temps de vol ¢ le long
d’un trajet d. Ainsi, pour un ion de masse m et de charge élémentaire e:

Egin = 1/2 mv2 = eUpop
v = (2eUtgp/m)!/2
v=dt = t=d/(2eUpgp/m)!/2
Pour un trajet d et un potentiel d"accélération Uy constants:
t=km1/2 (k = constante)

On voit que le temps de vol ¢ des ions est directement proportionnel 4 la racine carrée de
leur masse m. Un tel spectrométre de masse sépare donc les ions par paquets d’ions de
masse définie et offre l'avantage, par simple changement de polarité des potentiels,
d’analyser les ions positifs ou les ions négatifs du microplasma généré par le pulse laser.
La résolution en masse du spectrométre sera améliorée a l'aide d'un reflecteur d’ions
(voir ci-dessous) pour atteindre une valeur m/Am proche de 500 (a la masse 200).

2.1.2) Description instrumentale

L'instrument utilisé dans le présent travail est une microsonde LAMMA 500®
(Wechsung et al., 1978; Vogt et al., 1981). Un schéma, donné en figure 2.1, montre les
trois éléments de base de cet instrument: la source laser, le spectrométre de masse TOF
et une version modifiée du microscope (Kaufmann, 1982) permettant la visualisation en
UV des échantillons (A = 260 + 10 nm).

L’échantillon monté sur grille de microscope électronique (& = 3 mm) se trouve sur un
manipulateur en x,y et sera observé en transmission au travers d’une fenétre de quartz.
Un laser pilote a He-Ne permet de sélectionner un point d'intérét analytique au sein de
I'échantillon. Un laser Nd-YAG (A = 1064 nm, 1T = 15 ns), quadruplé en fréquence,
déclenché en mode Q-switched, parfaitement colinéaire au laser pilote sera focalisé au
niveau de I'échantillon sur un diamétre de 1’ordre du micron.
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Figure 2.1: Représentation schématique de la microsonde laser LAMMA 500

Tableau 2.1: Données techniques de la microsonde LAMMA 500

Microscope

Objectif: Ultrafluar x10, x32, x100 (Zeiss)
Transillumination UV: lampe XBO 75W/2 (Osram)

+ filtre réflection (Schott)
Caméra UV: TSU C2400 (Hamamatsu)

Laser

Laser pilote: He-Ne 4 mW (Spectra-Physics)
Laser UV: Nd-YAG System 2000 (JK Laser)

TOF

Leybold-Heraeus GmBH (1.8 m., réflecteur inclus)

UTOF =43 kV

Urpns =+1.2kV

UREF =+0.14kV

Systéme vide: Pompes rotative/turbomoléculaire/ionique (Leybold-
Heraeus)

Détecteur

Tandem-MCP (Galiléo MCP 40) + préamplificateur x5 (Advantek GPD)

Enregistreur

Biomation 8100 (Gould)

Informatique

PC-AT IBM-compatible (Fox)

Programme ULISSES 7.2 (Chips-At-Work GmBH, Bonn)
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L’irradiance au point d’impact du laser (107-109 W/cm?) suffit a4 "vaporiser" et
partiellement ioniser 1'échantillon. Les ions formés dans le microplasma sont accélérés
par un potentiel de + 3000 volts et focalisés par une lentille ionique sur 1'axe du
spectrométre de masse. Aprés un trajet libre de champ de 120 cm, les ions sont réfléchis
sur un angle de prés de 180° par un réflecteur ionique. Ce dernier compense les
différences de temps de vol des ions de masses égales mais d’énergies cinétiques initiales
différentes; il est destiné a améliorer la résolution du spectrométre de masse.

Aprés un dernier trajet de 60 cm les ions arrivent au détecteur effectuant une conversion
ion/électron et une amplification en cascade d’électrons. Le signal, stocké dans un
enregistreur de signaux transitoires (100 MHz) sera visualisé sur un oscilloscope et
envoyé vers un microordinateur. Les détails des données techniques de la microsonde
LAMMA 500 sont donnés dans le tableau 2.1.

2.2) Matériels et méthodes
2.2.1) Origine et préparation des échantillons
Les détails sur les méthodes de prélévement, 1'origine stratigraphique et la composition

minéralogique des poussiéres seront donnés dans les chapitres respectifs aux différentes
poussiéres. Tous les échantillons de cette étude sont des poussiéres respirables (J = 1-4

um) de propriétés toxicologiques connues:

- les poussiéres de silice de référence (chapitre 3) sont des matériaux broyés en
laboratoire dont on a isolé la fraction respirable.

- les poussiéres de mines riches en quartz (chapitre 4) ont été prélevées au fond sur les
filtres secs de dépoussiéreurs (poussiéres allemandes) ou d’auxiliaires de ventilation
(poussiéres britanniques) installés en voies d’évacuation; la fraction respirable de ces
poussiéres a été isolée en laboratoire.

- les poussiéres a faible teneur en quartz des chapitres 5 et 6 ont été prélevées au fond
(en taille ou en voie) sur échantillonneur BAT II; celui-ci permet de recueillir directement
la fraction respirable des poussiéres volantes.
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La seule condition imposée aux échantillons destinés aux analyses LAMMA est une
stabilité au vide (10-6-10-7 mbar). Les échantillons ont été analysés sans aucun traitement
préalable (lavage, métallisation ou élimination de la fraction de charbon); ils
correspondent exactement aux échantillons utilisés dans les tests sur cellule ou sur
l'animal. Les poussiéres sont déposées par adhésion sur une grille de microscope
électronique (200 mesh) recouverte d'un film de formvar (polyvinylformaldéhyde,
épaisseur < 0.05 um).

Une méthode d’analyse en profil de profondeur par tirs laser répétitifs sur les particules
individuelles est décrite au chapitre 4. Elle nécessite de maintenir les particules sous le
microscope malgré 1’onde de choc induite par le premier tir laser. Les particules ont donc
été fixées dans une feuille de formvar. Celle-ci & été préparée par mise en suspension des
poussiéres dans une solution & 1.4% de formvar/chloroforme (~ 1mg de poussiére/ml de
solution).

La suspension de particules est étalée et séchée sur support de verre. Une répétition des
opérations permet de préparer une feuille de formvar d’épaisseur avoisinant 0.5 pm. La
feuille chargée de particules, détachée et récupérée par flottation sur eau bidistillée, sera
repéchée sur papier filtre, séchée a I'air puis montée sur grille sandwich.

2.2.2) Enregistrement et traitement des spectres LAMMA

Seuls les spectres d’ions positifs des particules ont été enregistrés dans la présente étude.
Des tentatives préliminaires avaient montré que les spectres d’ions négatifs des
poussiéres de mines étaient trés riches en signaux mais dont la plupart étaient non-
spécifiques aux différentes phases minérales et résultaient de recombinaisons en phase
gazeuse. La matiére organique des charbons, source de nombreuses interférences, peut
conduire a I'interprétation erronée de tels spectres. Nous avons donc accepté de perdre
les informations analytiques relatives aux éléments identifiables sur spectres d’ions
négatifs (S, P, CLLF...).

Afin d’obtenir des spectres LAMMA complets des particules (€léments majeurs, mineurs
et traces) mais suffisamment résolus et sur un domaine dynamique étendu, deux
enregistreurs de signaux transitoires ont été utilisés en paralléle: le premier était calé sur
le domaine de masse des éléments majeurs (de 20 &4 90 Daltons) avec une sensibilité¢ de
500 mV; le second, calé sur un grand domaine de masse (5 a 210 Daltons), permet
d’identifier les éléments mineurs ou traces (sensibilité 5 mV).
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Les spectres des éléments majeurs ont été enregistrés et calibrés en masse sur
microordinateur IBM-compatible a 1'aide du programme ULISSES. La résolution en
masse de la microsonde LAMMA permet de reconnaitre les massifs isotopiques de la
plupart des éléments mais ne suffit pas a discriminer certains signaux d’interférences. Par
exemple, un signal a la masse 56 Daltons peut étre attribué a l'isotope 56Fe* ou a I'ion
moléculaire CaO*. La discrimination sera effectuée en fonction des critéres suivants: les
signaux 40Ca* et 57CaOH™* qui accompagnent le signal CaO* et, d’autre part, les autres
signaux isotopiques du fer (34Fe* et 57Fe*). Cet exemple montre qu’une interprétation
de spectre sur ordinateur sans l'assistance d’'un programme tenant compte de telles
interférences serait erronée. L exploitation et la classification des spectres n’a donc pas
été informatisée.

Pour cette raison, l'intensité des signaux n’a pas pu étre quantifiée lors de 1’exploitation
des spectres. L objectif de notre travail n’est pas de fournir des résultats quantitatifs
exprimés en termes de concentrations absolues (ou relatives) des différents éléments dans
les particules. Les connaissances actuelles fragmentaires sur les processus d’ionisation
laser des phases solides et sur les rendements ioniques des différents éléments justifient
peu cette approche, surtout pour des matrices aussi complexes que les poussiéres de
mines. Rappelons que 1’objectif principal du présent travail est de déterminer des critéres
de groupes de particules (éléments ou combinaisons d’éléments) dont on veut étudier la
distribution sur des populations de particules.

L amplitude des signaux a donc été simplement codée selon le schéma suivant:

- signaux d’intensité codée "0": signaux proches des limites de détection,
- signaux d’intensité codée ""1'": amplitude atteignant 5 a 30% de I'échelle
de saturation de I'enregistreur,
- signaux d’intensité codée "10": amplitude saturée ou pouvant atteindre la saturation.

Les intensités de signaux ont été pondérées, dans la mesure du possible, par
normalisation sur une référence interne, c’est a dire un signal élémentaire choisi en
fonction des critéres suivants:

- distribution de 1'élément sur la totalité de la population de particules (ou au moins sur
une classe définie de particule),

- I'élément posséde un isotope dont I'intensité du signal varie de 1’amplitude "1" & "10"
(41K+, 30Si"’, 26Mg+,.,)_
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Cette normalisation des intensités des signaux s’est avérée simple et efficace dans le
cadre d'une exploitation des spectres non-informatisée.

La figure 2.2 illustre la normalisation des amplitudes des signaux de trois spectres en
utilisant le signal 41K+ comme référence interne. L'intensité, par exemple, du signal
36Fe* sera codée:

- "10" dans le spectre 2.2a (rapport 3Fe*/ 41K+ > 1)
- "1" dans le spectre 2.2b (rapport 55Fe*/ 41K* ~ 1)
- "0" dans le spectre 2.2¢ (rapport 56Fet/ 41K* < 1).

Le signal du fer dans le spectre 2.2c sera donc considéré d amplitude moindre que dans
le spectre 2.2b malgré les hauteurs de signaux comparables dans les deux cas.

Les résultats finaux des analyses LAMMA seront donnés sous forme "d histogrammes
chimiques" exprimés en "incidence". Ces histogrammes permettent de caractériser les
poussiéres en fonction de critéres de groupes de particules. Ces critéres de groupes sont

basés sur des éléments ou des combinaisons d’éléments. On précisera d’abord que ces
combinaisons d’éléments ne doivent pas étre confondues avec les ions de recombinaisons
d’éléments (ou "clusters") précédemment évoqués (voir chapitre 2.1.1).

Une incidence sera définie comme la fréquence d’apparition de particules caractérisées
par un élément ou une combinaison d’éléments: x particules sur 100 particules
présentent 1'élément A ou la combinaison ABC... Elle est donc rapportée a la population
totale de particules analysées (voir ci-dessous) et sera exprimée en "particules-%". On
précisera également qu’une telle unité n’exprime rien d’une fraction en masse de la
particule.

2.2.3) Irradiance laser

L’irradiance au niveau du point d‘impact laser gouverne les processus d’ionisation et les
rapports des intensités de signaux observés dans les spectres. La transmission du laser
(ou I'énergie laser) est modulable sur la microsonde LAMMA par un systéme de filtre
polarisant. Des mesures d’énergie laser permettent de calculer les valeurs numériques de
I'irradiance. |
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Figure 2.2: Exemples de normalisations d’amplitudes rapportées & l'intensité du signal
41K+

Afin d’opérer dans des conditions expérimentales parfaitement définies, il est souvent
préférable de fixer ce paramétre par utilisation de matériaux standards. Des coupes de
résine standard SK2 (résine de Spurr dopée en Li, Na, K, Sr et Pb, concentration 10
mM, épaisseur 0.2 um) et, d’autre part, des paillettes de muscovite (mica blanc) ont été
utilisées pour standardiser les conditions d’irradiance.
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Les conditions d’irradiances seront définies selon les critéres suivants:

- utilisation de 100% de transmission laser pour les études a irradiance élevée (~ 5.108
W/cm?2),

- utilisation de 30% de transmission laser pour les études a irradiance moindre (= 5.107
W/cm?2).

Les spectres de paillettes de muscovite obtenus a 30% et 100% de transmission laser
(figure 2.3) montrent les effets de 'irradiance sur les rapports d’intensité des signaux. Le
rapport des amplitudes de signaux 28Si/27Al (normalisés sur I'intensité du signal
isotopique 41K) sera codé "1"/"10" a irradiance moindre et sera codé "10"/"10" a
irradiance élevée. Cet effet traduit (en premiére approximation, voir chapitre 2.1.1) les
effets liés au potentiel d’ionisation d'éléments difficilement ionisables tels que le silicium

(PL=8.5 eV).
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Figure 2.3: Spectres de paillettes de muscovite obtenus a 30% et 100% de transmission

laser
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Une augmentation de 1’amplitude du signal 28Si paralléie a Iirradiance a déja été décrite
pour des micro-particules de verres standards (Surkyn and Adams, 1982). Ces auteurs
ont également observé des variations d’amplitudes des signaux diies aux écarts de
focalisation du laser.

On aura donc pris soin, dans le présent travail, a focaliser le faisceau laser pilote sur la
feuille de formvar (et non sur le coeur des particules) afin de minimiser les écarts de
focalisation d"une particule a 1"autre.

Ces observations soulignent la nécessité d’opérer avec des conditions analytiques
standardisées dans le cadre d’un travail visant 4 déterminer des incidences d’éléments (ou
de combinaisons d’éléments) basées sur des rapports d'intensités de signaux.

2.2.4) Nombre de particules analysées par échantillon

Les études de caractérisation de particules individuelles sont coiiteuses en temps
d’accumulation des données et d’exploitation des résultats. Un compromis doit étre
recherché entre un temps d’analyse raisonnable et le fondement statistique des
informations obtenues. L'absence de méthodes analytiques pouvant fournir des valeurs
comparatives et le caractére destructif des analyses LAMMA ne facilitent pas cette
approche.

Des essais par intra-comparaison des résultats obtenus (au sein d"un échantillon) sur un
nombre croissant de particules analysées peuvent répondre aux études de
reproductibilité. Une précédente étude LAMMA de 3 poussiéres de mines de charbon
(Barths und Schmitz, 1985) a montré que les incidences des éléments variaient peu au
sein des échantillons (~ 5% de leurs valeurs) en comparant les résultats basés sur
I'analyse de 100 et 500 particules/échantillon. On choisira donc de déterminer les
incidences des éléments par analyse de N> 100 particules/échantillon

La reproductibilité des incidences de combinaisons d’éléments restait a tester par intra-
comparaison. Les résultats sont présentés dans le tableau 2.2 pour 4 combinaisons
d’éléments testées sur 5 échantillons. Ces combinaisons d’éléments, dont on discutera
I'importance tout au long de ce travail, seront définies ultérieurement. Les valeurs
d’incidence, empruntées aux 5 échantillons du chapitre 4, sont basées sur 1'analyse de
500 et 1000 particules/échantillon.

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA
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Tableau 2.2: Intra-comparaison des incidences de 4 combinaisons d’éléments
(particules-%) basées sur 1’analyse de 500 et 1000 particules/échantillon
(5 échantillons testés: TF4, TF1, GED, TF5, BIL)

Combinaisons | Nombre de
d’éléments particules
analysées TF4 TF1 GED TFS BIL
Classe I 500 1.7 1.0 0.4 0.5 0.0
1000 1.6 1.3 0.7 0.4 0.4
Classe IT 500 23.8 21.1 219 42 2.5
1000 23.6 18.9 17.5 49 6.0
Fe "10" +... 500 36.4 333 30.1 32.2 25.9
1000 35.8 314 29.0 30.6 23.8
Fe,Mg(Ca) 500 23.8 26.5 5.2 19.9 17.0
1000 24.2 22.6 4.1 16.0 18.5

L intra-comparaison des incidences basées sur 500 et 1000 particules analysées montre
que les résultats sont relativement concordants. Les déviations peuvent étre marqueées
pour certaines incidences inférieures a 10 particules-% (par exemple les particules de
classe II de 1’échantillon BIL). On peut conclure que 500 particules suffisent & discerner
les échantillons en fonction de l'incidence de certains groupes de particules et que les
différences entre les échantillons ont trait a des critéres propres aux échantillons. On
pourra, par exemple, distinguer les échantillons BIL et TFS des 3 autres échantillons par
I'incidence des particules de classe II ou différencier I’échantillon GED des autres
poussiéres par l'incidence des particules du groupe Fe,Mg(Ca).

Ces conclusions sont concordantes avec celles d’autres auteurs ayant analysé un nombre
croissant de particules de poussiéres de mines de charbon par microsonde électronique
automatisée. Leur analyses répétées (200 a 1100 particules/échantillon) portant sur des
nombres cumulés de particules variant de 2200 a 4400 particules/échantillon leur ont
permis de conclure que 400-500 particules suffisaient a différencier les échantillons avec
une fiabilité raisonnable (Addison et al., 1990).

On choisira donc de baser les incidences de combinaisons d’éléments sur I"analyse de
N> 500 particules/échantillon. Seules les incidences des combinaisons d’éléments des
poussiéres de silice de référence (chapitre 3) porteront sur N> 100 particules/échantillon
car les incidences seront de 1'ordre de 20 & 100 particules-% (et non 0 a 30 particules-%
comme dans le cas précédent).

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA
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2.3) Recherche et définition des éléments majeurs, mineurs et traces des poussiéres
de mine de charbon - Cas de la matiére organique

Une premiére caractérisation de vraies poussiéres de mines de charbon permettra de
définir les éléments majeurs, mineurs et traces. Elle permettra aussi d'illustrer les seuils
de détection choisis pour ces éléments et la matiére organique. Les résultats portent sur
19 poussiéres de mines de la Ruhr empruntées a 1'étude de Reisner et Robock (1975)
que I'on abordera ultérieurement (chapitre 5). L origine stratigraphique des poussiéres,
leur teneur en cendres (tableau 2.3) et les conditions expérimentales (irradiance) sont
diversifiées afin d’effectuer un screening aussi large que possible.

Tableau 2.3: Origine et composition minéralogique de 19 poussiéres de mines de la Ruhr
(d’"aprés Reisner et Robock, 1975)

Horizon Echantillon | % cendres % masse
800°c Quartz Illite Kaolinite Divers
Horster 1 51.0 6.0 241 20.1 0.9
2 50.3 6.5 29.8 13.2 0.8
3 479 59 21.2 18.2 2.7
7 549 6.3 27.1 19.6 1.9
8 62.1 9.0 37.0 14.0 2.1
Obere 11 21.6 2.7 98 6.5 2.6
Essener 13 33.5 48 17.7 9.9 1.2
14 273 3.7 13.4 94 0.9
19 27.2 3.5 153 8.0 04
25 33.8 29 21.6 85 0.7
26 40.7 6.2 18.5 15.3 0.7
Untere 33 14.7 1.3 83 6.2 0.6
Essener 34 17.5 1.7 113 4.1 0.4
36 20.2 1.8 12.5 49 1.0
42 27.9 3.4 15.6 8.7 0.3
Bochumer 53 9.2 14 5.0 2.6 0.3
67 9.8 1.2 6.3 22 0.1
74 9.1 0.8 6.1 22 0.0
77 16.3 1.7 11.7 2.7 0.2

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA
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2.3.1) Eléments majeurs

Les éléments dont les oxydes représentent la majorité de la masse des cendres de
charbons et de poussiéres de mines (voir chapitre 1.2.2) seront définis comme éléments
majeurs (23Na, 24Mg, 27Al, 28i, 39K, 40Ca, 48Ti et 56Fe).

Les valeurs moyennes (minimales et maximales) des incidences en éléments majeurs
obtenues  100% de transmission laser (d’intensité de signal codée "0", 1" ou "10") sont
présentées dans la figure 2.4 (120-130 particules/échantillon). Elles se rapportent a un
premier lot de 9 échantillons (01, 03, 07, 13, 14, 19, 25, 34, 36).

La distribution des intensités de signaux est variable d'un élément a Iautre. L’aluminum
est principalement détecté avec un signal d’amplitude "10". Le potassium est
uniformément détecté avec un signal d'intensité "1" ou "10". Ces deux éléments sont
marqueurs de la matiére minérale. Les autres éléments seront plus fréquemment détectés
avec des signaux d'amplitude "1" (Na, Mg, Si, Ca, Fe) voire "0" (Ti).

L’incidence des particules révélant du silicium avec un signal d’amplitude "10" représente
moins de 20 particules-%. Ce résultat est surprenant compte-tenu des conditions
expérimentales (100% de transmission laser) qui favorisent la détection de cet élément
difficilement ionisable (voir spectres étalons de muscovite par exemple, figure 2.3).

11 faut cependant replacer cette observation dans le contexte des poussiéres de mines qui
contiennent des particules sans silicium (charbons, carbonates), des particules de
minéraux 2 faible teneur en silicium (kaolinite) et des particules d'illites dont la teneur en
silicium est plus faible que celle de la muscovite étalon (illites enrichies en aluminium,
voire chapitre 1.2.2). Ces minéraux contribuent a la faible incidence de particules a signal
Si "10". Ceci nous confortera ultérieurement dans l'utilisation d'un tel signal comme
marqueur de la présence de quartz dans les particules minérales (voir chapitre 3).

Nous choisirons de placer le seuil de détection des éléments majeurs & I'intensité de
signal > "1". Les incidences cumulées pour les intensités de signaux "1" et "10" varient
de 10 particules-% pour le titane a SO particules-% (Ca) pour atteindre 70-100
particules-% pour les autres élements (Na, Mg, Al Si, K, Fe).

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA
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Figure 2.4: Distribution des intensités de signaux ("0", "1" ou "10") des éléments majeurs
obtenue a 100% de transmission laser (lot de 9 poussiéres, voir texte)
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Figure 2.5: Incidences cumulées des éléments majeurs (amplitudes de signaux codées "1"
et "10") obtenues a 30% de transmission laser (lot des 10 poussiéres restantes, voir

texte)
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La majorité des analyses LAMMA de ce mémoire ont été effectuées a 30% de
transmission laser. Les incidences cumulées moyennes (amplitudes > "1") obtenues dans
ces conditions d’irradiance sont présentées dans la figure 2.5 (120-130
particules/échantillon). Ces données concernent le lot restant de 10 poussieres
(échantillons 02, 08, 11, 26, 33, 42, 53, 67, 74 et 77).

L’aluminium et le potassium sont les éléments les plus fréquemment détectés et seront
intercorrélés dans les spectres. Ils restent de bons marqueurs de la matiére minérale dans
ces conditions d’irradiance (30% de transmission laser). ILs serviront de critére directeur
dans la détermination des combinaisons d'éléments. L’'abondance des particules
contenant du potassium permettra d’utiliser le signal isotopique 41K* comme référence
interne pour la normalisation des spectres (voir ci-dessus). Le fer sera le troisieme
élément en terme d’abondance dans les populations de particules.

On essaiera, a titre d’orientation, de comparer les incidences de 1'aluminium, du
potassium et du fer pour des poussiéres a teneurs en matiére minérale extrémement
variables. Les 10 échantillons du lot analysé 4 30% de transmission laser ont été classés
par ordre croissant de teneur en cendres (figure 2.6a). On observe un accroissement
paralléle des incidences de I"aluminium (figure 2.6b) et du potassium (figure 2.6c). Seule
l'incidence du fer semble se comporter différemment. Ce résultat montre que les
incidences de certains éléments peuvent varier indépendamment.

Mais on notera que des échantillons pauvres en matiére minérale (par exemple 53, 67,
74) contiennent autant de particules chargées de fer (voire plus, cas de la poussiére 77)
que des échantillons trés riches en matiére minérale (cas de la poussiére 08, par
exemple). On reviendra au chapitre 5 sur 1'origine stratigraphique (et le rang élevé des
charbons) de ces poussiéres pauvres en matiére minérale totale, mais apparemment
enrichies en fer.

2.3.2) Eléments mineurs et traces

Le seuil de détection des éléments mineurs (7Li, 85/87Rb, 88Sr, 138Ba) a été choisi a
I'intensité de signal "0". Les signaux n’atteindront que trés rarement 1’amplitude "10"
méme i 100% de transmission laser. Les incidences cumulées de ces éléments
(amplitudes >"0") seront inférieures a 20 particules-%. Seul le lithium, de présence quasi-
ubiquitaire sur la population des particules, pourra atteindre une incidence en moyenne
de 80 particules-%.

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA
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Figure 2.6: Teneurs en cendres (a), incidences en aluminium (3), en potassium (c) et en
fer (d) du lot de 10 poussiéres analysées 4 30% de transmission laser (voir texte)
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1l n'existe pas de données dans la littérature concernant la présence de ces 4 éléments
dans les poussiéres (ou les charbons) de la Ruhr. Les estimations au niveau mondial font
état de concentrations variant de 100 4 500 ppm dans les charbons (Valkovic, 1983).

Aucun seuil de détection n’a été fixé pour les éléments traces: métaux lourds, terres
rares (La, Ce, Pr, Nd, Sm), zirconium.... Seule la reconnaissance du massif isotopique
des éléments a été choisie comme critére de détection.

Les incidences de ces éléments, basées sur les analyses des 19 échantillons précédents (a
30% ou 100% de transmission laser), sont inférieures a 10 particules-%. Une
classification des intensités de signal n’a donc pas été entreprise. Les valeurs maximales
des incidences des éléments traces sont présentées en figure 2.7.

La littérature ne fournit aucune données sur les concentrations d’éléments traces dans les
poussiéres de mines. La figure 2.7 donne, 4 titre d’orientation, les teneurs maximales de
ces éléments pour les charbons de la Ruhr & teneur en cendres variant de 10 a 30%
(Ruhrkohlehandbuch, 1987; Kautz et al., 1984). Aucune comparaison des valeurs n’est
possible avec les données de 1"analyse LAMMA.

Cette figure indique simplement que de nombreux éléments potentiellement toxiques
existent en concentrations non négligeables dans les charbons et sont détectés par
microsonde LAMMA au niveau des poussiéres de mines.

Plusieurs éléments traces peuvent étre liés a la présence de phases minérales telle que
ZrSiO, ou de pyrite associée aux sulfures de plomb ou de zinc. L’origine d’autres
éléments traces doit cependant étre recherchée dans des phases minérales qui ont révele
par analyse LAMMA des contaminations par des métaux lourds:

- paillettes minérales 4 Al,Si,K,Ca + Fe-Cr-Ni-Mo dans la matiére minérale d’épontes,
- particules non-identifiées de Ca-Fe-Ni-Cu
- nodules de sidérite contaminées par le manganése...

Parmi les éléments connus pour étre associés a la phase organique des charbons (Be, B,
Ga, Ge, V) (Valkovic, 1983) le vanadium et le beryllium ont pu étre détectés par analyse
LAMMA de particules de charbons.

Chapitre 2: partie expérimentale et caractérisation des poussiéres par microsonde LAMMA
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Figure 2.7: Incidences maximales des éléments traces détectables par microsonde
LAMMA dans les poussiéres de mines de la Ruhr (droite) et concentrations maximales
en éléments traces des charbons de la Ruhr (gauche) (N.B.: ces derniéres ne sont
données qu'a titre purement indicatif, voir texte)
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2.3.3) Matiére organique

Le seuil de détection de la matiére organique correspond a la présence simultanée d’au
moins 3 clusters C;H,, (pour n = 3-5) dont les amplitudes représentent environ 3-5% de
I’échelle de saturation.

Les particules des poussiéres de mines peuvent étre ainsi différenciées en particules de
composition mixte organique/inorganique (figure 2.8a) et en particules "purement”
organiques (figure 2.8b).

L’incidence cumulée de ces deux groupes de particules varie de 5 a 65 particules-%
(figure 2.9a) et présente généralement une corrélation inverse avec la teneur en cendres
des poussiéres (figure 2.9¢). Cette corrélation inverse se rapporte a 6 échantillons
précédemment cités (02, 08, 11, 26, 33, 42). Les analyses ont été effectuées a 30% de
transmission laser (120-130 particules/échantillons).

Ces mémes échantillons ont été analysés 4 100% de transmission laser. De telles
conditions d’irradiance exalte l'intensité des signaux organiques. Mais elles ne modifient
pas notoirement les incidences cumulées des particules de composition mixte
organique/inorganique et des particules "purement” organiques (voir figure 2.95, 500
particules/échantillon).

Les résultats d'analyse a 100% de transmission laser révélent également une corrélation
inverse avec la teneur en cendres des poussiéres. Il en sera de méme pour les incidences
des sous-groupes de particules 4 composition mixte organique/inorganique ou des
particules "purement" organiques (voir figure 2.9¢ et d).

Enfin, on retiendra que les incidences cumulées seront supérieures a 65 particules-%
pour des poussiéres trés riches en matiére organique (teneurs en cendres < 10%) telles
que les poussiéres de charbon de haut rang précédemment citées (échantillons 53, 67,
74).

A linverse, les incidences cumulées seront inférieures 4 5 particules-% pour les
poussiéres a teneur en cendres variant de 70 & 90% (échantillons du chapitre 4 par
exemple). Les poussiéres de mines étudiées dans le suite du travail auront des teneurs en
cendres variant de 10 a 90%.

000000000
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Figure 2.8: Spectres d'une particule a composition mixte organique/inorganique (a) et
d’une particule "purement"” inorganique (5) '
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Figure 2.9: Incidences cumulées des particules organiques obtenues a 30% (a) et a 100%
de transmission laser (b); incidences des sous-groupes de particules de composition
mixte organique/inorganique (c) ou de composition "purement” organique (d) obtenues a
100% de transmission laser; teneurs en cendres des échantillons (e) (voir tableau 2.3)
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CHAPITRE 3

Etude des poussiéres de silice de référence

La caractérisation de vraies poussiéres de mines (voir chapitre 2.3) dévoile la complexité
de ces matériaux: particules de compositions mixtes, éléments d’incidences variables
d’un échantillon a l'autre, éléments intercorrélés dans les spectres des particules
individuelles, variation de l'intensité des signaux élémentaires d’une particule a l'autre.
La dimension des problémes, déja indiquée pour les analyses conventionnelles,
augmentera pour les tentatives de corrélation des paramétres de groupes de particules
aux données toxicologiques.

Il est donc avantageux de procéder par étape en travaillant sur des systémes
minéralogiques plus simples, possédant un seul agent toxique. Ils devraient permettre
d’esquisser une relation entre un paramétre physico-chimique (connu ou suspecté) et la
réponse biologique. Les poussiéres de silice pure (synthétique ou naturelle) représentent
de tels systémes. Mais les sables quartzeux d’origine sédimentaire semblent représenter
les mélanges les plus proches des vraies poussiéres de mines.

Ce chapitre est consacré a la caractérisation de telles poussiéres a teneur en silice
cristalline ou amorphe élevée (84-100%) mais de cytotoxicité extrémement variable. Une
poussiére ne contenant que 49% de quartz sera discutée a titre comparatif. L objectif est
d’établir un schéma de classification des particules basé sur des combinaisons d’éléments.
On testera |'existence de corrélations potentielles entre les incidences des divers groupes
(ou classes) de particules et les données de cytotoxicité. La derniére partie du travail sera
consacrée a l'influence de 1'irradiance laser sur le schéma de classification.

3.1) Partie expérimentale
L’étude porte sur 11 poussiéres d’origine diverses:

- 8 sables quartzeux provenant de gites géologiquement différents: Dérentrup
(échantillon DQ12), Mol (MOL), Hirschau (HIR), Haltem (HAL), Freihung (FRI),
Grasleben (GRA), Nemours (NEM) et Gambach (GAM),

- 1 cristal de roche KQ BRA I provenant du Brésil (BRA),
- 1 verre de silice amorphe pure Suprasyl-W (SUP),
- 1 sable quartzeux ne contenant que 49% de quartz provenant du gite de Zelking (ZEL).

Chapitre 3: poussiéres de silice de référence
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Le verre de silice et le cristal de roche ont été broyés sous eau sur broyeur a bille
d’agate; la fraction respirable a été isolée par sédimentation. Celle des sables quartzeux
(broyage a sec sur bille d’acier) a été isolée par centrifugation dans 1air sur séparateur
Walther-Laborsichter. Le maximum de distribution granulométrique (taille des particules
isolées < 7um) correspond a la fraction 1-2 pm (Robock und Klosterkétter, 1975).

Les données sur la composition minéralogique et la cytotoxicité des poussiéres,
empruntées a la littérature, sont présentées dans le tableau 3.1. Les données sur
l'intensité du signal d’aluminum détecté par spectroscopie ESCA proviennent d’autres
études (Kriegseis et al., 1979a, 1983).

Le test de cytotoxicité TTC.RA consiste 2 mesurer la dépression d’une activité cellulaire
a la réduction du TTC (Chlorure de 2,3,5-Triphényl Tetrazolium). Des macrophages
péritonéaux de cobayes sont mis 120 mn en incubation avec les poussiéres (0.6 mg/8. 106
cellules). Les résultats (100 - TTC.RA%) sont rapportés a des macrophages témoins
non-exposés aptes a 100% de réduction du TTC (Klosterkotter und Robock, 1967).

Tableau 3.1: Composition minéralogique, intensité du signal de I’aluminium détecté pa
sepctroscopie ESCA et données de cytotoxicité des 11 poussiéres de silice de référence
(d"aprés Robock und Klosterkoétter, 1975)

Poussiére | %Quartz Cytotoxicité | AI-ESCA.10-2 | %Kaolinite | %Corindon
(100-TTC.RA%) (Int. rel.)
DQ12 87.0 97.0 3.9 0.0 0.0
SUP 100.0* 94.0 0.0 0.0 0.0
BRA 95.7 94.0 0.0 0.0 0.0
MOL 89.8 90.0 10.0 1.7 0.0
HIR 952 82.0 6.8 43 00 -
HAL 96.8 81.0 11.9 1.8 0.0
FRI 88.2 69.0 9.6 2.0 0.0
GRA 93.0 62.0 - 0.5 33
NEM 84.0 55.0 222 0.5 4.1
GAM 84.0 35.0 294 22 5.0
ZEL** 48.6 41.0 -~ 1.9 0.0
*100% de silice amorphe

**Echantillon contenant 17% de feldspath

Chapitre 3: poussieres de silice de référence



49

La cytotoxicité des poussiéres apparait trés variable (100-TTC.RA% = 35-97%) malgré
les teneurs en silice semblables des échantillons (84-100%). La cytotoxicité de
I"échantillon (ZEL) 4 teneur en quartz moindre (49%) est de 1'ordre de 41%.

Les résultats LAMMA portent sur 1'analyse 3 30% de transmission laser de 100-130
particules/échantillon (& = 1-2 pum).

Les éléments mineurs ou traces (Li, Rb, Sr, Ba, Zr) n'ont pas été considérés. La
classification des spectres se rapporte aux signaux 28Si, 27Al et & ceux des autres
éléments regroupés sous le label X (X =Na, Mg, K, Ca, Ti et/ou Fe).

Les intensités des signaux Si, Al et X sont codées selon le schéma "0", "1" ou "10". Les
intensités des signaux Al et X ont été normalisées 'intensité de l'isotope 30Si.

3.2) Résultats

Seulement 9 combinaisons des intensités des signaux Si.Al.X sont fréquentes parmi les

27 différentes combinaisons possibles. Elles sont présentées dans le schéma de
classification de la figure 3.1.

Si Al X

Classe 1 10 0 0
(Particules a dominante Si) 10 1 0
10 1 1

Classe I 10 10 0
(Particules & dominante Si,Al) 10 10 1

10 10 10

Classe II1 1 10 0
(Particules 2 dominante Al) 1 10 1
1 10 10

Figure 3.1: Schéma de classification des particules d’aprés les amplitudes des signaux
Si.ALX codées "0", "1" ou "10" (X = Na, Mg, K, Ca, Ti et/ou Fe)
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Ce schéma de classification permet de distinguer les 3 classes suivantes de particules:

- les particules de la classe I ou particules 4 dominante Si a signaux satellites Al et X
d’amplitudes < "1",

- les particules de la classe II ou particules 4 dominante Si,Al(X) & signaux satellites
d’intensité codée "10" (notamment pour |’aluminum),

- les particules de la classe III ou particules a dominante Al(X), c’est a dire des
particules a spectres non-dominés par le silicium.

Des spectres illustrant les 3 classes de particules (figure 3.2) montrent un spectre de
particule de la classe I (groupe Si.AlLX = 10.0.0), de la classe II (groupe SiALX =
10.10.10) et un spectre de particule de la classe III (groupe Si.ALX = 1.10.10).

Cette classification permet déja de distinguer le verre de silice SUP et le cristal de roche
BRA des échantillons de sables quartzeux. Pour ces derniers, les incidences des groupes

de particules sont distribuées sur les 3 classes de particules.

Le verre de silice SUP et le cristal de roche BRA révélent uniquement des particules de

classe I. L’échantillon SUP (100% de silice pure) contient 100% de particules du groupe
Si.Al.X = 10.0.0. L’incidence de ces particules est de 54 particules-% pour le cristal de
roche BRA auxquelles s’ajoutent 36 particules-% d’un groupe exotique de particules a
dominante Si mais de combinaison Si.ALX = 10.0.1 (X = Na).

Les incidences des 3 classes de particules pour les 8 sables quartzeux sont présentées en
figure 3.3 (hormis I'échantillon ZEL qui sera discuté ultérieurement). L’échantillon

DQ12 révéle la plus haute incidence de particules de classe I (93.5 particules-%) pour
une teneur globale en quartz de 87%. L’échantillon GAM a teneur en quartz similaire
(84%) ne contient que 29.3% de particules de classe I.

Les corrélations potentielles entre les incidences de particules et la cytotoxicité
apparaissent dans la figure 3.3 car les échantillons sont classés (de gauche a droite) par
ordre de cytotoxicité croissante (au sein de chaque classe de particules). Une corrélation
positive est dévoilée pour les incidences des particules de classe I mais une corrélation
inverse pour les particules de classe II ou de classe II1.
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Figure 3.2: Exemples de spectres de la classe I (Si.ALX = 10.0.0), de la classe II
(Si.AL.X =10.10.10) et de la classe ITI (Si.AlL. X = 1.10.10)
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Figure 3.3: Incidences en particules de la classe I, II et III pour les 8 sables riches en
quartz (échantillons SUP, BRA et ZEL exclus) et classés par ordre de cytotoxicité
croissante

On peut préciser que la somme des incidences des 3 classes de particules représente plus
de 90% (généralement 99%) de la population totale de particules. On doit s’attendre a
trouver une corrélation négative pour le cumul des incidences de particules de classe II et
III puisque !'incidence des particules de classe I présente un corrélation positive avec la
cytotoxicité. On peut cependant remarquer que chacune des deux classes de particules a
dominante Al (classe II et classe IIT) est négativement corrélée avec la cytotoxicité. Ces
résultats montrent que la présence d"aluminium dans les particules a dominante Si (classe

II) agit en tant que facteur inhibant la cytotoxicité des particules.

Les corrélations obtenues pour 1'ensemble des échantillons analysés (SUP, BRA et les 8
sables riches en quartz) sont représentées graphiquement dans la figure 3.4. L’incidence
des particules de classe I montre une corrélation positive avec la cytotoxicité (r = +0.88,
figure 3.4a). L'incidence des particules de classe II dévoile une corrélation négative (r =
-0.82, figure 3.4b). La corrélation entre la cytotoxicité et la teneur globale en quartz des
échantillons est plus faible (r = +0.61, figure 3.4c) que celle obtenue avec l'incidence des
particules de classe I.
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Figure 3.4: Corrélations entre la cytotoxicité (100-TTC.RA) des silices de référence
(échantillons ZEL exclus) et I'incidence des particules de la classe I (a), de la classe II
(b) et de la teneur globale en quartz (c¢) (N.B.: échelle de teneur en quartz = 84-100%)

Chapitre 3: poussiéres de silice de référence



54

On peut se demander si un groupe donné de particules au sein de chaque classe sera
responsable des corrélations observées. Les incidences des 9 différents groupes et leurs
incidences cumulées 2 a 2 (au sein de chaque classe) ont été corrélées a la cytotoxicité.
Les résultats sont présentés de maniére synoptique dans la figure 3.5 pour les 8 sables
riches en quartz.

Aucun groupe de particules (excepté Si.ALX = 10.10.1) ne montre de corrélations
(positive ou négative) avec les données de cytotoxicité. Seules les incidences cumulées
révelent des corrélations positives au sein de la classe I et des corrélations négatives pour
les classes II et III (voir figure 3.5)

Si Al X CORRELATIONS
10 (o} 0O —/™ o0

Classe | 10 1 0 = O } " +
10 1 1 = 0 } )
10 10 0 = 0 }

Classe Il 10 10 1 — - ) -
10 10 10 = 0 } )
1 10 0 — O }

Classe Il 1 10 1 = 0 ) -
1 10 10 — 0 } )

Figure 3.5: Représentation synoptique des résultats des corrélations (positive, nulle ou
négative) entre les données de cytotoxicité et:
- I'incidence de chaque groupe de particule
- I'incidence cumulée deux-groupes-a-deux
- I'incidence de chaque classe de particule

Mais on peut remarquer que des indices de facteurs de cytotoxicité (ou d’inhibition de la
cytotoxicité) sont tout de méme dévoilés par certains groupes de particules (voir figure
3.6). La corrélation négative précédemment évoquée pour l'incidence du groupe Si.Al.X
= 10.10.1 peut s’observer dans la figure 3.6.
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Figure 3.6: Incidences des 9 groupes de particules pour les sables riches en quartz
(échantillons SUP, BRA et ZEL exclus) et classés par ordre de cytotoxicité croissante
(au sein de chaque groupe)
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On remarquera également que le sable quartzeux le plus cytotoxique (DQ12) est le plus
riche en particule de quartz les plus "pures" (Si.AlLX = 10.0.0). Les échantillons les
moins cytotoxiques (GAM, NEM et GRA) sont les plus riches en particules du groupe
Si.ALLX = 1.10.1. Cette observation est en accord avec les données minéralogiques (voir
tableau 3.1) qui indiquent que ces échantillons sont contaminés par du corindon (Al;03).

3.3) Discussion

Les analyses LAMMA montrent de trés nettes différences quant aux spectres des
particules individuelles d’échantillons & teneurs en silice pourtant comparables. La
présence de particules 4 dominante Si (classe I) indique I'existence d'un mélange
exogéne de quartz (cas idéal des échantillons SUP et BRA). L'incidence de telles
particules pourra alors étre considérée comme un parameétre déterminant la cytotoxicité.

Ainsi, les différences extrémes de cytotoxicité pour les poussiéres GAM et DQI2 a
teneurs globales en quartz identiques (~ 85% de quartz) sont paralléles aux différences
d’incidence de particules de classe I (29.3 et 93.5 particules-%, respectivement).

A T'inverse, I'incidence des particules riches en aluminium (classe II et III) posséde un
effet modulateur sur la cytotoxicité. Les propriétés inhibitrices de 1'aluminium sur la
nocivité propre au quartz sont bien connues et trouvent des applications (sous forme de
sels solubles) a des fins prophylactiques, voire en tentative thérapeutique de la silicose
(Le Bouffant et al., 1987c).

La nature physico-chimique de l'aluminium détecté par analyse LAMMA dans les
poussiéres naturelles telles que les sables quartzeux reste a déterminer. Les variantes
minéralogiques communes pour 1’aluminium sont les suivantes:

- en substitution du silicium tétracoordonné et contamination de surface du quartz,
- sous forme d’aluminosilicates,

- sous forme de systémes mixtes quartz/aluminosilicates.

Chapitre 3: poussiéres de silice de référence
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Ces 3 différentes formes minéralogiques seront caractérisées par la présence simultanée
de signaux d’aluminium et de silicium dans les spectres LAMMA. 1l est impossible
d’attribuer, de maniére absolue, les résultats des analyses LAMMA a une variante
particuliére.

Mais on peut noter que les incidences cumulées de particules riches en aluminium (classe
II + IIT) sont en accord avec les résultats d’analyses de 1’aluminium par spectroscopie
ESCA (figure 3.7) effectuées antérieurement sur 9 échantillons de notre étude (Kriegseis
et al., 1979a, 1983).

100
r = +0.91
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Figure 3.7: Corrélation (r = 0.91) entre l'incidence cumulée de particules riches en
aluminium (classe I + II) et l'intensité du signal d’aluminium détecté par spectroscopie
ESCA (échantillons GRA et ZEL exclus car non étudiés par spectroscopie ESCA)

Cette concordance avec les résultats d’'une méthode d’analyse de surface suggere que
I'aluminium détecté par LAMMA correspond a des contaminations superficielles
d’aluminium. La présence simultanée dans les spectres LAMMA de signaux d’aluminium
et de signaux satellites d’éléments X caractéristiques des aluminosilicates (X = K, Ca...
d’intensité codée "1" ou plus fréquemment "10", voir figure 3.6) indique qu’'il s'agira
probablement de contaminations superficielles d aluminosilicates.
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Des études par spectroscopie Auger de 1'échantilon GAM ont montré qu'il s'agissait
effectivement de contaminations superficielles argileuses. Un traitement par acide
phosphorique ou chlorhydrique du sable se traduit par une diminution des signaux Al, K,
Ca et une augmentation simultanée de la cytotoxicité (test de relarguage de lactate
dehydrogénase). Des études par spectroscopie Auger a balayage ont montré que
1’aluminium de la poussiéres GAM ne correspondait pas exclusivement a des particules
de corindon, mais qu'il était uniformément distribué sur toute la population de particules.
Ces auteurs ont conclu que les contaminations superficielles d"aluminium se rapportaient
a des contaminations par des minéraux argileux plut6t que 1’aluminium (Kriegseis et al.,
1979a, 1979b, 1983, 1987).

On peut donc déduire que les critéres des groupes de particules déterminés par analyse
LAMMA peuvent étre interprétés selon le schéma suivant:

- particules 2 dominante Si (classe I) = particules de quartz "pur" a surface non-
contaminée ou trés faiblement contaminée par 1’aluminium des aluminosilicates,

- particules a dominante Si,Al (classe II) = particules de quartz a surface contaminée
par I'aluminium (éventuellement a contamination partielle)

- particules 2 dominante Al (classe IIT) = particules argileuses a teneur en quartz nulle
(ou mineure).

Des tests sur 1’animal ont montré une fibrogénicité d’expression retardée pour les
poussiéres GAM et NEM riches en particules de classe II. Le caractere fibrogéne de ces
poussiéres apparait seulement aprés 12 mois de séjour dans les poumons de rats pour
atteindre la fibrogénicité d'un quartz de référence (cristal de roche de Madagascar) dont
I'effet était immédiat (Le Bouffant et al., 1982). On peut supposer que ce retard de
fibrogénicité est dii a l'instabilité in vivo des fines contaminations superficielles des
particules de la classe II.

L échantillon ZEL révéle, comparativement aux autres silices de référence, des
différences extrémes quant aux incidences des particules de classe I, IT ou III (voir figure
3.8, 320 particules analysées). L incidence des particules de la classe I (2.5 particules-%)
ou de la classe II (11.5 particules-%) apparaissent tres faibles dans le cas de cette
poussiére.
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On rappelera que 1'échantillon ZEL (49%) est pauvre en quartz comparativement aux
autres silices de référence (84-100%). Mais une telle teneur en quartz sera bien plus
élevée que celles des vraies poussiéres de mines (teneur en quartz inférieure a 10%).

Cette observation suggére que l'incidence des particules de la classe I sera probablement
trés faible dans le cas des poussiéres de mines. On peut déja s’interroger sur le potentiel
cytotoxique attribuable aux particules de quartz "pur” (classe I) de telles poussiéres.

Particules—-%
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Figure 3.8: Incidence en particules de la classe I, II et III pour I"échantillon ZEL (teneur
en quartz = 49%)

Mais le trait le plus frappant de 1'échantillon ZEL se rapporte au cumul des incidences
des particules de la classe I et IT (14 particules-%). Ce cumul des particules de quartz
"pur" et des particules de quartz a surface contaminée par |’aluminium ne refléte en rien
la teneur de quartz de cet échantillon (49%).

Ce quartz se trouve donc principalement distribué sous forme d'un mélange endogéne au
sein des particules de la classe III. Chaque particule d’un tel mélange aurait (en premiére
approximation et dans le cadre du modéle de la figure 1.1) une teneur individuelle en
quartz de 49% en masse (ou 40% en tenant compte du quartz déja mis en évidence dans
les 14% de particules de classes I et II).
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11 est surprenant qu’une telle teneur en quartz ne contribue pas au signal du silicium des
particules de la classe III dont l'intensité du signal Si n'est que de "1". Ces résultats
suggérent que 1’analyse LAMMA se rapproche plus d’une ablation des argiles de surface
que d'une analyse du volume total de la particule.

L’existence des particules a surfaces contaminées par les argiles (classe II) ne nous
permet d’ignorer 1'éventuelle cytotoxicité propre a ces contaminations, ni celle des
particules argileuses de la classe III. En effet, de nombreuses études in vitro montrent
que la cytotoxicité des (alumino)silicates, extrémement variable, peut atteindre celle du
quartz (Le Bouffant et al., 1977, Adamis and Timar, 1980; Gormley and Addison, 1983;
Kriegseis et al., 1987).

Il existe cependant des divergences d’opinion quant a la nature des propriétés
minéralogiques pouvant expliquer les différences de cytotoxicité entre minéraux argileux:
différences de cristallinité, granulométries variables, surface spécifique ou contaminations
par le quartz.

On peut illustrer 1'éventualité d'une cytotoxicité propre aux minéraux argileux par le cas
de I'échantillon ZEL, pauvre en quartz (49%) et de cytotoxicité (41%) voisine de celle
de I'échantillon GAM (35%). Les analyses LAMMA ne révélent que 2.5% de particules
de quartz "pur” de la classe 1. On rappelera, a titre de comparaison, que l'incidence de
telles particules est de 30 particules-% pour I’échantillon GAM.

L’exploitation des spectres LAMMA a montré que la poussiére ZEL était plus riche en
particules chargées de fer a signal d’amplitude > "1" (incidence > 65 particules-%) que
les autres échantillons de cette étude (incidence < 30 particules-%).

Des études par spectroscopie Auger avaient également mis en évidence la richesse en fer
de I’échantillon ZEL, probablement sous forme d’oxyde de fer (Serafin, 1984). Un
traitement acide avait mis en évidence une diminution du signal Auger du fer et une
augmentation de la cytotoxicité. Un rdle protecteur a donc été attribué aux
contaminations de surface par le fer.

Il faut cependant rappeler qu’un tel traitement acide (HCI 12N, Sheures, 100°C) ne sera
pas spécifique a 1'élimination du fer. Ces mémes analyses montrent en effet une
diminution simultanée des signaux Al, K et Ca. Les analyses LAMMA révélent que le
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quartz de 1"échantillon ZEL se trouve emballé dans une matrice principalement constituée
d’Al K et Fe qui ne rappelle en rien une matrice d’oxyde de fer.

1l serait donc prématuré de conclure a un effet protecteur du fer. Il serait nécessaire,
pour résoudre la question, d’étudier des échantillons répondant aux critéres suivants:

- teneur globale en quartz et incidence des particules de la classe I similaires & celles de
1’échantillon ZEL (2.5 particules-%),

- incidences des éléments X (Fe exclus) similaires a celles de I'échantillon ZEL,

- mais différences notoires de cytotoxicité pouvant étre mises en relation avec les
incidences des particules chargées de fer.

De tels échantillons n’ont, jusqu’a présent, pas été trouvés dans les collections de sables
quartzeux actuellement disponibles.

3.4) Etude de I'influence de I'irradiance laser

Les précédents résultats ont démontré qu'il était possible, grice aux analyses LAMMA
effectuées a 30% de transmission laser, de distinguer des variantes de particules pourtant
caractérisées par la présence simultanée des signaux Al et Si (voir schéma de
classification). Les résultats suggérent que ces conditions d‘irradiance orientent les
analyses LAMMA vers la "surface" (ablation) plutt que le volume des particules
individuelles.

On a également émis des premiéres considérations quant a 1'éventuel potentiel
cytotoxique des contaminations argileuses. Celles-ci ont, jusqu’a présent, retenu peu
d’attention dans les études de nocivité des vraies poussiéres de mine. Mais les analyses
LAMMA effectuées a 30% de transmission laser n’expriment pas le maximum des
capacités de détection attribuable a la technique. Des analyses effectuées a plus haute
irradiance (100% de transmission laser) semblent plus prometteuses quant a la détection
des métaux lourds ou d’autres éléments difficilement ionisables.

Le choix de telles conditions analytiques nécessite de vérifier si le schéma de
classification des particules établi 2 30% de transmission laser reste valide & irradiance
plus élevée.
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11 a donc été choisi danalyser 4 100% de transmission laser 4 des échantillons de silice
de référence (120-130 particules/échantillon). On les choisira a teneurs en quartz
comparables (84-90%) mais de mélange a caractére exogéne (DQ12, MOL) ou
endogéne (NEM, GAM). Les incidences de particules a divers rapports d’intensité de
signaux Si/Al seront comparées aux résultats obtenus a irradiance moindre (tableau 3.2).

Tableau 3.2: Incidences en particules a signal Al "10" et en particules a dominante Si(Al)
(voir texte) obtenues & 30% et100% de transmission laser sur des silices formant des
mélanges exogéne ou endogéne

Echantillons DQ12 MOL NEM GAM
%Quartz 87.0 89.8 84.0 84.0

Meélange exogéne exogeéne | endogéne endogéne
Transm. laser 30% | Incidence Al "10" 6.5 348 78.7 70.7
" 100% " Al"10" 3.4 6.6 16.4 18.1
Transm. laser 30% |Incidence Si(Al) 98.9 69.3 57.6 54.7
" 100% " Si(Al) 95.5 92.6 93.6 92.6

Il est surprenant de constater que 1'incidence des particules a signal Al "10" (classe I +
II) est plus élevée a 30% qu'a 100% de transmission laser (tableau 3.2). Seule une
explication de caractére dual permet d’interpréter ce résultat:

- ablation a haute irradiance orientée vers le coeur des particules et saisie du quartz
masqué en profondeur des particules,

- sous-estimation de !’aluminium car la saisie du coeur de quartz exacerbe simultanément
I'intensité et la largeur du signal 28Si qui va couvrir le signal 27Al.

Il serait souhaitable de démontrer qu‘une analyse effectuée a 100% de transmission laser
saisit le coeur de quartz. Il faudrait a ce titre vérifier 1'augmentation des incidences de
particules contenant du quartz. Les incidences cumulées des 6 groupes de particules de la
classe I (2 dominante Si) et de la classe IT (a dominante Si,Al) devraient alors étre plus
élevées 4 100% de transmission laser.
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1l faut cependant rappeler que les aluminosilicates peuvent alors révéler non seulement
des spectres a dominante Al (classe IIT), mais aussi des spectres du groupe Si.ALX =
10.10.10 de la classe II (voir spectre de la muscovite obtenu & 100% de transmission
laser, figure 2.3).

Cet effet nous contraint 4 modifier le schéma de classification et & considérer comme
particules contenant du quartz celles des 3 groupes de la classe I et celles des 2 groupes
Si.ALX = 10.10.0 et 10.10.1 de la classe II (voir figure 3.1). Ces 5 groupes de particules
seront classés sous le générique de particules & dominante Si(Al).

Une comparaison des incidences obtenues a 30% et 100% de transmission laser (tableau
3.2) montre que:

- 2 30% de transmission laser, les incidences des particules Si(Al) varient de 70 a 99
particules-% pour les échantillons DQ12 et MOL. Elles sont de 1'ordre de 58 particules-
% pour les échantillons NEM et GAM. Ces différences révélent encore le mélange de
quartz a caractére exogéne pour les échantillons DQ12, MOL et endogéne pour les
échantillons NEM, GAM.

- les incidences des particules Si(Al) seront, & 100% de transmission laser, supérieures a
90 particules-% pour les 4 échantillons. Cette similitude rappelle les teneurs en quartz
comparables des 4 échantillons.

Ces résultats montrent qu'une analyse & 100% de transmission laser saisi la totalité du
quartz des particules. Mais elle ne permet plus de distinguer les particules de quartz
"pur" de classe I et les particules de classe II contaminées par 1 aluminium (voir ci-dessus
les effets d’élargissement du signal Si).

Nous choisirons donc d’effectuer la majorité des analyses des poussiéres de mine a 30%
de transmission laser. Mais il faudra ainsi accepter de perdre certaines informations quant
4 la présence d’éléments traces. Seules les poussiéres du chapitre 5, pour lesquelles on
cherchera a détecter des métaux lourds, seront étudiées a 100% de transmission laser.

000000000
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CHAPITRE 4

Caractérisation de poussiéres’ de mine riches en quartz

L’étude des poussiéres de silice de référence a permis d'établir un schéma de
classification des particules individuelles. Il permet (2 30% de transmission laser), de
déterminer le caractére exogéne ou endogéne de mélanges a teneurs globales en quartz
identiques. La présente étude a pour objectif d appliquer ce schéma de classification a
certaines poussiéres de mine de fibrogénicité connue qui ont été sélectionnées selon les
critéres suivants:

- les poussiéres sont riches en matiére minérale (teneurs en cendres variant de 70 a 90%)
afin de présenter une matrice inorganique similaire a celle des silices de référence,

- les teneurs globales en quartz sont élevées et comparables (15-26%) mais la
fibrogénicité des échantillons sera extrémement variable.

L’étude porte sur 5 échantillons prélevés en Allemagne et en Grande-Bretagne dans des
districts a risque de pneumoconiose différent. Les données expérimentales de nocivité
des poussiéres sont en accord avec les données épidémiologiques.

La fibrogénicité des poussiéres allemandes a été déterminée par des tests
intrapéritonéaux et intratrachéaux; celle des poussiéres britanniques par des expériences
d’inhalation. La diversité des tests nous conduit a présenter séparément 1'étude des
poussiéres allemandes et celle des poussiéres britanniques.

La seconde partie du chapitre consistera a voir si le choix de tels échantillons permet de
cerner des paramétres de nocivité spécifique indépendants du quartz et propre a la
matiére minérale des différents bassins.

4.1) Partie expérimentale

Les échantillons allemands concernent 1 poussiéres de la Saar (TFS) et 2 poussiéres
provenant de la Ruhr (TF1, TF4) prélevées sur les filtres secs de dépoussiéreurs installés
en voie. Différentes fractions granulométriques ont été isolées en laboratoire par
élutriation dans l'air (séparateur Alpine AG Multiplex 100 MZR). Les échantillons
analysés par LAMMA correspondent a la fraction KD (maximum de distribution
granulométrique a 3 um). L origine stratigraphique et la composition minéralogique des
poussiéres sont données dans le tableau 4.1 (d aprés Reisner et al., 1985b, 1988).
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Tableau 4.1: Origine et composition minéralogique des poussiéres de mine riches en

quartz (d'aprés Reisner et al., 1985b; Davis et al., 1991)
TFS TF1 TF4 GED BIL
Origine Saar Ruhr Ruhr Nottinghamshire Ecosse
Ottweiler | Wittener Essener Gedling Bilston Glen
Stéph. A | Westph. A | Westph. B
%Cendres
380°C 86.2 91.8 77.8 86.3 75.5
700°C 82.3 88.3 72.3
% (IR)
Quartz 259 19.4 18.3 15.7 18.4
Illite 40.0 50.0 28.0 323 17.0
Kaolinite 8.0 4.0 11.0 18.6 25.5
Feldspaths 1.0 7.0 3.0
Carbonate 1.0 1.0 3.0
% (XRD)
Quartz 26.5 213 19.1
Chlorite 4.0 2.0 20
Siderite 6.0 7.0 5.0
Calcite 1.0 -.- -.-

La fibrogénicité des poussieres TF 4 été déterminée par injection de 50 mg de
poussiéres/ml de solution saline physiologique sur rats Wistar femelles (condition SPF).
Les données expérimentales sur la rétention pulmonaire des poussiéres, leur pénétration
ganglionnaire et les lésions ganglionnaires provoquées ont été publiées (Rosmanith et al.,
1988; Bruch and Hilscher, 1988).

Une étude compléte plus récente concerne la comparaison des résultats des tests de
fibrogénicité obtenus dans différents laboratoires allemands (Molik and Hilscher, 1989).
Les données de fibrogénicité se rapportent a la déposition des poussieres, aux
changemenfs de taille des poumons et des ganglions ainsi qu’aux réactions fibrotiques
observées au niveau de ces organes 6, 12 et 18 mois aprés application des poussieres
(aires fibrotiques dans les poumons et QTA dans les ganglions).

Les différents tests s’accordent a classer les poussiéres selon I'échelle TFS < TF1 ~ TF4.
On rappelera que ces différences entre 1'échantillon de la Saar (TF5) et ceux de la Ruhr
(TF1,TF4) sont en accord avec les données épidémiologiques.
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Les échantillons britanniques concernent une poussiére du comté de Nottingham (GED)
et une poussiére d Ecosse (BIL) prélevées sur les filtres secs d’auxiliaires de ventilation
installés en voie. Des nuages de poussiéres respirables ont été préparés par générateur de
Wright utilisé pour alimenter des chambres d’inhalation.

Les poussiéres analysées par LAMMA correspondent a la fraction respirable collectée
dans les nuages sur échantilloneur Casella MRE 113A. Le maximum de distribution
granulométrique correspond & 2-3 um. La composition minéralogique des poussiéres est
donnée dans le tableau 4.1 (d’aprés Davis et al., 1991).

La fibrogénicité des poussiéres britanniques a été étudiée sur rats Wistar miles
(condition SPF) exposés par inhalation pendant 12 ou 18 mois (20 mg/m3, 7
heures/jours, 5 jours/semaine). Les données de fibrogénicité se rapportent aux examens
histologiques des lésions pulmonaires et ganglionnaires au 126me et 18¢Me mois ou, pour
les rats survivants, au 28m€ mois.

La fibrogénicité des deux poussiéres présente un profil évolutif caractéristique pour
chacune d’elles mais la fibrose varie entre des extrémes inhabituelles: GED << BIL.

En effet, la poussiére GED (& teneurs en matiére minérale et en quartz comparables a
celles de la poussiére BIL) induit uniquement de la fibrose pulmonaire diffuse sur
I'animal. Elle ne provoque pas de lésions nodulaires malgré sa teneur en quartz élevée.
L’échantillon GED est représentatif d'un district a trés faible risque de pneumoconiose
(comté de Nottingham) bien que 1’exposition au quartz y soit tres élevée.

La poussiére BIL induit de la fibrose pulmonaire diffuse et de nombreux nodules
fibroconiotiques sur 1'animal. Elle correspond & une mine exploitant une veine de
charbon associée a4 un trés haut risque de pneumoconiose et une progression
anormalement rapide de la fibrose (Seaton et al., 1981; Davis et al., 1991).

Les analyses LAMMA ont été effectuées & 30% de transmission laser dans 1'espoir de
concentrer les analyses sur la surface des particules (1000 particules/échantillon). Le
diamétre des particules analysées correspond a celui du maximum de distribution
granulométrique des échantillons.
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4.2) Résultats

Les teneurs en cendres comparables des échantillons TF (70-90%) ne permettent pas
d’expliquer les différences de fibrogénicité entre les poussiéres de la Ruhr (TF1/TF4) et
celle de la Saar (TF5). L’échelle de fibrogénicité devient plus intriguante en examinant
les teneurs globales en quartz des 3 poussiéres: 1'échantillon TF5, le moins fibrogéne, est
le plus riche en quartz (figure 4.1a).

Les analyses LAMMA montrent que les incidences en particules a dominante Si (classe
I) sont inférieures & 1.6 particules-% et que les deux échantillons fibrogénes TF1 et TF4
sont les plus riches en particules de quartz "pur" (figure 4.15). Les mémes différences se
traduisent quant aux incidences des particules 4 dominante Si,Al de la classe II (figure
4.1¢). Les données d‘incidence des deux histogrammes sont en accord avec I'échelle de
fibrogénicité (TFS < TF1 = TF4).

Mais les résultats d’analyse LAMMA semblent inconsistants avec la haute teneur globale
en quartz de 1'échantillon TF5. Elle n’apparait ni par l'incidence des particules de la
classe I, ni par celle des particules de la classe II. On peut donc déduire que le quartz de
I’échantillon TF5 est distribué sur le reste de la population de particules et forme un
mélange endogéne avec les particules de la classe III (environ 80 particules-% de
Iéchantillon TF5). Les contaminations de la surface du quartz de ces particules peuvent
étre attribuées aux aluminosilicates car les particules de la classe III sont a dominante
ALK.

On peut également en conclure que ces particules peuvent contenir, comparativement a
la fraction de quartz des particules de la classe II, une fraction moindre de quartz qui
serait enfouie dans le coeur de ces particules sans étre dévoilée par un tir unique au laser.

Cette derniére supposition implique que les analyses LAMMA concemnent la "surface”
plutdt que le volume des particules. Ceci peut étre démontrer de facon convaincante en
effectuant une analyse en profil de profondeur des particules individuelles. Elles peuvent
étre analysées par tirs répétitifs au laser aprés fixation dans le formvar (voir chapitre
2.2.1). La figure 4.2 illustre le cas d'une particule présentant un spectre d’aluminosilicate
de la classe Il aprés un premier tir au laser (spectre 4.2a). Aprés ablation des
contaminations argileuses de surface par 9 tirs au laser, cette particule révele un spectre
de particule de quartz "pur" de la classe I (figure 4.2b).
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a) Teneur en quartz

TFS TF1 TF4
b) Classe |
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TF5 TF1 TF4
c) Classe |l
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TF5 TF1 TF4

Figure 4.1: Teneur globale en quartz (a), incidence en particules de la classe I (b) et de la
classe II (c¢) des échantillons TF (fibrogénicité: TF5 < TF1 ~ TF4)
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Figure 4.2: Exemple d une particule d"aluminosilicate (spectre a) montrant apres 9 tirs au
laser un spectre de la classe I (b)

R OO—=CO =+

TF5 TF1 TF4

Figure 4.3: Résultats d analyses en profil de profondeur des 3 échantillons TF (incidence
des particules de la classe I + II détectées aprés 1 ou plusieurs tirs laser, voir texte)
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Les résultats d’analyses en profil de profondeur des 3 échantillons TF (450 particules par
échantillon) sont présentés en figure 4.3. Cet histogramme montre l'incidence totale des
particules caractérisées, aprés 1 ou plusieurs tirs laser (10 tirs laser en moyenne), par un
spectre a dominante Si (de classe I ou II). Le bilan de quartz total ainsi détecté est en
accord avec les teneurs globales en quartz des 3 échantillons TF (voir figure 4.1a).

Les teneurs en quartz comparables des échantillons GED et BIL (figure 4.4a) ne
permettent pas d’expliquer leurs différences de fibrogénicité (GED << BIL). Les
résultats d"analyse LAMMA montrent & nouveau que ces poussicres a teneurs globales
en quartz élevées contiennent peu de particules de quartz "pur" de la classe I (figure
4.4b). Les différences entre les échantillons s’accentuent pour les incidences de particules
de la classe II (figure 4.4c). Ces deux histogrammes montrent toutefois que le quartz est
de mélange a caractére exogéne pour l'échantillon le moins fibrogéne (GED)!.

4.3) Discussion

Les résultats d'analyses des 5 échantillons riches en minéraux (70-90% de cendres) et en
quartz (16-26%) confortent ceux obtenus pour les silices de référence: existence de
mélange exogéne (ou endogéne) de quartz et incidences variables mais tres faibles des
particules de quartz "pur" de la classe I (< 2 particules-%). L’analyse de la silice de
référence ZEL avait déja permis de suspecter la faible teneur en particules de quartz
"pur" des poussiéres de mine (voir chapitre 3.3).

Les différences de fibrogénicité des échantillons TF (non-corrélées avec leur teneur en
quartz) peuvent étre expliquées en termes de contaminations de la surface des particules
de quartz: existence d'un mélange exogéne de quartz pour les poussiéres fibrogénes
TF1/TF4 et d’'un mélange endogéne pour la poussiére TF5 de fibrogénicité moindre. Ces
observations sont en accord avec les nombreuses autres études qui avaient permis de
suspecter le role protecteur des contaminations de la surface du quartz des poussiéres de
mine (Le Bouffant et al., 1977, 1982, 1987b, 1988; Walton et al., 1977; Kriegseis and

Scharmann, 1982).

Les analyses en profil de profondeur des particules individuelles ont dévoilé I'existence
de contaminations massives de la surface du quartz au sein des particules de la classe III.
Le caractére fortement endogéne du mélange de quartz de la poussiére peu fibrogéne
TFS a pu étre ainsi confirmé.
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Figure 4.4: Teneur globale en quartz (), incidence en particules de la classe I (8) et de la
classe II (c) des échantillons GED et BIL (fibrogénicité: GED << BIL)
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Cette étude par tirs répétitifs au laser sur les particules individuelles démontre également
les capacités analytiques, déja suspectées par 1'étude des silices de référence, de la
microsonde LAMMA: orientation des analyses vers la "surface" plutot que le volume
total de la particule analysée.

Les incidences €élevées des particules de la classe II et la corrélation positive avec la
fibrogénicité des poussiéres TF méritent une attention particuliére. Il faut rappeler que
I'incidence des particules de classe II est négativement corrélée avec la cytotoxicité des
poussiéres de silice de référence. Cette divergence entre les résultats d'un test de
terme peut s’expliquer par une dissolution in vivo des contaminations superficielles
durant le séjour des poussiéres dans les tissus biologiques (jusqu'a 18 mois).

La dissolution des contaminations superficielles a déja été évoquée pour les silices de
référence a fibrogénicité d’expression retardée (voir chapitre 3.3). Cette observation se
rapporte cependant a des poussiéres broyées en laboratoire qui expriment peu
I'hétérogénéité naturelle et la stabilité des contaminations de surface des vraies
poussiéres de mine. Une contamination partielle des particules de quartz de la classe II
permettrait également d’expliquer la corrélation positive observée avec 'incidence de ces
particules. Cette hypothése nécessiterait une confirmation expérimentale.

En résumé, on peut retenir que le schéma de classification des particules individuelles
établi pour les silices de référence reste valide pour les poussiéres de mine. Il sera

ultérieurement interprété de la maniére suivante:

- particules de la classe I ou particules de quartz "pur" a surface non contaminée et a
p q P

propriétés cytotoxiques et fibrogénes,

- particules de la classe II ou particules de quartz a surface faiblement (ou partiellement)

contaminée et a pouvoir non-fibrosant (ou potentiellement fibrosant),

- particules de la classe III ou particules d’aluminosilicates a teneur en quartz mineure
(ou nulle) qui ne peut étre dévoilée qu aprés ablation des couches argileuses de surface.

La différenciation par analyse LAMMA entre les poussiéres TF1/TF4 et, d’autre part,
I’échantillon TF5 se rapproche du concept de "nocivité spécifique” des poussiéres. En
effet, il est connu que les poussiéres des mines de charbon de la Saar (échantillon TF5)
sont généralement riches en matiére minérales (>60%) et en quartz (>7%). Les mines de
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Saar sont pourtant associées a une incidence de pneumoconiose moins élévée que celles
de la Ruhr (échantillons TF1/TF4) dont les poussiéres sont moins riches en minéraux et
en quartz.

Ces différences restaient inexpliquées bien que les degrés de contaminations de la surface
du quartz, révélés dans la présente étude, aient été suspectés (Kriegseis and Scharmann,
1982; Schlipkoter et al, 1982; Bruch et al, 1983b). Ils semblent donc étre
caractéristiques de la matiére minérale des deux bassins: teneur en quartz faible mais
contaminations de la surface du quartz moindre dans la Ruhr (et inversement pour la
Saar). La concordance avec les données épidémiologiques permet de proposer le degré
de contamination de la surface du quartz comme un paramétre de nocivité spécifique.

Les échantillons britanniques GED et BIL proviennent de mines a risque de
pneumoconiose trés différents. Ces poussiéres, a teneurs en matiére minérale et en quartz
élevées et comparables, révélent pourtant des différences inhabituelles de fibrogénicité.

L’échantillon GED, a teneur en quartz élévée (16%) ne provoque pas de fibrose
nodulaire sur 1'animal. 1l provient d’'une mine du comté de Nottingham qui exploite
depuis 50 ans la méme veine de charbon. Ce district est connu pour sa haute exposition
au quartz dont la teneur dans la fraction respirable des poussiéres peut atteindre 20%. Il
est pourtant associé & une prévalence des pneumoconioses qui compte parmi les plus
basse de Grande-Bretagne (Davis et al., 1991).

A linverse, 1'échantillon BIL provient d’'une mine exploitant une veine de charbon
associée (dans une mine adjacente a celle de I'échantillon BIL et exploitant cette méme
veine) 4 un haut risque et une progression trés rapide de la pneumoconiose (Seaton et al.,
1981).

Cette poussiére BIL est la plus fibrogene sur I’animal. Les analyses LAMMA révélent un
mélange de quartz endogéne pour l'échantillon BIL et un mélange exogéne pour
I'échantillon GED. Cette corrélation inverse avec les données expérimentales ou
épidémiologiques nous autorise a chercher des paramétres de nocivité indépendants du
quartz.
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4.4) Recherche de paramétres de nocivité indépendants du quartz

Les analyses LAMMA ont montré que les 5 échantillons était riches en particules
chargées de fer (a signal d’amplitude "10") dont les incidences varient de 24 i 36
particules-%. Ces particules présentent des combinaisons d’éléments du type Fe,Mg(Ca)
et Fe, AI(K)(X) (avec X = Na, Mg, Si, Ca et/ou Ti d’intensité codée "0" ou "1").

La population de particules du groupe Fe, Mg(Ca) peut étre divisée en particules des
sous-groupes Fe,Mg et Fe,Mg,Ca dont les spectres sont caractérisés par des signaux Fe
et Mg (d"amplitudes "10") et des signaux satellites du calcium d"amplitudes "1" ou "10".
Des signaux Na, Al, K, Mn et éventuellement P (d"amplitude "0" ou "1") sont également
observés (figure 4.5a).

Les données minéralogiques des poussiéres TF (tableau 4.1) permettent de suspecter des
minéraux chargés de fer tels que la sidérite ou la chlorite. Une comparaison des spectres
d’une sidérite de référence (figure 4.56) ou dune chlorite de référence (figure 4.5¢)
montre que la matrice des particules Fe,Mg(Ca) est constituée de sidérite (spectres a
dominante Fe,Mg) plutdt que de chlorite (spectres 4 dominante Fe, Al).

Les incidences des particules Fe,Mg(Ca) des échantillons TF (figure 4.6a) varient de 16 a
25 particules-%. Les échantillons TF1/TF4 de la Ruhr sont, tendentiellement, les plus
riches en sidérite. Il faut rappeler que les teneurs globales en sidérite des échantillons TF
sont similaires (tableau 4.1). La sidérite de 1'échantillon de la Saar (TF5) semble étre
distribuée sur le reste de la population de particules (mélange endogéne) et forme
apparemment un mélange a caractére exogéne pour les poussiéres de la Ruhr.

Ces différences entre les deux bassins houillers sont plus prononcées en considérant les
sous-groupes de particules Fe, Mg et Fe, Mg,Ca. Les échantillons de la Ruhr montrent
que seulement 59% des particules de sidérite de l'échantillon TF1 (61% pour
I'échantillon TF4) sont contaminées par du calcium (intensité de signal "10"). Cette
proportion passe a 90% pour |'échantillon TF5 de la Saar (voir Tourmann and
Kaufmann, 1993).

Ces différences sont difficiles a interpréter compte-tenu de la stoechiométrie variable des
carbonates (solution solides de Fe,Mg,Ca). Mais elles révélent probablement des
contaminations de la sidérite de la Saar par des carbonates de calcium.
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Figure 4.5: Exemples de spectres de particules & dominante Fe,Mg(Ca) des poussiéres de

mine (a), d’une sidérite de référence (b) et d’une chlorite de référence (c)
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Figure 4.6: Incidence en particules a dominante Fe,Mg(Ca) des échantillons TF (a,
fibrogénicité: TF5 < TF1,TF4) et des échantillons britanniques (b, fibrogénicité: GED <<
BIL)

Cette conclusion serait concordante avec les résultats d’études de la matiére minérale de
ces bassins houillers qui montrent une prépondérance en carbonate de calcium (dolomite)
pour la matiére minérale de la Saar. A I'inverse, la présence de concrétions locales mais
massives de sidérite nodulaire dans la Ruhr est en faveur, lors des opérations miniéres,
d’une dispersion de particules de sidérite "pure” (mélange exogene) (Kiihn et al., 1985).
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La figure 4.6b montre les incidences des particules Fe,Mg(Ca) pour les échantillons
britanniques. On remarque que la poussiére BIL est plus riche en particules de sidérite
(18.5 particules-%) que 1'échantillon GED (4 particules-%).

Cette observation est en accord avec certaines données géologiques qui indiquent la
présence, dans la mine adjacente & celle de |’échantilion BIL et exploitant la méme veine
de charbon, de couches de sables trés probablement cimentés par de la sidérite (Addison
J., Institute of Occupational Medicine, Edinburgh, communication personnelle). La
fermeture de cette mine adjacente ne permet plus d'effectuer des prélevements.

Ces considérations d’ordre géologique mériteraient une attention particuliére dans le
cadre du concept de nocivité spécifique. En effet, elles reflétent les différences d’endémie
des pneumoconioses entre les bassins de la Ruhr et de la Saar ou des mines d"Ecosse et
du comté de Nottingham. On rappelera que le risque de pneumoconiose est totalement
opposé a la richesse en quartz des poussiéres prélevées en Saar ou dans le comté de
Nottingham.

11 est tentant dattribuer la fibrose nodulaire (plus au moins prononcée) provoquée par les
poussiéres TF1, TF4, TF5 et BIL aux hautes incidences en particules de sidérite (>15
particules-%). A linverse, I'inaptitude de 1'échantillon GED 4 induire une fibrose
nodulaire pourrait étre attribuée a une incidence moindre (< 5 particules-%).

11 faut cependant rappeler que les poussiéres allemandes ont été testées sur 1’animal par
injection (intra-trachéale ou intra-péritonéale) et les poussiéres britanniques par
inhalation. Les conditions de déposition, d"élimination et de rétention des particules sont
alors différentes.

La richesse en matiére minérale des 5 échantillons permet d’expliquer les hautes
incidences en particules de sidérite qui, habituellement, sont inférieures a 5 particules-%
dans les poussiéres de mine. Les échantillons a faibles incidences en particules de sidérite
sont, dans les tests intratrachéaux, aptes a produire de la fibrose nodulaire. On peut donc
supposer que 1"échantillon GED induirait de la fibrose nodulaire par test intra-trachéal.

Chapitre 4: poussiéres de mine riches en quartz



78

En conclusion, on pourra retenir que les particules de sidérite semblent potentialiser la
fibrose nodulaire induite par les particules de quartz "pur" (cas des échantillons TF et
BIL) et trés probablement participer a la progression rapide de la fibrose chez 'homme
(cas de la mine d’Ecosse).

Il apparait également que le choix d’échantillons riches en matiére minérale permet
d’identifier des facteurs modulant la nocivité du quartz (contaminations de surface) et de
cerner des facteurs de nocivité spécifique indépendants du quartz et propre a la matiére
minérale des différents bassins.

000000000
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CHAPITRE 5

Etude de la nocivité spécifique
a I’origine stratigraphique des poussiéres

La précédente étude de poussiéres de mine riches en quartz a montré que leur
fibrogénicité dépendait de facteurs autres que l'incidence en particules de quartz "pur”.
La recherche de facteurs de nocivité indépendants du quartz est d’autant plus impérative
pour la cytotoxicité des poussiéres de mine a faibles teneurs en quartz (< 10%) car cette
cytotoxicité sera généralement supérieure & celle attendue en se référant a la teneur en
quartz des poussiéres (Bruch, 1987).

De nombreuses études ont montré que la cytotoxicité de telles poussiéres dépend de leur
teneur totale en matiére minérale plutdt que de leur teneur en quartz (Reisner and
Robock, 1975; Gormley et al., 1979). Les parameétres de la matiere minérale gouvernant
cette cytotoxicité n’ont, jusqu’a présent, pas été identifiés.

L’objectif du présent chapitre consiste a tenter d’identifier des paramétres de la matiére
minérale des poussiéres de mine pouvant déterminer leur cytotoxicité. L’étude porte sur
des poussiéres prélevées dans différents horizons stratigraphiques du bassin de la Ruhr.
Iis avaient permis & Reisner et Robock d'introduire le concept de "nocivité spécifique a

I'origine stratigraphique des poussiéres" (Reisner et Robock, 1975).

Ces auteurs avaient montré que la cytotoxicité de ces poussiéres (test de réduction du
TTC, voir chapitre 3) dépendait peu de leur teneur en quartz. Ils avaient par contre établi,
au sein de chaque horizon stratigraphique, une relation linéaire avec la teneur en cendres
des poussiéres. La figure 5.1 (d’aprés Reisner et Robock, 1975) illustre cette relation
pour 3 horizons d'ages stratigraphiques croissants (Horster, Obere Essener et Untere
Essener).

Il y apparait que des poussiéres provenant d’horizons stratigraphiquement jeunes
(Horster) peuvent exhiber la méme cytotoxicité (par exemple 100-TTC.RA = 35%) que
des poussiéres prélevées dans des horizons plus agés (Untere Essener). La teneur en
cendres de tels échantillons "isotoxiques" sera cependant 2 a 3 fois plus élevée pour les
poussiéres provenant des horizons les plus jeunes. Réciproquement, les poussieres
isotoxiques prélevées dans les horizons plus agés seront enrichies en matiére organique.

Chapitre 5: nocivité spécifique a l'origine stratigraphique des poussiéres
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Tableau 5.1: Cytotoxicité (100 - TTC.RA), age stratigraphique, teneur en cendres et en
quartz (d'aprés Reisner et Robock, 1975) et incidences LAMMA des 19 groupes de
particules identifiés dans les 6 échantillons des ensembles isotox-1 et isotox-2

%Cytotoxicité 48.0 46.1 47.5 29.1 21.2 32.5
Age stratigraphique agé jeune agé jeune
%Cendres 279 407 62.1 147 216 503
%
1= ALK 0.8 50 175 | 108 2.6 5.7 8.2 5.5
2= ALK +Fe 155 156 134 | 148 51 113 168 | 11.1
3=ALK+Ti 1.7 3.8 1.1 22 1.9 1.6 2.1 1.9
4= ALK + Fe + Ti 0.4 32 14 1.7 1.7 1.3 1.6 1.5
5= ALK + (Fe/Ti) 313 249 322 | 295 | 11.1 13.0 208 | 15.0
6= Si (+Al) 0.6 1.4 3.8 1.9 1.0 2.1 2.1 1.7
7=Ca 0.0 2.0 2.6 1.5 0.7 55 24 29
8="Ti 1.8 24 0.7 1.6 1.6 0.8 29 1.8
9= Al 23 45 3.8 3.5 22 49 4.6 3.9
10=Fe 2.2 5.0 24 3.2 3.1 5.0 3.2 3.8
11=Ba 0.9 0.4 1.0 08 | 00 1.6 0.8 0.8
12=Pb 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.2
13=Zr 04 1.6 0.5 0.8 0.7 03 0.3 04
14= Mg+AIH+Si+K+Fe| 1.0 1.0 4.1 20 0.0 0.8 1.6 0.8
15= Mg+Ca+Fe 0.0 1.2 0.5 0.6 0.0 1.6 1.1 0.9
16= Inclassifiable 3.2 5.1 8.2 5.5 2.7 6.0 7.4 54
17= Métaux lourds 2.8 3.1 1.7 25 | 116 7.6 6.4 8.5
18= CnHm + ALK... 145 149 28 | 107 | 276 146 86 | 169
19= CnHm 11.4 43 1.9 59 ] 266 164 88 | 173
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Figure 5.1: Relation linéaire entre la cytotoxicité (100 - TTC.RA) et la teneur en cendres
des poussiéres établie par Reisner et Robock (1975) pour 3 horizons de la Ruhr d’age
stratigraphique croissant (Untere Essener = dgé, Horster = jeune).
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Figure 5.2: Modélisation des incidences en particules organiques, en particules minérales
et en particules minérales toxiques pour 2 poussiéres isotoxiques d’age stratigraphique
différent (Untere Essener = dgé, Horster = jeune)
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On peut en déduire que la matiére organique des poussiéres provenant d’horizons
stratigraphiquement agé est cytotoxique ou, a 1'autre extréme, que la matiére minérale de
ces poussiéres est plus cytotoxique que celles des poussiéres prélevées dans les horizons
les plus jeunes.

L'existence d’une corrélation positive entre la cytotoxicité et la teneur en cendres des
poussiéres nous permet, en premiére approximation, d’exclure la participation de la
matiére organique et de retenir I’hypothése d une cytotoxicité déterminée par la fraction
inorganique des poussiéres. Cette derniére pourra étre assimilée a la matiére minérale en
admettant 1'existence d’une relation linéaire entre la cytotoxicité et la teneur en matiére
minérale des poussiéres similaire a celle obervée pour la teneur en cendres.

La figure 5.2 illustre le cas de 2 échantillons d’dges stratigraphiques et de teneurs en
matiére minérale variables mais de méme cytotoxicité. Elle permet de reconnaitre deux
échantillons isotoxiques ayant une méme incidence en particules minérales toxiques (par
exemple 12.5 particules-%).

Nous tenterons donc d’identifier les facteurs potentiellement cytotoxiques de la matiére
minérale des poussiéres de mine en étudiant des ensembles de poussiéres isotoxiques
prélevées dans différents horizons stratigraphiques. Ceux-ci devront exprimer une
incidence constante par intra-comparaison au sein des ensembles d’échantillons
isotoxiques. On effectuera ensuite une inter-comparaison entre ensembles d’échantillons
isotoxiques.

5.1) Partie expérimentale

Deux ensembles d’échantillons isotoxiques ("isotox-1" et "isotox-2") ont été choisies aux
deux extrémes de 1'échelle de cytotoxicité déterminée par Reisner et Robock (voir figure
5.1):

- les échantillons 08, 26 et 42 de cytotoxicité égale a 50% (isotox-1)
- les échantillons 02, 11 et 33 de cytotoxicité voisine de 30% (isotox-2).

Les 6 échantillons ainsi sélectionnés, de cytotoxicité et teneur en quartz variables (tableau
5.1), présentent des différences extrémes quant a leurs teneurs en cendres qui varient de
30 4 60% pour les échantillons de 1'ensemble isotox-1 et de 15 & 50% pour ceux de
|’ensemble isotox-2. Les détails sur la composition minéralogique des poussiéres sont

donnés dans le tableau 2.3 (voir chapitre 2).
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Les analyses LAMMA (500 particules/échantillon) ont été effectuées a 100% de
transmission laser afin de détecter les éléments traces tels que les métaux lourds. La taille
des particules analysées correspond au maximum de distribution granulométrique (1.5-2

pum).
5.2) Résultats

Les analyses LAMMA révélent 1'existence de 19 groupes de particules définis par
différentes combinaisons d’éléments (tableau 5.1). Les particules des groupes 1 as
représentent les particules minérales les plus communes (20 & 70 particules-%). Leurs
spectres & dominante ALK dévoilent une nature argileuse. Des éléments associés tels que
le fer et/ou le titane peuvent étre détectés avec des signaux d’amplitudes "10" (groupes 2,
3 et 4) ou "1" (groupe 5). Environ 90% des particules de ce dernier groupe contiennent
du fer.

Les particules du groupe 6, de spectres & dominante Si(Al), représentent des particules de
quartz "pur" et/ou de quartz contaminé par de I'aluminium. Le choix des conditions
analytiques (100% de transmission) ne permet pas de distinguer entre ces deux variantes
(voir I'étude de l'influence de l'irradiance laser, chapitre 3.4).

Les particules des groupes 7 4 13 sont des particules a spectre dominé par un élément
majoritaire (Ca, Ti, Al, Fe, Ba, Pb ou Zr). Elles sont trés probablement constituées
d’(hydr)oxydes, carbonates, sulfures, sulfates... de ces éléments (calcite, rutile,
corindon...).

Les combinaisons d'éléments des groupes 14 & 16 représentent des minéraux non-
identifiables ou des particules non-classifiables. Les particules du groupe 17 sont des
particules minérales contaminées par des métaux lourds tels que Cr, Ni, Cu, Pb, Mn, V,
Zn et/ou Mo. Elles sont généralement constituées d’'une matrice argileuse (spectres a
dominante ALK) contenant éventuellement du fer. Les particules de composition mixte
inorganique/organique ou de composition "puremen " organique sont classées dans les
groupes 18 et 19.

L intra-comparaison au sein de chaque ensemble d’échantillons isotoxiques (voir tableau
5.1) montre que les incidences des particules argileuses contenant du fer (groupes 2 et 5)
sont constantes pour |'ensemble isotox-1.
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Ces particules argileuses contenant du fer peuvent étre suspectées (conformément & la
figure 5.2) de participer 4 la cytotoxicité des poussiéres 08, 26 et 42 dont I'dge
stratigraphique et la teneur en cendres sont variables.

1l faut cependant noter que leurs incidences décroissent avec 1'dge stratigraphique des
échantillons de 1’ensemble isotox-2. La cytotoxicité de ces derniers échantillons semble
liée 4 la présence de particules contaminées par les métaux lourds (groupe 17) dont
I'incidence augmente avec 1'age stratigraphique des poussiéres.

Des corrélations positives sont observées (tableau 5.1) entre 1'dge stratigraphique des
échantillons et les incidences des particules organiques des groupes 18 et 19. Elles
reflétent, au sein de chaque ensemble d’échantillons isotoxiques, 1'enrichissement en
matiére organique des poussiéres (pauvres en minéraux) provenant d'horizons
stratigraphiquement plus 4gés. La richesse en particules organiques de tels échantillons
(par exemple 33 et 42) exprime cependant un enrichissement relatif de leur matiére
minérale en particules potentiellement toxiques (groupes 2, S et 17).

Une _inter-comparaison des deux ensembles d’échantillons isotoxiques révéle que les
incidences moyennes en particules chargées de fer (groupes 2 et 5) sont plus élevées pour
I'ensemble isotox-1 (14.8 et 29.5 particules-%, respectivement) que pour l’ensemble
isotox-2 de cytotoxicité moindre (11.1 et 15.0 particules-%, respectivement).

Ces différences d’incidences ne sont pas trés prononcées (facteurs 1.3 et 2,
respectivement) mais correspondent approximativement a la différence de cytotoxicité
des deux ensembles d’échantillons (facteur 1.7). Les incidences moyennes des particules
minérales contaminées par les métaux lourds (groupe 17) expriment une relation inverse
avec la cytotoxicité des deux ensembles.

On ne peut cependant procéder a une telle inter-comparaison des ensembles isotox-1 et
isotox-2 qu’en écartant les différences de cytotoxicité liées aux paramétres purement
physiques de la matiére minérale (surface spécifique...). En effet, ceux-ci vont croitre
parallélement & la teneur en matiére minérale et avec la cytotoxicité. On déplorera
I’absence de mesure de surface spécifique dans 1'étude de Reisner et Robock.

Une tentative complémentaire de détermination des constituants minéraux potentiellement
cytotoxiques consisterait a comparer au sein de chaque horizon stratigraphique deux
échantillons 4 méme teneur en cendres mais de cytotoxicité variable. Cette approche
permettrait de contourner les effets propres aux paramétres purement physique de la
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matiére minérale car la teneur en matiére minérale serait identique pour les deux
échantillons.

Les 6 échantillons sélectionnés pour cette étude, dont la cytotoxicité et la teneur en
cendres varient simultanément, ne permettent pas cette approche. Seuls les échantillons
11 (Obere Essener) et 42 (Untere Essener), dont les teneurs en cendres et les incidences
en particules organiques sont similaires, répondent a de tels critéres.

Une comparaison, pour les deux échantillons 11 et 42, des incidences en particules des
groupes 2 et 5 (voir tableau 5.1) révéle un facteur d’enrichissement de 1.4 pour le groupe
2 et un facteur 2.4 pour le groupe 5. Ces facteurs reflétent les différences de cytotoxicité
des deux échantillons (facteur 2.3). Mais les teneurs en cendres comparables des deux
poussiéres suggérent surtout un enrichissement en particules cytotoxiques de la maticre
minérale de 1" échantillon stratigraphiquement agé (poussiére 42).

5.3) Discussion

La stratégie de la présente étude, basée sur la notion de "nocivité spécifique a 1'origine
stratigraphique des poussiéres” (Reisner et Robock, 1975) et sur I'examen d’échantillons
isotoxiques, a pour objectif de cerner les paramétres potentiellement cytotoxiques de la
matiére minérale des poussiéres de mine. Une tentative d’identification de facteurs
cytotoxiques indépendants du quartz semblait d'autant plus impérative que la cytotoxicité
des poussiéres de mine est généralement trés variable, non-corrélée a leur teneur en
quartz ou plus élevée que cette teneur en quartz ne permet de le prédire (Bruch, 1987).

Les deux ensembles d’échantillons isotoxiques sélectionnés laissent toutefois prévoir, en
premier lieu, une corrélation entre la cytotoxicité et la teneur en quartz des poussiéres. La
teneur en quartz moyenne de I'ensemble isotox-1 (50% de cytotoxicité) est de l'ordre de
6% (voir tableau 5.1). Elle est environ deux fois plus élevée que celle de 1'ensemble
isotox-2 (3% de quartz, 30% de cytotoxicité). Mais les résultats d"analyses LAMMA ne
révélent pas de différences notoires d’incidences en particules de quartz du groupe 6: 1.9
et 1.7 particules-% pour les ensembles isotox-1 et isotox-2, respectivement.

On peut également rappeler que la présence d’aluminium dans les particules du groupe 6
(spectres 4 dominante Si,(Al)) agit en tant que facteur inhibant la cytotoxicité déterminée
par le test de réduction du TTC (voir 1'étude des silices de référence, chapitre 3).
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L'étude de Reisner et Robock avait déja montré que la cytotoxicité des échantillons
dépendait plus de leur teneur en cendres que de leur teneur en quartz. Mais les analyses
LAMMA montrent clairement que les incidences en particules de quartz ne suffisent pas a
expliquer la cytotoxicité de ces échantillons. On se basera, a ce titre, sur la relation
observée entre 1'incidence des particules de quartz "pur" (classe I) et la cytotoxicité des
poussiéres de silice de référence (chapitre 3, figure 3.4a).

On rappelera d"abord que la cytotoxicité des silices a également été déterminée par le test
du présent chapitre (réduction du TTC). Une regression basée sur la relation de la figure
3.4a permet d’estimer le nombre de particules de la classe I nécessaire & exprimer, par
exemple, la cytotoxicité de 1’ensemble isotox-1 (50%). Elle indique quune incidence de
21% de particules de quartz "pur” serait nécessaire pour exprimer cette cytotoxicité.

Aucun des échantillons sélectionnés dans la présente étude ne dévoile de telles incidences
en particules de quartz "pur" (ou du groupe 6). Il apparait donc nécessaire, contrairement
a I’étude des silices de référence, d’identifier des facteurs de cytotoxicité indépendants du
quartz plutdt que de déterminer des facteurs modulant la cytotoxicité du quartz.

Notre approche méthodologique, basée sur des intra-comparaisons au sein d’ensembles
d’échantillons isotoxiques et sur des inter-comparaisons d’ensembles & permis de cemner,
parmi 19 groupes différents de particules, 2 groupes de particules potentiellement
cytotoxiques:

- les particules argileuses (micas et/ou kaolinite) contaminées par le fer (groupe 2 et 5),

- les particules minérales (principalement argileuses) contaminées par les métaux lourds et
éventuellement par le fer (groupe 17).

La contribution de chacun de ces facteurs (voire des autres particules.- minérales) a la
cytotoxicité totale des poussiéres ne peut pas étre déterminée de maniére absolue. En
effet, les résultats montrent que la cytotoxicité des poussiéres de l'ensemble isotox-1
serait liée aux contaminations des argiles par le fer et celle des poussiéres de 1’ensemble
isotox-2 a la présence de métaux lourds.

La complexité des vraies poussiéres de mine ne nous permet pas d’obtenir, ni méme
d’espérer fournir, des informations sans équivoque quant aux contributions individuelles
des paramétres de cytotoxicité. Il faut rappeler que 1'objectif de la présente étude est de
tenter de cerner au sein de la matiére minérale des constituants potentiellement
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cytotoxiques, indépendants du quartz et dont I'activité mérite d’étre confirmée par 1'étude
in vitro de minéraux de référence.

Les différences d’incidences en particules chargées de fer (groupe 2 et 5) paralleles aux
différences de cytotoxicité des deux ensembles (voir les résultats de I'inter-comparaison)
et la nature méme des contaminations des particules du groupe 17 (métaux lourds)
laissent raisonnablement entrevoir ces particules comme de bons candidats cytotoxiques.

La méthode de comparaison d’échantillons isotoxiques (mais a teneurs en matiére
minérale extrémement variables) ouvre également des perspectives intéressantes quant
aux études de nocivité de la matiére minérale des poussiéres pauvres en minéraux. Les
résultats suggérent que la matiére minérale de tels échantillons (provenant des horizons
stratigraphiquement &gés) soit enrichie en particules potentiellement cytotoxiques des
groupes 2, 5 et/ou 17 (cas des échantillons 33 et 42).

La figure 5.2 a servi 4 illustrer le cas de 2 échantillons isotoxiques (dage stratigraphique
et i teneur en matiére minérale variables) dont les incidences en particules minérales
toxiques sont comparables (12.5 particules-%). La fraction des particules minérales
toxiques apparait cependant plus élevée (par normalisation des incidences sur la fraction
des particules minérales) pour 1'échantillon stratigraphiquement le plus dgé et pauvre en
minéraux (50 particules-%). Elle ne représentera que 16.6 particules-% pour 1"échantillon
stratigraphiquement jeune et riche en minéraux.

Cette observation permet d’avancer 1"hypothése qu’aux faibles variations de la teneur en
matiére minérale des poussiéres de charbon de haut rang (pauvres en matiére minérale
mais enrichies en particules minérales toxiques) peuvent suivre des différences notoires de
cytotoxicité.

D’autres auteurs ont suspecté la matiére minérale des poussiéres de charbon de haut rang
(pauvres en minéraux) d’étre plus cytotoxique (a masse égale) que celle des poussiéres de
charbons de bas rang (Gormley et al., 1979; Reisner and Robock, 1982). La nature
physico-chimique des facteurs de cytotoxicité de la matiére minérale n’'a pas été discutée
ou identifiée par ces auteurs.

Les échantillons de la présente étude, d’ages stratigraphiques différents, n’expriment pas
de différences notoires en terme de rang du charbon exploité dans les 3 horizons
stratigraphiques étudiés: les poussiéres 02 et 08 de 1’horizon Horster se rapportent a un
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"Gasflammkohle" (~charbon flambant sec); celles des horizons Obere Essener et Untere
Essener a un "Gaskohle" (~charbon flambant gras a charbon gras).

Un enrichissement de la matiére minérale associée aux charbons de haut rang a déja été
évoqué dans la caractérisation des poussiéres présentée au chapitre 2. On y avait
remarqué que seule I'incidence des particules chargées de fer ne diminuait pas en parall¢le
avec la teneur en cendres des poussiéres (figure 2.6). Elle apparaissait aussi €levée pour
les poussiéres des mines de charbon de bas rang (riches en matiére minérale) que pour
celles prélevées dans les mines de charbon de haut rang et pauvres en matiére minérale
(cas des échantillons 53, 67, 74 et 77, voir figure 2.6). Ces charbons ("Esskohle,
charbons 1/2-Gras) représentaient ceux du plus haut rang de l'étude de Reisner et
Robock.

1l convient de préciser, a ce stade de la discussion, que la relation linéaire entre la teneur
en cendres et la cytotoxicité des poussiéres des 3 horizons stratigraphiques de la présente
étude a servi de modéle a Reisner et Robock pour expliquer la haute prévalence des
pneumoconioses dans les mines de charbon de haut rang (Reisner et al., 1982; 1985a). Iis
ont observé la méme relation linéaire pour les poussiéres des mines de la Ruhr exploitant
des charbons de haut rang (horizons Bochumer et Wittener). La prévalence des
pneumoconioses y était dix fois plus élevée que dans les mines de charbons de bas rang
(et stratigraphiquement plus jeunes) de la présente étude.

Ces auteurs avaient déja remarqué que pour une méme cytotoxicité (par exemple 35%),
la teneur en cendres des poussiéres diminuait parallélement avec 1'dge stratigraphique et
le rang du charbon (voir figure 5.3). Les poussiéres des horizons stratigraphiquement les
plus dgés (haut rang, haute prévalence) nécessitent moins de matiére minérale (%Cendres
~ 15%) que celles stratigraphiquement plus jeunes (%Cendre ~ 50%). Une relation
similaire a été observée pour les poussiéres de la Saar. Ces auteurs avaient ainsi attribué
une nocivité plus élevée et spécifique a la matiére minérale des charbons de haut rang.

On proposera d’attribuer cette spécificité a 1'enrichissement de la matiére minérale des
charbons de haut rang en particules minérales toxiques (voir mode¢le, figure 5.2) pouvant
contenir du fer et/ou des métaux lourds. Cette hypothése nécessite d'identifier les
conditions géologiques pouvant conduire a cet enrichissement de la matiére minérale des
charbons de haut rang. Il faudra également préciser la physico-chimie de ces particules
minérales (nature minéralogique, spéciation des métaux..). Mais I'hypothése mérite
surtout d’étre confirmée en étudiant des poussiéres répondant aux critéres suivants:
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- prélévement dans des veines de charbon stratigraphiquement définies dont le rang varie
des charbons flambants a celui des anthracites,

- prélévement au sein des différentes veines de poussiéres a teneurs en matiére minérale
extrémement variables (et aussi élevée que possible pour les charbons de haut rang),

- existence de différences notoires de nocivité (notamment de fibrogénicité) présentant
une relation linéaire (au sein de chaque horizon) avec la teneur en matiére minérale des

échantillons.

%Cendres

50

“\
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20 AN ?

"
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Horster Schichten
Essener Schichten
Essener Schichten
Bochumer Schichten
Bochumer Schichten
Wijttener Schichten

Obere
Untere
Obere
Untere

Figure 5.3: Relation entre la teneur en cendres et l'dge stratigraphique de poussiéres
présentant une méme cytoxicité de 35% (d"apres Reisner and Robock, 1975)

L’étude de ces échantillons permettrait de fonder la notion de "nocivité spécifique a
I'origine stratigraphique des poussiéres” sur des résultats de tests de fibrogénicité, voire
en accord avec les données épidémiologiques. Un programme de recherche de la
Commission des Communautés Européennes actuellement en cours, initié par le
Professeur K. Robock, est consacré a 1'étude de telles poussiéres.

000000000
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CHAPITRE 6

Apports de I'analyse LAMMA
aux études comparatives des tests de nocivité

Les collections actuelles de vraies poussiéres de mines ne disposent pas d’échantillons
répondant aux critéres précédemment évoqués (fibrogénicité dépendant de la teneur
totale en matiére minérale et spécifique a 1’origine stratigraphique des poussiéres, voir
chapitre 5). Un programme de recherche financé par la Commission des Communautés
Européennes (programme H1), dont l'objectif est d'établir l'existence d’une telle
relation, est actuellement en cours. Il devrait nous permettre, dans un avenir proche,
d’avoir accés a des poussiéres dont la fibrogénicité serait spécifique a 1'origine
stratigraphique des échantillons.

La mise en évidence de 1’existence (ou non) de cette relation spécifique pose le probléme
du choix du test de fibrogénicité. La batterie des différents tests utilisés dans les études
de nocivité livre fréquemment des résultats divergents, voire contradictoires, quant a la
nocivité in vivo (ou in vitro) d'une poussiére donnée. Ces considérations nous
contraignent a placer 1'approche méthodologique et les conclusions développées au
précédent chapitre dans les limites d’observations basées sur un seul test de nocivité (test
de réduction du TTC).

En effet, une récente étude communautaire consacrée a la comparaison de 27 tests de
nocivité différents (utilisés sur 23 poussiéres) & montré qu’il serait vain de vouloir cerner
les paramétres de nocivité d’une poussiére au moyen d’un test unique (voir rapport de
synthése publié par Le Bouffant, 1987a; Bruyet, 1987; Le Bouffant et al, 1988).
L’analyse statistique des résultats des différents tests (12 tests in vitro et 15 tests in vivo)
a mis en évidence des disparités entre tests in vitro et tests in vivo, ainsi qu’entre tests de
méme nature.

La famille des tests in vivo, clairement distincte de celle des tests in vitro, inclus 2 sous-
ensembles de tests consacrés d’une part a 1'étude des réactions des tissus pulmonaires
(tests in vivo pulmonaires) et, d’autre part, celui des tests in vivo ganglionnaires. Un
complément d’analyse a établi que les résultats des tests pulmonaires étaient plus proches
des résultats des tests in vitro que de ceux des tests ganglionnaires.

La nature minéralogique des constituants pouvant expliquer les disparités (ou
similitudes) entre les différents tests n'a pas été identifiée. Seule la teneur totale en
matiére minérale des poussiéres semblait influencer les résultats de certains tests.
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L’étroite inter-corrélation existant entre la teneur totale en matiére minérale et la teneur
globale en quartz, en kaolinite ou en micas (illite/séricite/muscovite) n'a pas permis
d’isoler un paramétre minéralogique déterminant.

1l semblait donc intéressant de voir si des analyses LAMMA permettraient d’éclaircir la
situation, c’est-a-dire identifier les paramétres de la matiére minérale responsables des
différences (ou similitudes) entre tests de nocivité. L'étude porte sur 15 poussieres
empruntées aux 23 échantillons du projet de recherche communautaire précédemment
cité. Les résultats LAMMA. seront présentés et discutés parallélement aux résultats
d’analyses minéralogiques conventionnelles afin de vérifier si les conclusions tirées de
Iétude des 23 poussiéres (d aprés Le Bouffant, 1987a) restent valables pour le lot des 15
poussiéres de la présente étude.

6.1) Partie expérimentale

Les 15 échantillons étudiés concernent des poussiéres prélevées sur échantilloneur BAT
II dans des mines de Belgique (6 poussiéres), de France (4 poussiéres) et de Grande-
Bretagne (5 poussiéres). L'origine stratigraphique et la composition minéralogique des
poussiéres, empruntées 4 la littérature, sont données dans le tableau 6.1.

Les analyses LAMMA, effectuées a 30% de transmission laser, portent sur 1000 a 1500
particules/échantillon dont le diamétre correspond a celui du maximum de distribution
granulométrique (1.5-2 pm). Les incidences des éléments ou combinaisons d’éléments
suivantes seront discutées:

- particules de la classe I ou particules de quartz "pur”,

- particules 4 dominante AIK (avec ou sans Ti) ou particules argileuses de micas et/ou
kaolinite,

- particules 3 dominante AlKFe ou particules argileuses contaminées par le fer

(d’intensité de signal codée "1" ou "10"),

- particules & dominante FeX (X = Al, Mg et/ou Ca) ou particules minérales (sidérite,
chlorite et minéraux non-identifiés) contenant du fer (dintensité de signal codée "10"),

- particules contenant du manganése (limite de détection placée a 1’amplitude "1") en
combinaison avec tout autre élément,
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Tableau 6.1: Origine et composition minéralogique des échantillons
(d’aprés Le Bouffant, 1987a)

Origine

% M.M.*

%Quartz

%XKaolin.

%Micas

%Divers

B49W

B55W

B61W

B68Z

B71AZ

B72Z

Belgique
Campine
Westphalien B

449

5.6

7.9

19.7

2% Bassanite

Belgique
Campine
Westphalien A

26.3

3.7

438

12.4

Belgique
Campine
Westphalien A

18.6

1.9

1.9

6.7

2.5% Calcite

Belgique
Campine
Westphalien A

53.4

6.7

9.5

25.1

Belgique
Campine
Westphalien A

514

5.0

7.4

23.2

2.5% Sidérite

Belgique
Campine
Westphalien A

43.8

8.6

9.1

18.8

2.5% Sidérite

F1

F2

F3

Fé6

France
Nord-P. de C.
Westphalien C

46.9

3.9

6.0

14.6

8.5% Calcite
2.0% Bassanite

France
Lorraine
Stéphanien A

83.6

10.6

13.9

321

3.5% Chlorite

France
Auvergne
Stéphanien B

31.6

50

10.4

14.6

France
Provence
Crétacé

37.6

1.9

3.7

2.1

15.0% Calcite
4.5% Pyrite
2.9% Gypse

UKQ

UKVA

UKY

Gr.-Bretagne
Nottinghamsh.
Westphalien C

73.1

5.1

16.9

20.9

4.0% Calcite

Gr.-Bretagne
South Wales
Westphalien A

422

3.8

10.3

12.6

3.0% Calcite
2.0% Bassanite

Gr.-Bretagne
South Wales
Westphalien B

26.1

1.9

4.9

10.6

Gr.-Bretagne
South Wales
Westphalien B

17.2

1.7

1.8

9.5

Gr.-Bretagne
Durham
Westphalien B

32.0

3.7

4.7

12.2

2.0% Calcite
2.0% Bassanite

*Teneur en Matiére Minérale (LTA 150°C)
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- particules contenant du calcium (limite de détection placée a l'amplitude "1") en

combinaison avec tout autre élément (ou non dans le cas des particules de calcite pure).

Les 27 tests utilisés pour caractériser la nocivité de ces échantillons, trés diversifiés, se
rapportent a:

- 4 tests in vivo histologiques se rapportant aux résultats qualitatifs d’examens
histologiques des tissus pulmonaires ou ganglionnaires aprés application intra-trachéale
des poussiéres (tableau 6.2),

- 12 tests in vitro quantitatifs sur cultures de cellules incubées avec les poussiéres (voir

description, tableau 6.3),

- 11 tests in vivo quantitatifs faisant appel a I'application des poussiéres sur 1’animal par

voie intra-trachéale ou intra-péritonéale (5 tests pulmonaires et 6 tests ganglionnaires,
voir tableau 6.4).

1 faut noter que les résultats de certains tests in vifro (viabilité et croissance cellulaires,
activités enzymatiques cellulaires...) varient en sens inverse de la nocivité des poussieres.
Les résultats des autres tests in vitro et ceux des tests in vivo varient dans le méme sens
que la nocivité des poussiéres.

Tableau 6.2: Description des tests in vivo qualitatifs (d"apres Le Bouffant, 1987a)

HL- | histologie des poumons au bout de 12 mois d’évolution:
absence / présence de fibrose
rats Wistar, application IT: 50 mg pouss. / 0.5 ml sol. physiol.

HP- |histologie des poumons au bout de 24 mois:
dépbts coniotiques / amas coniotiques / amas fibroconiotiques
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. /1.5 ml sol. physiol.

HG- | histologie des ganglions au bout de 24 mois:
dépéts inertes / fibrose réticuline / fibrose collagéne
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. /1.5 ml sol. physiol.

DP- histologie des poumons au bout de 18 mois:
réaction cellulaire faible / intermédiaire / intense

rats Wistar, application IT: 50 mg pouss. / 1 ml sol. Dulbecco tamponée
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Tableau 6.3: Description des tests in vitro quantitatifs (d"aprés Le Bouffant, 1987a)

10).4 4 Consommation cellulaire d oxygéne en équivalents-quartz
4.8 mg poussiéres / 8.10% macrophages alvéolaires (lapin)
LAM % lactate déhydrogenase dans le milieu de culture
0.4 mg poussiéres / 5.105 macrophages P-388-D-1
GAM % glucoseaminidase dans le milieu de culture
0.4 mg poussiéres / 5.105 macrophages P-388-D-1
LDM % lactate déhydrogenase dans le milieu de culture rapporté aux témoins
(non-exposés)
1 mg poussiéres / 2.10% macrophages P-388-D-1
PAM % phosphatase acide dans le milieu de culture rapporté aux témoins (non
exposés)
1 mg poussiéres / 2.10% macrophages P-388-D-1
*VIA Viabilité cellulaire rapportée aux témoins (TiO,)
0.4 mg poussiéres / 5.105 macrophages P-388-D-1
*INC Croissance cellulaire rapportée aux témoins (non-exposés)
0.5 mg poussiéres / 1.106 macrophages P-388-D-1
*LAC % lactate déhydrogenase cellulaire rapporté aux témoins (TiO,)
0.4 mg poussiéres / 5.105 macrophages P-388-D-1
*GAC % glucoseaminidase cellulaire rapporté aux témoins (TiO,)
0.4 mg poussiéres / 5.103 macrophages P-388-D-1
*LDC % lactate déhydrogenase cellulaire rapporté aux témoins (TiO;)
1 mg poussiéres / 2.105 macrophages P-388-D-1
*PAC % phosphatase acide cellulaire rapporté aux témoins (non-exposés)
1 mg poussiéres / 2.106 macrophages P-388-D-1
*TTC % activité cellulaire de réduction du TTC rapporté aux témoins (non-

exposés)
0.6 mg poussiéres / 8.105 macrophages péritonéaux (cobaye)

*Tests dont les résultats varient en sens inverse de la nocivité des poussiéres
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Tableau 6.4: Description des tests in vivo quantitatifs (d"apres Le Bouffant, 1987a)

TESTS PULMONAIRES

SKé

Poids des poussiéres recueillies dans les ganglions* (au bout de 6 mois)
rats Wistar, application IT**: 50 mg pouss. / 0.5 ml sol. physiol.

LG6

Poids des poumons (6 mois)
rats Wistar, application IT: 50 mg pouss. / 0.5 ml sol. physiol.

cor

Poids de collagéne pulmonaire / poids de poussiéres recueillies dans les
poumons (24 mois)
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. / 1.5 ml sol. physiol.

LIP

Augmentation du poids des lipides pulmonaires / poids de poussiéres
recueillies dans les poumons (24 mois)
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. / 1.5 ml sol. physiol.

POU

Augmentation du poids des poumons / poids de poussiéres recueillies dans
les poumons (24 mois)
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. / 1.5 ml sol. physiol.

TESTS GANGLIONNAIRES

LNQ

Aire moyenne en Quartz-Typical-Area (QTA) ganglionnaire (14 mois)
rats Wistar, application IP***: 50 mg pouss. / 5 mi sol. physiol.

QTG

QTA ganglionnaire moyen exprimé en % de la section des ganglions (18
mois)
rats Wistar, application IP: 50 mg pouss. / 5 ml sol. physiol.

LNG

Poids ganglionnaire moyen (14 mois)
rats Wistar, application IP: 50 mg pouss. / 5 ml sol. physiol.

GAN

Poids ganglionnaire / poids de poussiéres recueillies dans les ganglions
(24 mois)
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. /1.5 ml sol. physiol.

LNA

Section ganglionnaire moyenne (14 mois)
rats Wistar, application IP: 50 mg pouss. / 5 mi sol. physiol.

COG

Poids de collagéne ganglionnaire / poids de poussieres recueillies dans les
ganglions (24 mois)
rats Sprague-Dawley, application IT: 75 mg pouss. / 1.5 ml sol. physiol.

*SK6 = test révélant, cependant, une réponse d’élimination pulmonaire
#+[T = intra-trachéale
#*x*]P = intra-péritonéale
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6.2) Résultats

La nature qualitative des 4 tests histologiques nous conduit 4 considérer séparément les
résultats de ces tests. Ces examens histologiques permettent de considérer la grande
majorité des poussiéres comme non- ou faiblement fibrogénes. Seules les poussiéres F2,
UKQ et notamment B72Z induisent des réactions plus marquées pour I’ensemble des 4
tests. Cette derniére poussiére se distingue trés fortement du lot d’échantillons par
I'importance des lésions observées (voir Le Bouffant, 1987a).

L’examen des données minéralogiques (tableau 6.1) indique que les poussiéres F2 et
UKQ sont les plus riches en matiére minérale, mais que seule la poussiere F2 semble
enrichie en quartz (10.6%). La poussiére B72Z, bien que la plus fibrogene, ne se
distingue pas par une teneur exceptionnelle en quartz (8.6%) ou en matiére minérale
(43.8%).

Les résultats d’analyses LAMMA ne dévoilent, pour ces 3 échantillons, aucune
différence significative quant a 'incidence en particules de quartz "pur" de la classe I
(figure 6.1) ou en particules argileuses de spectres a4 dominante AIK (figure 6.2). Les
poussiéres F2 et UKQ sont, par contre, enrichies en particules argileuses contaminées
par le fer (figure 6.3).

La combinaison d’éléments FeX (figure 6.4) ne permet pas de différencier les poussiéres
F2, UKQ ou B72Z des autres échantillons. La poussi¢re B72Z se distingue
singuliérement par l'incidence des particules contenant du manganése (17 particules-%, -
voir figure 6.5). Enfin, on pourra noter que prés de la totalité¢ des particules de la
poussiére F6 (peu fibrogéne) contient du calcium (figure 6.6). Cette incidence
inhabituelle en calcium refléte la nature calcaire du bassin minier, datant du Crétacé, de
1’échantillon F6 (mine de Gardanne, Provence).

Les 4 tests in vivo histologiques nous permettent donc de suspecter, parmi 6 groupes de
particules, le potentiel fibrosant des particules argileuses contaminées par le fer et/ou des
particules minérales contenant du manganése. Les 4 autres groupes de particules ne
semblent pas jouer de role particulier. Il reste, cependant, & affiner ces conclusions grace
aux données quantitatives des 12 tests in vitro (tableau 6.5) et des 11 autres tests in vivo
(tableau 6.6). Ces données doivent permettre d"approfondir notre approche en terme de
corrélation afin d’étudier plus finement la nocivité de ces 6 groupes de particules.
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Classe |

Particules—%

B49W 55W 61W 687 71AZ 72Z F1 F2 F3 Fé UKQ -VA -VB -W -Y

Figure 6.1: Incidence en particules de quartz "pur” de la classe I (15 poussieres)

AlK

Particules—%;

100

B49W 55W 61W 68Z 71AZ 727 Ft F2 F3 Fé UKQ -VA -VB -¥W -Y

Figure 6.2: Incidence en particules 4 dominante AIK (15 poussiéres)
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AlKFe

Particules—7%

100

B49W 55W 61W 68Z 71AZ 727 F1 F2 F3 Fé UKQ -VA -VB -W -Y

Figure 6.3: Incidence en particules 2 dominante AlKFe (15 poussiéres)

FeX

Particules-7%
100

80

60

B49W 55W 61W 68Z 71AZ 722 Fi F2 F3 Fé UKQ -VA -VB -W -Y

Figure 6.4: Incidence en particules 4 dominante FeX (X = A/Mg/Ca) (15 poussiéres)
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Mn

Particules—-7%

B49W 55W 61W 687 71AZ 72% FI F2 F3 F6 UKQ -VA -VB -W -Y

Figure 6.5: Incidence en particules contenant du manganese (15 poussiéres)

Ca

Particules—%
100

B49W 55W 61W 687 71AZ 722 F1 F2 F3 F6 UKQ -VA -VB -W -Y

Figure 6.6: Incidence en particules contenant du calcium (15 poussiéres)
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Tableau 6.5: Données quantitatives des tests in vitro (d'aprés Le Bouffant, 1987a)

OXY LAM GAM LDM PAM *VIA *INC *LAC *GAC *LDC *PAC *TTC
B49W 0.14 367 478 1890 248 677 062 80.1 960 093 0.5 43
BSSW 0.10 365 480 1.7 279 700 054 793 9.1 060 049 39
B61W 0.10 300 486 1.49 1.91 872 0.72 885 1142 090 0.85 45
B68Z 025 346 514 226 400 763 058 83.0 859 059 0.63 49
B71AZ 0.21 347 504 226 346 805 052 818 878 079 073 23
B72Z 020 308 492 213 387 83 063 845 962 074 0.58 24
F1 0.11 350 477 199 251 69.0 063 835 1089 063 0.65 28
F2 039 390 492 219 330 507 054 70.0 717 0358 0.55 36
F3 012 354 430 1.77 1.7 787 071 798 1203 079 0.89 34
Fé6 004 270 446 1.50 299 816  0.65 856 1296 093 0.62 24
UKQ 040 323 573 259 408 736 057 8.7 898 059 059 39
UKVA 017 262 522 244 369 849 069 945 1185 059 0.63 37
UKVB 006 193 50.8 1.46 160 929 082 1008 1376 0.69 0.67 32
UKW 0.11 21.1 522 189 324 926 078 1000 1252 059 0.72 39
UKY 0.13 172 51.6 1.44 1.52 959 080 1049 1357 080 0.73 35
Moy 017 304 496 194 288 793 0.65 87.0 1076 072 0.67 35
Min. 0.04 172 446 1.44 1.52 507 052 70.0 717 058 049 23
Max 040 39.0 573 259 408 959 082 1049 1376 093 0.89 49

*Tests dont les résultats varient en sens inverse de la nocivité des poussiéres

001
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Tableau 6.6: Données quantitatives des tests in vivo (d"aprés Le Bouffant, 1987a)

SK6 LG6 copP LIP POU LNQ QTG GAN LNA CoG
B49W 1.55 222 1.1 2.0 33.7 72.9 10.8 61.4 13.6 0.57
B55W 0.94 222 0.8 1.1 24.6 204 26.0 325 9.7 0.39
B61W 0.63 2.04 0.6 0.8 18.9 19.5 19.6 96.9 15.2 1.25
B68Z 1.24 2.36 0.9 0.8 20.0 4.1 18.5 29.8 93 0.36
B71AZ 1.46 1.58 1.0 0.9 26.2 7.1 93 328 13.6 0.28
B72Z 1.21 2.47 0.8 1.5 26.2 55.1 448 111.1 24.6 1.43
F1 1.47 1.92 1.0 0.6 215 384 223 68.6 11.1 0.60
F2 421 2.39 1.5 14 27.5 96.0 16.4 46.4 18.2 0.52
F3 1.14 1.94 0.7 0.8 17.2 35.8 283 78.8 13.6 0.70
Fé6 0.52 2.01 1.2 1.1 19.4 1.8 6.0 51.9 5.7 0.30
UKQ 2.46 2.76 1.5 1.7 23.9 11.1 59 41.1 8.0 0.52
UKVA 2.14 1.95 1.1 1.8 32.9 341 11.6 62.0 8.7 0.80
UKVB 1.31 1.77 0.9 1.1 21.8 11.9 28.9 37.0 11.5 0.52
UKW 0.65 1.75 0.7 03 14.4 16.1 12.3 46.3 113 0.63
UKY 1.34 1.97 0.7 1.0 18.0 19.3 13.1 66.2 10.1 0.89
Moy 1.48 2.09 1.0 1.1 21.7 29.6 18.3 57.5 123 0.65
Min. 0.52 1.58 0.6 03 14.4 1.8 59 325 5.7 0.28
Max 421 2.76 1.5 20 33.7 96.0 44.8 111.1 24.6 1.43
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Un premier examen de ces données quantitatives révéle cependant les divergences
existant entre les différents tests. La poussiére UKQ, par exemple, est la plus cytotoxique
d’aprés les tests OXY, GAM, LDM ou PAM mais n’apparait que trés moyennement
cytotoxique d’aprés le test LAM (tableau 6.5). La poussiére B72Z, qui se distingue par
sa nocivité d aprés les 4 tests in vivo histologiques précédents, n’apparait comme la plus
nocive que pour les tests in vivo quantitatifs QTG, GAN, LNA et COG (4 tests sur 11,
voir tableau 6.6). '

Les corrélations significatives existant entre les résultats des tests quantitatifs /n vitro ou
in vivo et les données minéralogiques conventionnelles (teneurs en matiére minérale, en
quartz, en kaolinite et en micas) sont données dans le tableau 6.7. Il y apparait que la
teneur en matiére minérale et la composition minéralogique des poussiéres n’influencent
pas les résultats de certains tests (par exemple GAM, LDC, POU, QTG...). La famille
des tests in vivo ganglionnaires semble particuliérement indépendante de la teneur totale
en matiére minérale et de la composition minéralogique des poussiéres.

Pour d’autres tests, au contraire, elles représentent des facteurs déterminants (OXY,
LDM, SK&...). Il faut cependant constater qu'il est impossible de discerner le constituant
minéralogique le plus influant. En effet, les tests qui révélent une corrélation avec la
teneur en matiére minérale expriment, d’'une maniére générale, une corrélation simultanée
avec la teneur de la plupart ou de tous les minéraux dosés. Ce comportement indique
évidemment que les teneurs en matiére minérale et en minéraux dosés sont étroitement
corrélées deux-a-deux comme le montre la matrice de corrélation du tableau 6.8 (p
<0.01). II faut donc conclure que les analyses conventionnelles montrent uniquement (et
une nouvelle fois) que "tout ce qui n’est pas du charbon dans les poussiéres de mine
parait également nocif". Il reste 3 mentionner que ces résultats, empruntés a la littérature
et basés sur 15 poussiéres, sont en accord avec ceux obtenus sur les 23 poussiéres de
1’étude communautaire (Le Bouffant, 1987a).

La matrice de corrélation obtenue pour les résultats d'analyses LAMMA est présentée
dans le tableau 6.9. Il y apparait trés clairement que les corrélations deux-a-deux des
incidences des 6 groupes de particules n’atteignent aucunement la significativité
précédemment mentionnée pour les résultats d‘analyses conventionnelles. Seules les
incidences en particules contenant du manganése et celles de combinaison FeX semblent
dépendantes (r = 0.68, p <0.01). Ces observations laissent entrevoir des perspectives
intéressantes quant a 1'étude des corrélations potentielles entre les résultats des tests
quantitatifs in vitro ou in vivo et les données d’analyses LAMMA.

Chapitre 6: études comparatives des tests de nocivité



103

Tableau 6.7: Corrélations significatives (p < 0.05) entre les données minéralogiques des
poussiéres et les résultats des tests in vitro et in vivo (d"aprés Le Bouffant, 1987a)

%XKaoli

%Mi

Tests in vitro
LAM 0.54 0.60 0.60
0.52
-0.54 -0.64
-0.52 -0.64
-0.56
-0.62
*PAC
Tests in vivo
pulmonaires
LIP 0.58
POU
Tests in vivo LNQ 052
ganglionnaires QTG
LNG
GAN
LNA 0.62
COG
[p<0.05 | 2

»Tests in vitro dont les résultats varient en sens inverse de la nocivité des poussiéres
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Tableau 6.8: Matrice de corrélation des données minéralogiques

(d’apres Le Bouffant, 1987a)

%M.M. %Quartz %Kaolin. %Micas
%M.M. 1.00
%Quartz 0.77 1.00
%Kaolin 0.85 0.71 1.00
%Mica 0.82 0.88 0.73 1.00

Tableau 6.9: Matrice de corrélation des données d"analyses LAMMA

Classe 1 AIK AlKFe FeX Mn Ca
Classe I 1.00
AIK 0.06 1.00
AlKFe 0.50 0.09 1.00
FeX 033 -0.51 0.26 1.00
Mn 0.17 -0.18 0.19 0.68 1.00
Ca 0.08 0.54 -0.32 -0.40 -0.23 1.00

Chapitre 6: études comparatives des tests de nocivité
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Les corrélations significatives entre les incidences LAMMA et les résultats des tests
quantitatifs sont présentées dans le tableau 6.10. On peut d’emblée remarquer que
certains tests ne dépendent de l'incidence d’aucun type de particules. Certains de ces
tests (LDC, PAC, TTC, LIP, POU, GAN) étaient déja indépendants de la teneur totale
en matiére minérale ou de celles des minéraux dosés par les méthodes conventionnelles
(voir tableau 6.7).

Certains des résultats du tableau 6.10 nécessitent une discussion préliminaire qui, ne
concernant pas notre objectif principal, ne sera plus abordée ultérieurement. Ainsi,
I'absence de corrélation entre les résultats du test TTC et l'incidence des particules a
dominante AlKFe est, 4 premiére vue, en forte contradiction avec les résultats obtenus au
chapitre 5 (voir la discussion concernant les particules de nature similaire des groupes 2
et 5 du chapitre précédent). Il faut toutefois remarquer qu'il n’existe pas dans la présente
étude (et contrairement au précédent chapitre) de corrélation entre les résultats du test
TTC et la teneur totale en matiére minérale des échantillons (voir tableau 6.7).
L’existence de ce lien était décisive quant & 1'approche méthodologique développée au
chapitre 5.

On remarquera également, dans le tableau 6.10, que toutes les corrélations (positives ou
négatives) varient dans le sens espéré de la nocivité des poussiéres, exception faite du
test GAM (r = -0.63). La corrélation négative existant entre les résultats du test GAM et
I'incidence des particules de la classe I peut étre considérée comme une observation a
priori doiiteuse.

L’ensemble des résultats plus vraisemblables fournit, par contre, un cortége d’¢éléments
permettant d’atteindre 1 objectif fixé par la présente étude. Le tableau 6.10 permet en
effet d’observer que:

- 3 tests in vitro sur 12 (excepté le test GAM) répondent a la présence des particules de
quartz pur de la classe 1. L existence d’une telle corrélation (r = 0.71) n’apparait que
pour le seul test in vivo LNQ (1 test sur 11).

- la réponse des tests in vitro semblent spécifique a la présence du fer des particules a
dominante FeX et, de maniére bien plus significative (7 tests sur 12), aux contaminations
des argiles par le fer (particules 4 dominante AlKFe).

Chapitre 6: études comparatives des lests de nocivité
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- aucun des 23 tests quantitatifs ne révéle de corrélations avec les incidences des
particules 2 dominante AIK ou des particules contenant du calcium. Ces particules
apparaissent comme inertes.

- aucun des 12 tests in vitro ou des 5 tests in vivo pulmonaires ne dévoilent de
corrélation avec l'incidence des particules contenant du manganése. Seuls quelques tests
ganglionnaires (4 tests sur 6) montrent |existence d un tel lien.

- les tests in vivo ganglionnaires semblent plus particuliérement répondre a la présence
des particules 2 dominante FeX qu'a dominante AIKFe (4 tests sur 5, exception faite du
test LNQ).

- la réponse des tests in vivo pulmonaires SK6, LG6 et COP (3 tests sur 5) apparait
exclusivement liée aux contaminations des argiles par le fer (particules 2 dominante
AlKFe).

La significativité des corrélations obtenues dans le cas des tests in vitro pour ces mémes
particules 3 dominante AlKFe (tests avec p < 0.01) est un critére additionnel montrant
I'existence d‘une similitude entre les tests in vivo pulmonaires et les tests in vitro. La
contamination des argiles par le fer plut6t que la présence de particules a dominante FeX
semble donc gouverner, tel un dénominateur commun, la réponse de ces 2 familles de
tests.

On peut donc conclure, d’aprés les résultats d'analyse LAMMA, qu'il existe 3 noyaux de
tests de nocivité (répondant a différents types de particules):

- les tests in vitro (particules 2 dominante AlKFe et/ou de la classe I),
- les tests in vivo pulmonaires (particules a dominante AIKFe)
- et les tests in vivo ganglionnaires (particules a dominante FeX et/ou Mn).

Les résultats des tests in vitro sont plus proches des résultats des tests in vivo
pulmonaires que de ceux des tests in vivo ganglionnaires. En effet, ces derniers ne
répondent pas a la présence des particules 4 dominante AlKFe. Seul le test in vivo
ganglionnaire LNQ semble a cet égard présenter un caractére intermédiaire. Il s’agit
également du seul test ganglionnaire répondant a la présence des particules de la classe I.
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LAMMA et les résultats des tests in vitro et in vivo

Classe 1

AIK

AIKF

FeX

Mn

Ca

Tests in vitro

10).4°4

GAM

PAM

*VIA
*INC

*LAC |

*GAC
*LDC
*PAC
*TTC

0.56
-0.63

-0.62

0.61

-0.60
-0.62

0.53

-0.54
-0.53

Tests in vivo

pulmonaires

SKé6

cop
LIP
POU

0.61

Tests in vivo

ganglionnaires

LNQ
QTG

0.56

0.52

[p<0.05|

*Tests in vitro dont les résultats varient en sens inverse de la nocivité des poussiéres
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Cette discrimination entre les différents tests, basée sur des corrélations entre les
résultats d'analyses LAMMA et les résultats des tests de nocivité, masque évidemment
I'existence d’inter-corrélations entre les résultats des tests similaires. Une vérification
concernant ce point permettra également de montrer que nos conclusions, basées sur
I'étude de 15 poussiéres, sont en accord avec celles de 1'étude communautaire consacrée
a 23 poussiéres.

Les corrélations obtenues d'une part entre les résultats des tests in vitro et, d’autre part,
ceux des tests in vivo pulmonaires et ganglionnaires (tableau 6.11) dévoilent le caractére
voisin des tests in vitro et des tests in vivo pulmonaires. Le caractére intermédiaire du
test ganglionnaire LNQ est indiqué par 1’existence des corrélations avec les résultats des
tests in vitro VIA et LAC.

La matrice de corrélation obtenue entre les résultats des tests in vivo pulmonaires et
ganglionnaires (tableau 6.12) met en exergue les dissemblances entre ces tests. Elle
souligne le caractére particulier du test LNQ qui représente le seul test ganglionnaire en
corrélation avec les tests pulmonaires SK6 et POU.

Les corrélations observées entre les résultats des différents tests in vitro ne seront pas
amplement interprétées; elles sont présentées dans le tableau 6.13 par souci
d’exhaustivité. On se contentera de noter que les tests LAM et LAC fournissent les
résultats les plus intimement corrélés (r = - 0.96, p < 0.0001) et que ces deux tests sont
les seuls qui révélent |'existence de corrélations pour 3 critéres d’analyse LAMMA
(particules de la classe I et particules 8 dominantes AlKFe et FeX, voir tableau 6.10).
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Tableau 6.11: Corrélations significatives (p < 0.05) entre tests in vitro et tests in vivo qauntitatifs

(d’apreés Le Bouffant, 1987a)

Tests in vitro
0OXY LAM GAM LDM PAM *VIA

*INC_*LAC *GAC_ *LDC

*PAC _*TTC

Tests in vivo

pulmonaires

SKé
LG6
cor
LIP
POU

0.81 0.56 -0.66
0.67
0.67 0.57 -0.65

-0.58

-0.57
-0.55

-0.53
-0.56

Tests in vivo

ganglionnaires

LNQ
QTG
LNG
GAN
LNA
COG

-0.61

-0.52

*Tests dont les résultats varient en sens inverse de la nocivité des poussicres
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Tableau 6.12: Corrélations significatives

(d’aprés Le Bouffant, 1987a)

Tests in vivo pulmonaires

Tests in vivo ganglionnaires

(p <0.05) entre résultats des tests in vivo quantitatifs

SK6 LG6 COP LIP POU | LNQ QTG LNG GAN LNA CoG
Tests in vivo SK6 1.00
pulmonaires LG6 1.00
Ccop 0.75 1.00
LIP 054 058 1.00
POU 085 1.00
Tests in vivo LNQ 0.64 0.55 1.00
ganglionnaires QTG 1.00
LNG 053 067 1.00
GAN 064 1.00
LNA 063 067 086 061 1.00
CcOoG 054 065 091 064 1.00
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Tableau 6.13: Corrélations significatives

(d"aprés Le Bouffant, 1987a)

(p < 0.05) entre résultats des tests in vitro

OXY LAM GAM LDM PAM *VIA *INC_ *LAC_*GAC *LDC *PAC *TTC
10).4'¢ 1.00
LAM 1.00
GAM | 055 1.00
LDM | 0.78 0.53 1.00
PAM | 063 0.85 1.00
*VIA | -0.54 085 1.00
*INC | -0.58 -0.85 -062 -063 076 1.00
*LAC -0.96 08 082 1.00
*GAC | -0.77 -0.83 -069 -063 076 090 0.78 1.00
*LDC -0.54 -0.57 1.00
*PAC -0.56 0.53 1.00
*TTC 1.00

*Tests dont les résultats varient en sens inverse de la nocivité des poussiéres

I
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6.3) Discussion

La discrimination entre les différents tests observée a partir des résultats d’analyses
LAMMA est en parfait accord avec les conclusions de 1'analyse statistique des résultats
de I'étude communautaire. Cette étude n’avait cependant pas permis d’identifier, grace
aux méthodes analytiques conventionnelles, des constituants minéralogiques capables
d’expliquer les différences ou similitudes entre tests. Notre étude LAMMA, basée sur la
détermination de l'incidence d’éléments ou de combinaisons d’éléments, permet de
proposer des parameétres plus ou moins spécifiques a chaque famille de tests.

Les résultats des tests in vitro semblent ainsi dépendre de l'incidence en particules de
quartz "pur" (classe I) et, de maniére plus significative et similaire aux tests in vivo
pulmonaires, de l'incidence des particules argileuses contaminées par le fer (combinaison
AlKFe). La présence des particules a dominante FeX et/ou des particules contenant du
manganése semble influencer les résultats des tests in vivo ganglionnaires. Seul le test
ganglionnaire LNQ semble occuper une place intermédiaire entre les 3 noyaux de tests.

Il est remarquable d’observer, sur un ensemble de 27 tests de nocivité, que seuls 4 tests
(LAM, VIA, LAC et LNQ) sont en corrélation avec l'incidence des particules de quartz
"pur" de la classe I (exception faite de la corrélation négative observée pour le test
GAM). La présente étude permet donc a nouveau d'émettre un doute quant au potentiel
nocif attribuable au quartz des poussiéres de mines. On pourra, a ce titre, se référer a
1"absence de corrélation existant pour les 2 poussiéres britanniques du chapitre 4 ou les 6
échantillons du chapitre 5.

Ces observations mettent 1'accent sur l'urgente nécessité a identifier, au sein de la
matiére minérale des poussiéres de mine, des paramétres de nocivité indépendants du
quartz. Les résultats suggérent a nouveau d’attribuer une nocivité propre aux particules
contenant du fer et/ou des métaux lourds (manganese).

Une prudence s’impose cependant quant aux corrélations observées entre les résultats
des tests ganglionnaires et 1incidence du manganése car les coefficients de corrélation
cachent en fait une courbe de régression obtenue sur 2 points. La figure 6.7 illustre de
telles corrélations pour les tests LNG ou LNA (r = 0.79). Le premier point refléte la
richesse exceptionnelle en manganése de 1'échantillon B72Z; 1'autre point se traduit par
le centre de gravité du nuage de points représentant les 14 autres poussiéres a faibles
incidences de manganése.
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Figure 6.7: Exemples de corrélations entre 1'incidence du manganése et les résultats du
test LNG (Haut) ou du test LNA (bas)
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De plus, I'inter-corrélation existant entre les incidences du manganése et celles particules
a dominante FeX (r = 0.68, voir tableau 6.9) ne nous autorise a attribuer a la réponse au
manganése des tests ganglionnaires qu une apparente spécificité.

Ces limitations nous incitent malgré tout a retenir le manganése comme un candidat
potentiellement toxique. Il convient d'abord de rappeler que les tests in vivo
histologiques (tests qualitatifs) suggérent d’attribuer un réle particulier & cet élément car
ils dévoilent la fibrogénicité exceptionnelle de la poussiére B72Z. On rappelera, 4 ce titre,
que ni la teneur en quartz, ni la teneur en matiére minérale ne caractérisent cette
poussiére dont le seul trait distinctif est, parmi les 6 critéres d’analyses LAMMA, une
richesse inhabituelle en manganése. La littérature ne fournit pas d'informations
particuliéres sur le potentiel fibrogéne de cet élément et ne permet pas d’avancer
1'ébauche d'une explication quant a l'apparente spécificit¢é de la réponse des tests
ganglionnaires au manganese.

Les résultats de cette étude proposent d’attribuer, de maniére moins ambigue, un
potentiel nocif au fer des poussiéres de mines détecté dans les particules 4 dominantes
AlKFe et/ou FeX. En effet, les corrélations obtenues pour ces 2 types de particules,
illustrées a titre d’exemple pour les tests GAC (r = -0.77) et LNA (r = 0.79) (voir figure
6.8) ne dévoilent pas de corrélations biaisées par |'assymétrie des nuages de points. 1l
reste cependant impossible d’expliquer, a partir de nos résultats ou de la littérature, la
réponse plus spécifique d’une part des tests in vitro et in vivo pulmonaires a la
combinaison d’éléments AlKFe et, d’autre part, celle des tests in vivo ganglionnaires a la
combinaison FeX.

Le caractére particulier des résultats du test ganglionnaire LNQ reste également
inexplicable. On pourra toutefois noter que ce test représente le seul test in vivo en
corrélation avec I'incidence des particules de quartz "pur" de la classe I. On peut, a ce
titre, rappeler que ce test, consacré a la quantification des "Quartz-Typical-Area” (QTA)
ganglionnaires, est doué d'une relative spécificité au quartz. I subsiste cependant une
ambiguité quant aux résultats du test similaire QTG (QTA ganglionnaires rapporté a la
section des ganglions) qui n’expriment pas cette corrélation.
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Figure 6.8: Exemples de corrélations entre I'incidence des particules 2 dominante AlKFe
et les résultats du test GAC (hauf) ou entre I'incidence des particules a2 dominante FeX et

les résultats du test LNA (bas)
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L’étude fournit, par contre, un ensemble d’indices concernant le réle étiopathogénique
du fer qui sera plus amplement abordé dans la discussion générale (chapitre 8) et dans
I'approche étiopathogénique des résultats (chapitre 9). On se contentera, a ce stade de la
discussion, de remarquer 1"absence de toute corrélation entre la nocivité (quelque soit le
test) et l'incidence des particules 4 combinaison AIK. Cette observation indique trés
probablement que les particules argileuses ne sont pas nocives tant qu’elles ne sont pas
contaminées par le fer (cas de la combinaison AlKFe).

La discussion, dans un cadre épidémiologique, des résultats de la présente étude sera
limitée car il faut déplorer les divergences, voire les contradictions flagrantes, observées
entre les résultats des tests de nocivité de 1'étude communautaire et les données
épidémiologiques. Ces contradictions se traduisent ainsi dans la présente étude au niveau,
par exemple, de la fibrogénicité (déterminée par les tests in vivo histologiques qualitatifs)
des échantillons suivants (d’aprés Le Bouffant, 1987a):

- la poussiére B72Z (riche en manganése et exceptionnellement fibrogéne) prélevée dans
une mine du siége Z a risque moins élevé (pour des niveaux d’empoussiérage
comparables) que celui du siége W (cas des poussiéres B49W, B55W et B61W),

- la poussiére F2 (riche en particules 2 dominante AlIKFe et nettement fibrogéne)
prélevée dans le bassin lorrain a4 risque moindre que celui de la poussiére F1 (peu
fibrogéne, Nord-Pas de Calais) et trés nettement inférieur a celui de la poussiére F3 peu
fibrogéne prélevée en Auvergne (avec, entre les différents bassins, des gisements de
charbon et des méthodes d’exploitation trés diverses et des conditions d’empoussiérage
inconnues),

- les poussiéres peu fibrogénes prélevées dans le Pays de Galles (UKW, UKVA et
UKVB) ou la prévalence des pneumoconioses est (pour un empoussiérage moindre) plus
élevée que dans le comté de Nottingham (cas de la poussiére UKQ riche en particules a
dominante AlIKFe et nettement fibrogéne).

1l apparait d’emblée que I'absence de données homogénes quant i 1'empoussiérage rend
délicate la confrontation des données épidémiologiques avec la nocivité ou la
composition minéralogique des poussiéres. De plus, les disparités des méthodes
d’évaluation du risque entre les pays concernés limitent la confrontation aux sous-
ensembles de chaque pays.
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D’ autres raisons ont été évoquées dans le rapport communautaire pour expliquer 1"aspect
aléatoire des résultats de 1'étude: manque de représentativité des poussiéres prélevées
(composition et granulométrie), teneur en matiére minérale et composition minéralogique
variables durant I'exposition des mineurs, différences entre les- gisements et rangs des
charbons exploités ...

1l nous parait impératif d’ajouter un facteur dont l'influence n'a pas été abordée dans le
rapport de la recherche communautaire. Rappelons d’abord que le paramétre gouvernant
la nocivité expérimentale des poussiéres de mines est, contrairement au rang du charbon,
la teneur en matiére minérale. Il faut donc déplorer, pour les 23 échantillons de 1'étude
communautaire, que seuls les échantillons F2 (Lorraine) et UKQ (comté de Nottingham)
soient enrichis en matiére minérale (> 70%).

On peut supposer, par exemple, qu'une poussiére du Nord-Pas de Calais a teneur en
matiére minérale similaire a celle de la poussiére de Lorraine F2 (73% de matiére
minérale et trés nocive) exprimerait trés probablement une nocivité différente de celle de
la poussiére F1 (Nord-Pas de calais, moins de 50% de matiére minérale et modérément
nocive). La nocivité de cette poussiére du Nord-Pas de Calais pourrait méme €tre
supérieure a celle de la poussiére lorraine de la présente étude.

D’un point de vue analytique également, 1'étude d'une poussiére riche en matiére
minérale prélevée, par exemple, dans une mine du siége Z (origine de la poussiére B72Z)
permettrait de caractériser la nature et la physico-chimie des minéraux chargés de
manganese.

Le choix et 1'étude LAMMA de tels échantillons riches en matiére minérale s’étaient
avérés particuliérement fructueux dans le cas des échantillons de la Saar, de la Ruhr,
d’Ecosse et du comté de Nottingham (voir chapitre 4). Cette approche avait permis
d’identifier des paramétres de nocivité spécifique, c’est-a-dire propre a la matiére
minérale des différents bassins, en accord avec la géologie des gisements, en corrélation
avec les données de nocivité expérimentale et, avant tout, avec les données
épidémiologiques.
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En résumé, il faut donc retenir que la présente étude LAMMA apporte des informations
qui s'accordent avec la nocivité expérimentale des poussiéres, mais sans aucune
spécificité d ordre épidémiologique. Cette approche permet, contrairement aux méthodes
analytiques conventionnelles, de mettre en évidence des paramétres physico-chimiques
pouvant expliquer la similitude des différentes familles de tests de nocivité expérimentale.

Méme ainsi limités a la notion de nocivité expérimentale, les résultats obtenus suffisent a
ouvrir des perspectives nouvelles quant aux approches de validation des tests de nocivité
in vitro ou in vivo, voire des mécanismes de pathogénése. Ces aspects seront développés
ultérieurement (chapitres 9 et 10).

000000000
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CHAPITRE 7

Etude de poussiéres recueillies sur poumons
de mineur de charbon

Les analyses LAMMA des précédents chapitres ont montré que les poussiéres de mines
contiennent généralement moins de 2% de particules de quartz "pur” de la classe 1. Des
incidences comparables ont été observées pour les poussiéres riches en quartz dont la
teneur en quartz varie de 15  26% (chapitre 4). La majorité de la surface du quartz des
poussiéres de mines de charbon semble donc contaminée par de 1"aluminium ou masquée
par les argiles inhibant la nocivité propre au quartz.

Il n'existe pas dans la littérature de données sur la stabilité des contaminations
superficielles du quartz lors d'un contact prolongé avec les tissus pulmonaires. Nous
avons donc choisi d’étudier la biopersistence a long-terme de ces contaminations en
analysant des poussiéres récupérées par digestion post-mortem de poumons de mineurs
de charbon décédés avec des pneumoconioses variant de la pneumoconiose simple a la
FMP.

L’objectif de 1'étude consiste & vérifier si les poussiéres ainsi récupérées sont enrichies en
particules de quartz "pur" et/ou s'il existe une corrélation entre l'incidence de telles
particules et la gravité de la pneumoconiose. On examinera également les corrélations
avec les incidences des éléments majeurs (Na, Mg, Al, Si, K, Ca, Ti, Fe).

7.1) Partie expérimentale

La digestion des tissus pulmonaires et la récupération des poussiéres ont été effectuées a
I'Institut d'Hygiéne et de Médecine du Travail de 1'Université d’Aix-La-Chapelle (Prof.
Dr. H.J. Einbrodt) par la méthode de digestion au formamide (72 heures, 135 °C). Celle-
ci, effectuée en milieu neutre et non-aqueux, évite les altérations de la matiére minérale et
organique des charbons (Thomas and Stegemann, 1954; Otto and Winzer, 1957). Les
poussiéres sont récupérées par filtration puis lavées a I'eau distillée.

Les 11 poussiéres étudiées ont été recueillies sur 11 mineurs de la Ruhr décédés entre les
années 1950 et 1963 avec des degrés de pneumoconiose variés. Ceux-ci, déterminés a
I'autopsie, se référent aux critéres anatomo-pathologiques variant de la fibrose diffuse ou
micronodulaire de la pneumoconiose simple (+), la fibrose nodulaire (++) pour atteindre
les lésions nodulaires et massives propres a la FMP (+++) (Einbrodt, communication
personelle, voir également Worth et al., 1968).
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Les poussiéres récupérées se rapportent aux poussiéres accumulées dans 1'alvéole et
I'interstitium des poumons car les ganglions lymphatiques régionaux ont été isolés avant
la digestion des poumons. Le degré de pneumoconiose et la durée de 1'exposition des
mineurs, la teneur en poussiéres de leur poumons et les teneurs en cendres et en quartz
des poussiéres récupérées sont données dans le tableau 7.1 (d’aprés Einbrodt).
L’intervalle entre le début de 1’exposition et 1"dge au décés montre que les poussiéres ont
séjourné jusqu’a 40 ou 50 ans dans les tissus pulmonaires des mineurs.

Tableau 7.1: Données anatomo-pathologiques, d’exposition et de dose*, teneurs en
cendres et en quartz des poussiéres récupérées sur poumons de mineurs de charbon

Echantillon Fibrose Exposition | %Poussiéres* | %Cendres %Quartz
(années)

L38 + 16.0 14.6 16.0-24.0 43
L42 + 18.0 17.8 17.0 3.6
L118 + 25.0 54 33.0-38.0 5.0
L214 + ? 16.2 15.0 1.8-3.4
L215 + 19.5 94 25.0-30.0 2.5-4.2
L52 ++ 30.0 54 38.0 6.2
L1246 ++ ? 40.2 10.0-12.0 0.5-2.0
L1223 ++ 43.0 10.7 54.0 1.0-9.0
L1236 ++ ? 29.6 24.0-27.0 3.4-54
L1237 ++ 235 18.2 16.0-18.0 2.0-3.0
L239 +++ 22.0 5.1 65.0 33.0

(*) poids de poussiéres en % du poids de poumons secs sans poussiéres

Les analyses LAMMA (400-450 particules/échantillon) ont été effectuées a 30% de
transmission laser sur des particules de tailles voisines du maximum de distribution
granulométrique (0.5-1.5 um). Le passé professionnel de certains mineurs (durée
d’exposition et mines d’emploi) n'a pas pu étre retracé d’'aprés les archives médico-
légales. Il était donc difficile de choisir des poussiéres servant de référence a celles de
I'exposition. Des données comparatives d’incidences des éléments majeurs seront
cependant discutées.
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Elles se rapportent aux incidences moyennes obtenues sur 10 poussiéres analysées dans
les mémes conditions analytiques (100 particules/échantillon) qui ont été sélectionnées
parmi les échantillons de 1'étude de Reisner et Robock (chapitre 5) selon les critéres
suivants:

- échantillonage vers la fin des années 1960 dans 5 horizons stratigraphiques du bassin de
la Ruhr (Horster, Obere/Untere Essener, Obere/Untere Bochumer) dont le rang du
charbon exploité varie des charbons flambants aux charbons gras a courte flamme,

- choix de 2 échantillons/horizon de teneurs en cendres extrémement variables permettant
ainsi aux poussiéres de référence de couvrir un domaine de teneurs en cendres variant de
10 a 60%.

7.2) Résultats

Les incidences en particules de quartz "pur" (classe I) sont données pour les 11
échantillons dans la figure 7.1. Il n'apparait pas de corrélation avec le degré de
pneumoconiose des mineurs. Aucune des incidences en particules de quartz "pur" ne
dépasse 1.5 particules-%. L’échantillon L239, malgré sa richesse en quartz (33%, voir
tableau 7.1), ne fait pas exception. Les incidences sont donc comparables a celles
obtenues pour les poussiéres prélevées dans les mines de charbon étudiées jusqu'a
présent (< 2 particules-%).

On peut conclure que le contact a long-terme des poussiéres avec les tissus pulmonaires
n’affectent pas la stabilité des contaminations de surface du quartz et que les données
anatomo-pathologiques ne s’expliquent pas par la présence des particules de quartz
"pur". Il semble donc nécessaire de chercher d’autres parametres des poussiéres pouvant
étre mis en relation avec le degré de pneumoconiose.

Les incidences en éléments majeurs (d'intensité codées "1" ou "10") ne présentent pas de
corrélation pour le silicium (figure 7.2), le magnésium (figure 7.3), le sodium (figure 7.4)
ou le titane (figure 7.5). Ces incidences sont également comparables a celles obtenues
pour les poussiéres servant de référence. Seuls les échantillons 1.223 et 1239 riches en
cendres (teneur > 50%, voir tableau 7.1) sont, comparativement aux poussiéres de
référence ou aux autres poussiéres récupérées sur poumons, enrichies en magnésium
(figure 7.3) (ou en silicium pour la poussiére L239, voir figure 7.2).
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Figure 7.1: Incidence en particules de quartz "pur” (classe I) des 11 poussiéres recueillies
sur poumons de mineurs de charbon
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Figure 7.2: Incidence du silicium pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et les 10
poussiéres de référence (moy. * o)
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Figure 7.3: Incidence du magnésium pour les 11 poussieres recueillies sur poumons et les
10 poussiéres de référence (moy. £ )
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Figure 7.4: Incidence du sodium pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et les 10
poussiéres de référence (moy. £ 6)
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Titane
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Figure 7.5: Incidence du titane pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et les 10
poussiéres de référence (moy. + G)

Les incidences en éléments marqueurs des aluminosilicates tels que 1’aluminium (figure
7.6) et le potassium (figure 7.7) ne présentent pas de corrélation avec le degré de
pneumoconiose. Elles sont également comparables a celles des poussiéres de référence.

Il apparait par contre que les poussiéres récupérées sur poumons sont, comparativement
aux poussiéres de référence, enrichies en calcium (figure 7.8) mais indépendamment de la
gravité de la pathologie.

Ce calcium additionnel refléte les microcalcifications bien connues, d’origine endogene
et intra-cellulaire, qui apparaissent en réponse a la présence des poussi¢res minérales
dans les tissus pulmonaires (Davis, 1970; Brody and Hill, 1982; Brody, 1987).
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Figure 7.6: Incidence de 1'aluminium pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et

les 10 poussiéres de référence (moy. £ ©)
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Figure 7.7: Incidence du potassium pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et les

10 poussiéres de référence (moy. £ 6)
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Calcium
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Figure 7.8: Incidence du calcium pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et les 10
poussiéres de référence (moy. * G)
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Figure 7.9: Incidence du fer pour les 11 poussiéres recueillies sur poumons et les 10
poussiéres de référence (moy. + o)
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La figure 7.9 montre que les incidences en particules chargées de fer sont plus faibles (17
particules-% en moyenne) pour les poussiéres recueillies sur poumons avec fibrose
nodulaire (++) et fibrose nodulaire massive (+++) que celles récupérées sur poumons de
pneumoconiose simple (+) dont l'incidence moyenne représente 58 particules-%. On
peut en déduire que l'incidence élevée en fer observée pour la pneumoconiose simple
résulte d’une déposition de fer endogéne (voir discussion) ou, a l'autre extréme, que la
fibrose nodulaire (++) et la fibrose massive (+++) sont associées a un relarguage in vivo
du fer des poussiéres. Une comparaison de 1'incidence moyenne du fer des poussiéres
récupérées sur poumons fortement fibrosés (17 particules-%) avec celle des poussiéres
de référence (40 particules-%) favorise la seconde hypothese.

1l reste également a mentionner les résultats pour les autres paramétres de la maticre
minérale des poussiéres de mines dont on a discuté I'importance au cours des précédents
chapitres (incidences des particules de la classe II, des particules Fe,Mg(Ca) et incidence
du manganése). Les résultats (tableau 7.2) ne dévoilent pas de corrélation avec le degré
de pneumoconiose ni de différences significatives avec les poussiéres de référence.

Tableau 7.2: Incidences des particules de la classe II, des particules Fe,Mg(Ca) et des

articules contenant du manganése pour les 11 poussiéres récupérées sur poumons
Echantillon Degré de Classe 11 Fe,Mg(Ca) Mn
pneumoconiose | (particules-%) | (particules-%) (particules-%)

L38 + 34 0.8 0.8
L42 + 1.8 0.0 03
L118 + 22 1.4 0.6
L214 + 39 0.6 1.8
L215 + 52 0.0 1.6
L52 + 0.0 0.0 0.8
L1246 + 1.0 0.0 0.0
L1223 ++ 7.8 0.4 1.0
L236 ++ 1.2 0.0 0.0
L237 +++ 3.1 0.0 08
1.239 ++ 5.8 0.2 0.8
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7.3) Discussion

L’effet protecteur des contaminations de surface du quartz (aluminium et/ou minéraux
argileux) a été observé lors de nombreuses expérimentations in vitro et in vivo (Le
Bouffant et al., 1977, 1982; Kriegseis et al., Kriegseis et al., 1987). Les analyses
LAMMA des vraies poussiéres de mines ont clairement montré que la majorité du quartz
de ces poussiéres se trouve sous forme de mélange endogéne (incidence des particules de
la classe I < 2 particules-%).

L’existence d'une pathologie proche de la silicose chez le mineur de charbon nous a
conduit a vérifier s'il existait une corrélation entre la gravité de la pneumoconiose et
l'incidence en particules de quartz "pur". Une telle corrélation a été observée pour la
fibrogénicité sur ’animal de certaines poussiéres de mines (voir 1’étude des échantillons
TF, chapitre 4). L’'expression retardée de la fibrogénicité des poussiéres de silices
naturelles (Le Bouffant et al, 1982) ou l'augmentation de leur cytotoxicité aprés
traitement chimique (Kriegseis et al., 1987) conduisaient également a vérifier si les
contaminations de surface du quartz étaient stables aprés un contact prolongé avec les
tissus pulmonaires.

On s’attendait donc a observer une élévation de l'incidence en particules de quartz "pur"
(> 2 particules-%) et/ou une corrélation avec le degré de pneumoconiose. Les résultats
montrent cependant que la majorité du quartz des poussiéres récupérées sur poumons est
toujours contaminée par les argiles. Ces poussiéres ne révélent aucun enrichissement en
particules de quartz "pur" ni de corrélation entre l'incidence de telles particules et la
gravité de la pneumoconiose.

Une attention particuliére doit étre portée sur I'échantillon L1239 (degré de
pneumoconiose +++) exceptionnellement riche en quartz (33%). On pouvait sattendre
que cette poussiére refléte 1’exposition d'un mineur a une poussiére origineilement riche
en particules de quartz "pur". Mais elle serait, dans le cas contraire, la poussiére la plus
susceptible de dévoiler un enrichissement en particules de quartz "pur" voire en
particules de quartz partiellement contaminées de la classe II. Les résultats montrent
cependant que la poussiére L239 ne contient pas plus de particules des classes I (1.3
particules-%) et II (5.8 particules-%) que les autres poussiéres récupérées sur poumons
ou que des poussiéres de mines riches en quartz telles que celles du étudiées au chapitre
4. Ces faibles incidences peuvent également étre rapprochées des incidences obtenues
pour la silice de référence ZEL (49% de quartz) qui ne contenait que 2.5 et 11.5% de
particules des classes I et II (voir chapitre 3).
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Les résultats suggérent donc la stabilité i long-terme (jusqu’a 40-50 ans) des
contaminations superficielles du quartz et 1'absence d’une libération en milieu pulmonaire
de nouvelles surfaces du quartz. Il s’avére ainsi nécessaire de chercher d’autres
paramétres des poussiéres pouvant expliquer les différents degrés de pneumoconiose en
écartant toutefois I'intervention de facteurs tels que les susceptibilités individuelles ou les
effets de dose. Les doses de poussiéres accumulées (voir tableau 7.1) ne semblent pas
expliquer les données anatomo-pathologiques (dans les limites du nombre de cas de notre
étude).

La corrélation inverse observée entre I'incidence du fer et la gravité de la fibrose semble
contradictoire avec le role du fer suspecté dans les précédents chapitres. D autres auteurs
ont montré que les poumons des mineurs de charbon décédés avec une pneumoconiose
simple contenaient plus de fer endogéne (hémoglobine et surtout hémosidérine) que ceux
de populations témoins ou ceux des mineurs de charbon atteints de FMP (Bergmann and
Casswell, 1972; Sweet et al., 1974; Guest, 1978). Leurs résultats, basés sur des méthode
d’analyses globales (spectroscopie Mossbauer, absorption atomique, spectrométrie de
fluorescence RX) ne sont pas directement comparables a ceux de notre étude au niveau
de la particule individuelle. De plus, ces études ne concernent pas des poussiéres
récupérées sur poumons mais des échantillons de poumons secs ou des minéralisats de
poumons livrant des résultats sur le fer total (d"origine exogéne et endogéne).

Seule 1'étude publiée par Einbrodt (1967), qui se rapporte a des poussiéres récupérées
sur poumons (80 mineurs de charbon de la Ruhr), nous fournit des éléments de
discussion. Les résultats de cette étude (reproduits dans le tableau 7.3) révélent un
accroissement de la teneur en fer des poussiéres (rapportées aux poumons) avec la durée
d’exposition des mineurs non-pneumoconiosés ou atteints d’une pneumoconiose légére
(+). Cette tendance s'inverse cependant chez les mineurs fortement pneumoconiosés (++
et +++) dont la durée d’exposition est supérieure a 20 ans.

Cette inversion de la teneur en fer des poussiéres récupérées chez les mineurs fortement
pneumoconiosés rappellent les durées d’exposition (voir tableau 7.1) et les résultats de
notre étude. Il faut cependant rappeler que les données d'analyses globales des méthodes
d"analyses conventionnelles ne sont pas directement comparables a celles des résultats
d’analyse LAMMA. De plus, les teneurs en fer sont rapportées aux poumons (mg
Fe,0O3/poumon) et non aux poussiéres.
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Mais on peut surtout déplorer 1'absence de valeurs comparatives se rapportant a des
poussiéres témoins. Les différences observées avec le degré de pneumoconiose et la
durée d’exposition, discutées par Einbrodt sur la base d'une déposition de fer endogéne,
restent ainsi difficile a interpréter.

Tableau 7.3: Teneurs moyennes en fer des poussiéres (mg Fe,O3/poumon) récupérées
sur poumons de mineurs de degrés de pneumoconiose et durées d’exposition variés
(d"aprés Einbrodt, 1967)

Exposition Degré de pneumoconiose
(années) Oet+ ++ et +++
1-10 121.7 512.6
11-20 218.8 706.7
21-30 295.9 259.4
31-40 399.7 182.2

Le choix des poussiéres de référence nous a permis de suspecter un relarguage du fer
exogene des particules dans le cas de la fibrose nodulaire (++) et de la fibrose massive
(+++). On peut également suspecter, comparativement aux autres éiéments dont
I'incidence n’expriment ni de corrélation avec le degré de pneumoconiose ni de
différences avec les poussiéres de référence, que le relarguage du fer posséde le caractére
d’une lixiviation des surfaces.

En effet, I'aspect sélectif du relarguage du fer apparait pour les échantillons 1.223 et
L239 riches en matiéres minérales et en magnésium. Les spectres des particules
argileuses contaminées par le fer (voir chapitre 8, discussion générale) ou des particules
de sidérite (Fe,Mg(Ca)) indiquent que le fer et le magnésium sont deux éléments
étroitement inter-corrélés. Les hautes incidences en magnésium des poussiéres 1223 et
L239 (figure 7.3) et I’appauvrissement respectif de ces échantillons en fer soulignent le
caractére probablement préférentiel du relarguage in vivo du fer.

D’autres auteurs ont noté que les poumons des mineurs les plus fibrosés (Weiss, 1975)
ou atteints de FMP (Sweet et al., 1974) étaient tendentiellement enrichies en magnésium.
Enfin, il reste mentionner que la transformation progressive in vivo de la structure
cristalline d’aluminosilicates tels que l'illite et, simultanément, le relarguage sélectif
d’éléments (notamment du fer) ont été démontrés par des expérimentations sur 1’animal
(Berry et al., 1978).
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Il semble ainsi raisonnable de retenir 1'hypothése d’une fibrose dont la gravité (ou la
progression) serait associée a un relarguage (sélectif) du fer des poussiéres de mines de
charbon. Cette hypothése reste a confirmer par l'étude d'un plus grand nombre
d"échantillons afin d’écarter les facteurs tels que les susceptibilités individuelles et/ou les
effets de dose. Des études sur le devenir biologique du fer ainsi relargué permettrait de
confirmer son importance dans |'étiopathogénése de la pneumoconiose du houilleur.

000000000
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CHAPITRE 8

Discussion générale

Un rappel succinct des connaissances actuelles sur la pneumoconiose du houilleur (plus
amplement développées dans 1'introduction, chapitre 1) nous permettra de structurer la
discussion générale de ce mémoire.

Bien que l'agent étiologique soit connu, la complexité des recherches sur la
pneumoconiose du houilleur dépasse de loin celle des recherches consacrées aux autres
pneumoconioses. En effet, la nature mixte et hétérogéne des poussiéres de mine de
charbon ne facilite ni les études de caractérisation physico-chimique (composition,
propriétés de surface...) ni les études épidémiologiques ou de nocivité expérimentale.
Nous choisirons donc, en premier lieu, de discuter les avantages et limites de la
caractérisation des poussiéres de mine par microsonde LAMMA.

Héritage d'un passé scientifique, le role étiopathogénique du quartz a fait 1’objet de tres
nombreuses études:

- malgré la nature composite de ces poussiéres et la faible teneur en quartz des
poussiéres respirables (en moyenne 5% et dépassant rarement 10%),

- malgré les disparités géographiques existant pour les données épidémiologiques des
différents bassins miniers (ou au sein d'un méme bassin); elles ne s’expliquent pas en
termes d’exposition ou de teneurs en quartz des poussiéres.

Les différences existant entre les lésions du mineur de charbon et les lésions silicotiques
vraies, connues depuis les travaux de Cough, d Heppleston ou de Policart, permettaient
d’envisager 1'existence d’agents étiologiques autres que le quartz (ou des mécanismes
pathogéniques différents).

De plus, les tentatives thérapeutiques ou de traitements prophylactiques, efficaces en
silicose, se sont récemment avérées inefficaces dans le cas des poussiéres de mine de
charbon. Ces derniéres semblent ainsi posséder une nocivité "résiduelle"”.

Enfin, les études in vitro et in vivo ne désignent pas la teneur en quartz (dont la nocivité
est indéniable) comme facteur gouvernant la nocivité expérimentale des poussiéres mais
plutdt leur teneur totale en matiére minérale. Toutefois, ces études de nocivité ne
permettent pas d’incriminer un composant minéralogique déterminant.
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Ces rappels (simplifiés) ont le mérite de poser la dimension des problémes. On pourra, a
la lumiére de données épidémiologiques ou expérimentales contradictoires, postuler
I'existence dans les poussiéres de mine de paramétres modulant la nocivité du quartz
et/ou de paramétres de nocivité indépendants du quartz qui seront successivement
discutés. Une discussion de la spécificité des paramétres identifiés dans le présent
travail sera enfin abordée.

8.1) Avantages et limites de la caractérisation des poussiéres de mine par
microsonde LAMMA

Le choix, parmi les méthodes actuelles d’analyse des particules individuelles, de la
microsonde laser LAMMA parait d’emblée justifié en termes de résolution spatiale, de
rapidité d acquisition des données analytiques, de sensibilité et sélectivité des analyses
par spectrométriec de masse. Ces capacites analytiques permettent ainsi 1’étude d'un
nombre statistiquement significatif de particules de vraies poussiéres de mine, respirables
en taille et, enfin, 4 1'état natif’

Ce dernier point met en valeur les corrélations observées avec les données de nocivité
des poussiéres (testées in vitro et in vivo sans préparation préalable) ou avec les données
épidémiologiques (dans les limites des méthodes actuelles de prélévement des poussiéres
respirables).

Le présent travail ajoute une nouvelle dimension 2 la méthodologie. En effet, il a été
démontré que les analyses LAMMA étaient orientées vers la "surface" plutdt que le
volume de la particule individuelle, notamment en opérant a irradiance moindre. Cette
observation est en accord avec les résultats d'autres études concernant la détection par
microsonde LAMMA de plomb adsorbé  la surface de particules de calcite (Wouters et
al., 1988). 1l est inutile de souligner I'importance de ce point dans le cadre d'une
toxicologie faisant intervenir des interactions entre la surface des particules et les cellules
ou tissus biologiques.

Les avantages d'une telle analyse en mode d"ablation ont été poussés jusqu’a la mise au
point d’une méthode d'analyse en profil de profondeur des particules individuelles. Elle
permet d’établir des bilans analytiques, par exemple, de quartz (voir chapitre 4) ou de
sidérite (voir Tourmann and Kaufmann, 1993). Cette méthode autorise, dans une
certaine mesure, une confrontation entre les résultats d’analyses LAMMA et les données
analytiques globales.

Chapitre 8: discussion générale



134

La discussion de ce dernier point et des limites de 1’analyse LAMMA nécessite cependant
d’étre approfondie en termes d’analyses qualitatives et quantitatives.

Principalement axée sur la détermination des éléments chimiques (et de leurs
combinaisons), notre approche analytique n‘'a pas fondamentalement consisté en
I'identification des minéraux au niveau de la particule individuelle (hormis, d 'une maniére
générale, le quartz, voir chapitre 3). Elle semble ainsi se démarquer d'une approche
analytique conventionnelle (démarche qualitative puis quantitative).

Il convient de préciser qu'au départ de notre travail seule une étude, initiée par les
Professeurs Kaufmann R. (Université de Diisseldorf) et Bruch J. (Université de Essen)
avait été consacrée a la caractérisation par microsonde LAMMA de la fraction respirable
de vraies poussiéres de mine de charbon (Kaufmann et al, 1982b; Barths and Schmitz,
1985). 11 est apparu plus important, a la vue des résultats de cette étude de faisabilité,
d’orienter les recherches sur des poussiéres d’origine et de nocivité extrémement
variables plut6t que sur l'identification des minéraux en fonction des spectres LAMMA.

De plus, une caractérisation préliminaire des poussiéres (voir chapitre 2.3) a révélé la
présence de 30 différents éléments détectables par la technique LAMMA. La complexité
d’une approche toxicologique de tels résultats et la dimension des problémes analytiques
étaient posées dés le départ.

Enfin, il paraissait d’emblée quune étude de la composition des particules individuelles,
basée sur des comparaisons avec les spectres de minéraux de référence, soit vouée a
I'échec. En effet, 'absence de banques de minéraux prélevés dans les différentes mines
de charbon ne nous autorisait pas a choisir des matériaux de référence dans des
collections minéralogiques classiques (problémes de la représentativité des propriétés
physico-chimiques, de la granulométrie, de 1’origine géologique, des contaminations...).

Mais il faut surtout rappeler que seule une étude de microdiffraction d’électrons
permettrait, contrairement a toute tentative d'identification basée sur des méthodes
stoechiométriques, de déterminer la nature minéralogique de particules individuelles
respirables. Une telle approche permettrait de reconnaitre les phases minérale sur la base
de leurs parametres cristallographiques. Mais la nature complexe de la matiére minérale
des poussiéres de mine de charbon et surtout la faible cristallinité (voire 1'état amorphe)
de ses constituants limitent 1"applicabilité de cette méthode.
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La stratégie choisie consistait donc a déterminer les incidences d’éléments ou de
combinaisons d’éléments (quel que soit le minéral incriminé!) pouvant expliquer les
données expérimentales de nocivité ou les données épidémiologiques. L'examen de tels
"histogrammes chimiques" s’est révélé fructueux & la vue des résultats obtenus qui, de
plus, ont mis en évidence I'existence d'un dénominateur commun au niveau des
combinaisons d’éléments: le fer (et/ou les métaux lourds).

11 semblait important de souligner dans quelle mesure notre approche devait se distinguer
d’'une démarche analytique attendue en premier lieu (analyse qualitative puis
quantitative). Mais il faut noter qu‘une tentative d’identification minéralogique au niveau
de la particule individuelle reste toutefois une démarche souhaitable.

En effet, parmi les rares minéraux facilement identifiables grice a leurs spectres LAMMA
typiques (sidérite, calcite/gypse/bassanite, rutile...), certaines "anomalies" ont été
décelées entre les données de composition minéralogique des poussiéres et les résultats
d’analyses LAMMA. On opposera, a titre d'exemple, la teneur en sidérite des
échantillons TF (environ 6%, voir chapitre 4.1) a leurs incidences en particules identifi¢es
comme tel (de 16 & 25 particules-%) ou la teneur en calcite/gypse de I'échantillon F6
(18%, voir chapitre 6) a son incidence en particule contenant du calcium (97 particules-
% |, voir figure 6.6).

Cette confrontation des résultats d’analyse LAMMA avec les données minéralogiques
globales (dans le cas, en premiére approximation, d'un mélange exogene) rappelle déja
les problémes de l'origine du minéral de référence nécessaire aux analyses
minéralogiques conventionnelles (cristallinité des phases minérales). Mais elle permet
surtout d'évoquer les problémes liés aux traitements préalables aux analyses
minéralogiques des poussiéres (décomposition thermique des carbonates ....). On peut
ainsi poser une premiére question quant a la quantitativité réelle des données
minéralogiques conventionnelles.

Mais c’est surtout 'absence de méthode d’analyse de la surface libre du quartz qui
pénalise tous les efforts de recherche sur les poussiéres silicogénes. L’essence de notre
travail se rapporte donc en premier lieu au concept de population de particules formant
des mélanges exogéne ou endogéne. L’originalité de 1'approche permet indirectement
d’estimer le degré de contamination de la surface du quartz:
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- ainsi un mélange exogeéne contiendra par exemple 10% de particules de quartz "pur" a
surface "non-contaminée" (ou faiblement contaminée, voir modéle, chapitre 1.3),

- et, a 'autre extréme, un mélange endogéne révélera que chaque particule contient une
fraction de 10% de quartz. Les analyses LAMMA ne fournissent pas, dans le cas d'un
mélange endogene, de telles données quantitatives. Mais elles dévoilent que 1'incidence
en particules de quartz "pur” sera nulle dans ce cas et, réciproquement, que la surface du
quartz sera masquée par des contaminations (plus ou moins massives).

Ce modéle et 1"applicabilité de 1’analyse par microsonde LAMMA ont été testés sur des
poussiéres de silice de référence (chapitre 3). Cette étude dévoile la réelle hétérogénéité
des mélanges (traduite par 3 classes -ou 9 groupes- de particules). Le modéle a pu étre
validé par confrontation des résultats LAMMA avec ceux, d'une part de spectroscopie
infrarouge et de réelles techniques d’analyse de surface (spectroscopies ESCA et Auger)
et, d’autre part, avec les données de cytotoxicité des silices (ou de fibrogénicité de
certains échantillons).

Une tentative de quantification du schéma de classification permettrait d’estimer
I'épaisseur des contaminations de surface ou révéler, pour les particules mixtes de la
classe II, I'éventuelle présence d'16ts de surface libre de quartz. On pourrait ainsi
parfaire l"actuelle scission entre particules toxiques (classe I) et non-toxiques (classe II).

Il faut cependant rappeler 1’ordre de grandeur des incidences en particules de la classe I
(<2 particules-%) et de la classe II (<10 particules-%) observées au cours de nos
diverses études de poussiéres de mine. On peut, d'un point de vue toxicologique, déja
émettre un doute quant a la nécessité d 'une quantification du schéma de classification.

En revanche, elle permettrait d’affiner les bilans comparatifs des analyses LAMMA avec
les données minéralogiques. On aurait ainsi le moyen de chercher, dans les poussiéres de
mine de charbon, d’éventuels excés de quartz détectables par analyse LAMMA. Dans un
tel cas, la présence d’une silice insoupconnée car "amorphe" aux analyses minéralogiques
aurait été démontrée. Le potentiel nocif d'une telle silice, d"origine volcanique (tonsteins,
voir Préat, 1993) ou biogénique (phytolithes, voir Préat, 1990, Abraham, 1978) a peu
retenu 1’attention jusqu’a présent.
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D'un point de vue instrumental également, certaines améliorations permettrait de
repousser les limites de la caractérisation par microsonde LAMMA. Un couplage 2 la
technologie de lionisation laser résonante, déja réalise par le Laboratoire de
Spectrométrie de Masse et de Chimie Laser de 1'Université de Metz, avait permis
d’améliorer les analyses (notamment des métaux lourds) en termes de sensibilité et de
sélectivité (Krier et al., 1985; Verdun et al., 1987). Cette technologie permet également
d’entrevoir une approche quantitative des analyses LAMMS (Hubert et al,, 1992).

Les gains en sensibilité et sélectivité faciliterait 1'analyse d’éléments tels que le
manganése, le zinc... Mais ils permettraient surtout de contourner les problémes
d’interférences entre les signaux d‘ions élémentaires et les signaux organiques que I'on
rencontre pour les poussiéres a teneurs en cendres inférieure 8 10%. Cette approche
faciliterait la caractérisation de la matiére minérale des poussiéres de mine de charbons de
haut rang (charbons maigres et anthracites) qui n'a pas pu étre abordée dans la présente
étude.

Il faut également rappeler les avantages potentiels d'un gain en résolution du
spectrométre de masse couplé 4 une microsonde laser. A cet effet, on opposera la
résolution en masse de la microsonde LAMMA (m/Am = 500) & celle d’'une microsonde
laser FTMS (Fourier Transform Mass Spectrometry) (m/Am = 2000-4000 en mode
direct, m/Am = 20 000 a 200 000 en mode hétérodyne). Le prototype dune telle
microsonde, développé par le LSMCL précédemment cité, a effectivement montré
qu'une haute résolution en masse permet d'identifier sans ambiguité les différents
éléments, leurs ions de recombinaisons (ou "clusters”) et de les différencier des
interférences organiques (Muller et al, 1989). Les capacités analytiques de  cet
instrument  (résolution spatiale et sensibilité) permettent d’envisager certaines
applications sur les particules des poussiéres de mines.

On retiendra que la sensibilité des analyses LAMMA 500 est (plus que) satisfaisante dans
I'état actuel des connaissances sur les particules individuelles des poussiéres de mine. Par
contre, on pourra déplorer les limites imposées par le domaine dynamique du systéme
d’enregistrement des signaux. Elles nous auront peut-étre masqué des résultats relatifs
aux éléments majeurs (aluminium notamment). On citera, par exemple, 1'étude des
poussiéres récupérées sur poumons (chapitre 7) qui n’avaient pas permis d’observer un
éventuel relarguage d’aluminium dans les poumons.
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Il faut enfin rappeler que la technique LAMMA 500, bien que trés versatile, reste
actuellement une technique sophistiquée et trés cofiteuse, notamment en temps
d’opérateur. On essaiera de situer |'ampleur du travail d’exploitation des spectres
permettant, finalement, d’obtenir des "histogrammes chimiques". Ceux des 5 poussiéres
allemandes et britanniques du chapitre 4 sont basés sur 1'exploitation de 5000 spectres.
Les 6 histogrammes de 1'étude comparative des tests de nocivité (15 poussiéres, voir
chapitre 6) se rapportent 4 18755 spectres. L’ensemble du travail présenté dans ce
mémoire fait appel a I’exploitation de prés de 42000 spectres.

L’acquisition des données est relativement rapide, mais une automatisation de la
procédure d’analyse des particules reste souhaitable. Afin de diminuer le coiit et la durée
des analyses LAMMA, il faudrait surtout avoir recours & un systéme informatique
performant de traitement des données (interprétation et classification statistique des
spectres). Cette voie permettrait d’étendre le nombre d’échantillons analysables "en
routine".

On soulignera, en guise de conclusion, que la caractérisation par microsonde LAMMA
reste une approche méthodologique inégalable dans 1'état actuel des connaissances
toxicologiques et analytiques sur les poussiéres respirables des mines de charbon. En
effet, malgré de souhaitables améliorations méthodologiques et instrumentales, cette
approche d’une toxicologie faisant intervenir des particules individuelles s'avére étre un

progres fondamental en terme de justesse de la caractérisation. Elle a permis de chercher

des paramétres de modulation de la nocivité du quartz, voire des paramétres jusqu’'a
présent insoupconnés.

8.2) Paramétres modulant la nocivité du quartz

Il convient, dans le cadre d’une telle discussion, de préciser la notion de modulation de la
nocivité du quartz. On choisira de fonder cette modulation sur la base de tout paramétre
dont la présence diminue la nocivité du quartz, mais dont seule 1'absence permet
d’atteindre 1'entiére nocivité du quartz. On distinguera ainsi les parametres de
modulation de la nocivité du quartz des paramétres additifs (ou synergiques). Il s’agira
donc, parmi les autres constituants potentiellement nocifs des poussiéres, d'exclure ceux
dont la propre nocivité peut s’ajouter (ou sur-ajouter) aux effets de la modulation.
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L"étude de la cytotoxicité des silices de référence (voir chapitre 3) illustre cette tentative
de définition. La présence de particules mixtes (classe II) aura un effet antagoniste a la
cytotoxicité des poussiéres (corrélation négative), tandis que l'absence de telles
particules et la présence simultanée de particules de la classe 1 permettra d’atteindre
I’entiére cytotoxicité du quartz.

La nature du paramétre de modulation se rapporte a la présence d’aluminium en
conjonction avec le quartz des particules. Cet aluminium a pu étre attribuer aux
contaminations de la surface du quartz par de 1’aluminium, ou plus précisement, par des
aluminosilicates. Cette conclusion est en accord avec celle d autres auteurs qui ont étudié
les mémes silices (Kriegseis et al., 1979a, 1979b, 1983, 1987). Les résultats ont a
nouveau montré 1'importance, dans un cadre toxicologique, & déterminer le degré de
(non-)contamination de la surface du quartz plutot que la teneur en quartz d'une
poussiere.

L hypothése d’une nocivité des poussiéres de mine ainsi inhibée par les contaminations
de surface du quartz avait déja été émise a partir d’études de sables quartzeux et de
mélanges artificiels quartz/argiles ou quartz/charbon (Le Bouffant et al., 1977; 1982;
1987b). Mais il restait difficile 2 démontrer cet effet sur les vraies poussiéres de mine de
charbon ou & voir dans quelle mesure les contaminations de surface peuvent moduler la
nocivité de ces poussiéres.

Dans le cadre de notre travail, seule 1'étude des 3 échantillons TF (chapitre 4) a
effectivement permis de suspecter un effet de modulation. Mais les analyses LAMMA
montrent surtout que la surface non-contaminée du quartz (telle que nous 1’avons définie
par l'incidence des particules de quartz "pur" de la classe I) apparait comme négligeable
pour la majorité des vraies poussiéres de mine de charbon.

En effet, sur I'ensemble de 1'étude, aucune poussiére ne dévoile d’incidence en particules
de la classe I supérieure a 2 particules-%. La richesse pourtant exceptionnelle en quartz
des échantillons du chapitre 4 (16 a 26%) n'a pas permis de détecter plus de 1.6
particules-% de la classe I. L'étude des 15 échantillons d’origine variée (chapitre 6) et a
teneurs en quartz plus représentatives de la majorité des poussiéres de mine (< 11%) fait
tendre la moyenne de I'incidence en particules de la classe I vers 3 particules pour 1000.

De tels résultats correspondent grossiérement a ceux d’observations en microscopie a
contraste de phase de poussiéres de mine de charbon (Nebe and Striibel, 1981). Ils sont
également en accord avec les incidences obtenues en analyse par microsonde
électronique a dispersion d’énergie RX (<2 particules-%) (voir Préat, 1990, Wallace et
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al., 1990). Des observations de particules en microscopie STEM (Scanning Transmission
Electron Microscope) ont confirmé leur nature mixte (quartz/argile/charbon) (voir Préat,
1990).

Une étude en spectroscopie Auger a balayage (résolution latérale = 0.2-0.5 um) n’a pas
permis de détecter de surface libre de quartz dans les poussiéres de mine de charbon,
méme douées de propriétés fibrosantes (Kriegseis and Scharmann, 1982). Une étude par
spectrométrie SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) de telles poussiéres (réduites
en cendres) a également mis en évidence des masques d’aluminium sur la surface du
quartz (voir Robock, 1991).

Ces résultats permettent d'émettre un doute sur I'étendue (voire I'existence) des surfaces
de quartz non-contaminées dans les poussiéres de mine de charbon. On peut donc
estimer que les contaminations de surface sont moins représentatives d'un parameétre de
modulation que d’un facteur inhibant fortement (totalement) la nocivité du quartz des
poussiéres de mines.

De plus, I'étude des poussiéres récupérées sur poumons de mineurs de charbon (chapitre
7) suggére la biopersistence a long-terme des contaminations superficielles et 1"absence,
en milieu pulmonaire, d’une libération de nouvelles surfaces de quartz. On rappelera
enfin, dans le cadre de cette derniére éventualité, les expérimentations démontrant un
relarguage in vivo de 1"aluminium et I’effet inhibiteur de sa réadsorption sur le quartz (Le
Bouffant et al., 1977, 1982, 1987b).

Toutes ces observations convergentes soulignent 1'urgente nécessité a identifier d autres
paramétres de nocivité des poussiéres de mine de charbon. Mais il reste, a ce titre, a
mentionner un dernier résultat de notre tentative d’identification des paramétres de
modulation de la nocivité spécifique du quartz.

La figure 8.1 montre, pour l'ensemble du présent travail, la relation établie entre
I'incidence en particules de quartz "pur" (classe I) et la teneur globale en quartz (ou
silice) des silices de référence (11 poussiéres) et des poussiéres de mine analysées a 30%
de transmission laser (20 poussiéres). Le domaine de teneur globale en quartz (ou silice)
des échantillons varie ainsi de 1 4 100% en masse. L'absence d"une relation linéaire entre
les deux variables rend vaine toute tentative d’extrapolation des connaissances
épidémiologiques ou expérimentales de la silicose (cas des poussiéres riches en silice) a

la pneumoconiose du houilleur (teneur en quartz des poussiéres <10%).
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Figure 8.1: Incidences en particules de quartz "pur" de la classe I en fonction de la teneur
globale en quartz des silices de référence (O) et des poussiéres de mine (*) de |’ensemble
de la présente étude

8.3) Paramétres de nocivité indépendants du quartz

Nous définirons ceux-ci comme tout paramétre dont la nocivité propre viendra s ajouter
(en synergie ou non) 4 celle du quartz ou comme tout paramétre dépourvu d’une nocivité
propre mais dont la présence dans les poussiéres permettra au quartz d’exprimer sa
nocivité spécifique.

Il convient de rappeler que seule la matiére minérale des poussiéres a été explorée a ce
titre dans le cadre du présent travail. En effet, le domaine de teneur en matiére minérale
des différents échantillons (teneurs en cendres variant de 15 a 90%) et la diversité de
I'origine stratigraphique des poussiéres se prétaient a une telle approche. De plus, les
données de nocivité expérimentale des poussiéres dépendaient de cette teneur en matiere
minérale.

Toutefois, ces considérations ne nous permettent pas d’exclure la participation de la
matiére organique a la nocivité des poussiéres. On trouvera dans la littérature (Jafari et
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al., 1988; Dalal et al., 1989) et surtout dans les travaux de 1'équipe "Solides et
Cancérogénése" du Laboratoire de Réactivité de Surface et Structure (Université P. et
M. Curie, Paris) des études consacrées aux propriétés des charbons susceptibles de jouer
un role dans la pneumoconiose du houilleur (Huang, 1991; Huang et al., 1991).

En ce qui concerne la matiére minérale des poussiéres, le présent travail & montré
I'existence de corrélations pour l'incidence des particules & combinaisons d’éléments
suivantes:

- Fe,Mg(Ca) (voir chapitre 4)

- AIKFe et AlKFe/Ti (cas des particules des groupes 2 et 5 du chapitre 5)

- AIKFe (avec ou sans Ti) (échantillons du chapitre 6)

- FeX (X= Al, Mg et/ou Ca) (échantillons du chapitre 6)

- AIK (+Fe) + Cr,Ni,Cu,Pb,Mn,V,Zn et/ou Mo (particules du groupe 17 du chapitre 5)
- Mn (et/ou FeX) (chapitre 6).

Le fer notamment (et/ou les métaux lourds) apparait comme un dénominateur commun
aux particules dont les incidences sont en relation avec les données de nocivité. Mais il
faut rappeler que de tels éléments ont, jusqu'a présent, peu retenu l'attention dans les
études de nocivité des poussiéres de mine de charbon.

Seules quelques études, notamment sur les charbons américains, ont permis de suspecter
leur potentiel nocif. Des analyses de minéralisats de poumons de mineurs de Virginie
Occidentale ont montré, comparativement aux minéralisats de poumons non-exposés, un
enrichissement en divers métaux lourds (Fe, Ni, Mn...). Cet enrichissement pouvait
atteindre un facteur 10 a 30 pour le Be, Co, Cr ou V (Keenan et al., 1971; Carlberg et
al,, 1971). D’autres auteurs ont associé la richesse en Fe, Ni, Cu et Pb des charbons
provenant de Pennsylvanie a la haute incidence en pneumoconiose de ce district minier
(Sorenson et al., 1974). Les concentrations en fer (nickel) de ces charbons étaient 10 fois
(5 fois) plus élevées que celles de charbons de 1'Utah (district associé a un risque
moindre).

Mais ces études ne concernent pas directement la nocivité expérimentale des vraies
poussiéres de mine de charbon. La présence dans ces poussiéres de métaux (lourds)
pourra €tre associée a la fraction organique du charbon (complexes organo-métalliques
de V ou Be) ou, plus spécifiquement, a la fraction minérale (Mn, Mo, Pb, ...). D autres
éléments présenteront une affinité intermédiaire avec la matiére organique (Valkovic,
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1983). La présence de phases minérales contaminées par les métaux lourds a déja été
discutée (voir la détermination des éléments traces, chapitre 2.3.2).

L’intime association du fer avec d’autres éléments typiques de la matiére minérale des
poussiéres (voir combinaisons ci-dessus) permet, en premier lieu, de rejeter 'hypothese
d’un fer associé a la fraction organique.

La nature minéralogique de ces particules chargées de fer se rapporte a la sidérite pour la
combinaison Fe Mg(Ca) (voir l'identification au chapitre 4, figure 4.5) et trés
probablement aux chlorites pour la combinaison FeX (voir spectre typique, figure 4.5).
On notera, dans les spectres de ces deux phases minérales, la présence de manganése.
Cette association du manganése aux chlorites expliquerait la corrélation (r = 0.68) entre
I'incidence du manganése et celle des particules & combinaison FeX observée au chapitre
6.

La pyrite, minéral relativement commun dans les charbons et facilement reconnaissable
par ses spectres LAMMA a dominante FeS aura toutefois peu retenu notre attention
dans le cas des poussiéres de mines. On précisera que les teneurs globales en pyrite des
poussiéres de la présente étude étaient généralement inférieure a 1-2% (maximum 4.5%
dans le cas de la poussiére F6 du chapitre 6). On peut ainsi expliquer la détection
sporadique des particules 4 dominante FeS et 1"absence de tentative de quantification des
incidences. Mais on notera que de tels spectres ne sont pas apparus pour les poussieres
récupérées sur les poumons (chapitre 7). Cette observation conforte les résultats de
I'examen en microscopie électronique a balayage des mémes échantillons qui n’avaient
révélé aucune particule de pyrite (Kainka-Stanicke, 1992).

La combinaison d’éléments AIKFe est, comparativement aux autres combinaisons
porteuses de fer, la plus fréquente des combinaisons (jusqu'a 60 particules-%, voir le cas
de I'échantillon F2, chapitre 6). Elle présente également la majorité des corrélations avec
les données de nocivité (voir chapitres 5 et notamment 6). L’association du fer aux
éléments caractéristiques des argiles (Al et K) nous indique leur nature minéralogique:
micas (illites/séricite/muscovite) et/ou kaolinite.

La minéralogie de tels phyllosilicates (ou silicates 4 tétraédres SiOy4 disposés en feuillets)
permet d’expliquer la présence de fer, notamment dans les micas: subsitution du silicium
tétracoordonné par de I'aluminium et compensation des valences par du potassium en
position intercalaire. Cette compensation sera assurée par des éléments divalents (Fell et
Mgl lorsque la substitution par 1’aluminium augmente. D’autres micas présenteront du
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fer di- ou trivalent en substitution de !'aluminium. Ces différentes variantes
minéralogiques permettent d’expliquer la détection du fer dans les particules d’argiles
sous forme de combinaison AlKFe.

Mais un tel enrichissement en fer des phyllosilicates pourrait prendre une autre dimension
dans le cas des micas associés aux charbons. Rappelons que ces micas sont,
comparativement aux illites des gisements non-charbonneux, trés nettement enrichis en
aluminium (voir introduction, chapitre 1.2.2). Cette "surcharge” en aluminium permet
d’imaginer un enrichissement concomitant en fer. L importance d’un tel fer, divalent et
potentiellement biodisponible car intercalaire, sera discutée dans 1’approche
étiopathogénique des résultats (chapitre 9).

Il convient d’abord de tenter, a partir de nos résultats, d’attribuer une divalence au fer
associé aux micas des poussiéres de mine (sans toutefois exclure l'existence de fer
trivalent). Les études par microsonde LAMMA ont déja montré qu’il était possible, dans
une certaine mesure, d obtenir au niveau de la particule individuelle des informations de
spéciation moléculaire des sulfures, oxydes... de nickel (Ro and al.,, 1991) ou sur la
spéciation des degrés d’oxydations du chrome (Poitevin et al., 1989; Hachimi et al.,
1993). Une telle approche est basée sur 1'étude des rapports d’intensité des signaux
obtenus dans les spectres en mode d’ions positifs et/ou négatifs. Elle mériterait d’étre
tentée pour le fer sur des poussiéres riches en matiére minérale afin de limiter les
problémes d’interférences avec les signaux de la matiére organique.

Les seuls indices accumulés en faveur de la divalence du fer se rapportent a la présence
simultanée des signaux du fer et du magnésium dans les spectres des particules de micas.
11 est apparu, lors de |'exploitation des spectres, que les amplitudes des signaux du fer et
du magnésium augmentaient simultanément dans les spectres des particules argileuses (a
dominante AIK) contaminées par le fer. De tels spectres sont illustrés en figure 8.2. Ils
montrent un accroissement de 1'amplitude du signal de fer de l'intensité codée "0" (figure
8.2a) a, par exemple, une amplitude supérieure a "1" (figure 8.2). L 'amplitude du signal
de magnésium, ayant simultanément augmentée, sera codée "1" dans le spectre 8.25.

Il n'a malheureusement pas été possible de déterminer l'incidence des particules
simultanément enrichies en fer et en magnésium. On rappelera, a ce titre, que les seuils de
détection des éléments majeurs ont été placés a I’amplitude "1" (voir chapitre 2.3.1) et
que les amplitudes des signaux sont simplement répertoriées sur la base des codes "0",
"1" ou "10". Aucune tentative de corrélation entre les données de nocivité et 1'incidence
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des particules simultanément enrichies en fer et magnésium n’aura donc été effectuée
dans 1'espoir d’attribuer une nocivité au fer divalent.
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Figure 8.2: Exemples de spectres de particules argileuses (2 dominante Al K) montrant
I’augmentation simultanée de 1'amplitude des signaux Fe et Mg; 1'amplitude du signal Mg
(codée "0" dans le spectre 8.2a et codée "1" dans le spectre 8.2b) varie sous le niveau du
seuil de détection choisi pour les éléments majeurs (voir texte)

On retiendra, a ce stade de la discussion, 1'existence de fer divalent (sans exclure le fer
trivalent) dans la majorité des phases minérales des poussiéres de mine: sidérite (FeCO5),
chlorites (Mg, Fe)gAly(SigO10)(OH)g), pyrite (FeS,) et enfin les micas (voir ci-dessus).

La présence de fer divalent dans les poussiéres de mine a fait 'objet de peu d’études
(Doughty and Dwiggins, 1973). Par contre, de nombreuses études par spectroscopie
Méssbauer concernent les charbons. Elles ont permis de rejeter 1'hypothése d'un fer
associé a la fraction organique (Huffman and Higgins 1978, Smith and al. 1978). La
pyrite représente la phase majoritaire de certains charbons (Levinson and Jacobs, 1977).
Elle s'oxyde a |'air en sulfates durant les opérations miniéres (Montano, 1977). D autres
auteurs ont mis en évidence un signal de fer divalent non-pyritique (Lefelhorz et al,
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1967) qui a été attribuer aux prochlorites (ripidolite) (Vassamillet, 1972). Enfin, une
étude corrélative en spectroscopie Mossbauer/microsonde électronique a révéler la
présence de pyrite, sidérite, chlorite... et de minéraux argileux ferreux dont les spectres
Mossbauer correspondent a ceux d’ardoises riches en illites (Lee and al., 1978).

L’existence de fer divalent, démontrée dans les phases minérales associées aux charbons,
semble ainsi irréfutable pour les poussiéres de mine de charbon. La présence dans les
poussiéres de mine de matiére minérale provenant des épontes (elle-méme naturellement
contaminée par du fer divalent) ne pourra que contribuer a la présence de fer divalent
dans ces poussiéres.

8.4) Spécificité des paramétres

Une discussion de la spécificité des paramétres nocivité nécessite de définir avec
précaution cette notion spécificité. Il a été choisi de fonder la notion de nocivité
spécifique des poussiéres de mine (voir introduction, chapitre 1.2) sur une nocivité
déterminée expérimentalement qui, pour étre qualifiée de spécifique, devra étre en accord
avec les données épidémiologiques.

De tels paramétres de nocivité spécifique (en accord avec les donnés épidémiologiques)
ont été identifiés dans le présent travail (degrés de contamination de la surface du quartz
ou présence de sidérite, voir ci-dessous). On rappelera cependant les limites des études
épidémiologiques basées sur le dépistage radiologique: faible sensibilité mais bonne
spécificité quant a la nature des lésions observées (fibrose pulmonaire interstitielle
humaine).

Mais la présente étude a également démontré 'existence de paramétres propres aux
différentes méthodes expérimentales (voir 1'étude comparative des tests de nocivité et la

discussion ci-dessous). Ces paramétres spécifiques 4 la nocivité expérimentale étaient peu

ou non-concordants avec les données épidémiologiques.

Ces premiéres considérations sur la spécificité montrent déja les difficultés d'une
tentative de définition. Mais c’est 1’absence de données "expérimentales” chez 1'étre
humain et toutes les difficultés a étudier une pathologie de caractére chronique qui
imposent des limites a la notion de spécificité de la nocivité. Un recours au modéle
animal reflétera ses propres limites dans les études de nocivité: meilleure sensibilité que
I"épidémiologie, mais spécificité moindre quant a la nature des effets observés (toxicité
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cellulaire, réactions pulmonaires primaires a 1application des poussiéres...). Seuls les
tests in vivo voués aux examens histologiques des lésions fibrotiques permettront, dans
une certaine mesure, 1’accés a de réelles données expérimentales de fibrogénicité.

Les paramétres de nocivité spécifique ont été identifiés par I'étude de poussiéres riches
en matiére minérale (chapitre 4). Cette étude a montré qu'il était possible de distinguer la
matiére minérale de différents bassins miniers a risques de pneumoconiose variés: Ruhr,
Saar, Ecosse et comté de Nottingham. Ainsi, le degré de contamination de la surface du
quartz des poussiéres de la Saar (généralement riches en matiére minérale et en quartz)
est apparue supérieur a celui des poussiéres de la Ruhr (généralement moins riches en
matiére minérale et en quartz). Ces résultats sont en accord avec les données
expérimentales de nocivité et les données épidémiologiques des deux bassins miniers. Ils
ont permis de confirmer 1'hypothése d‘autres auteurs (Kriegseis and Scharmann, 1982;
Schlipkéter et al., 1982; Bruch et al., 1983b).

L’étude du degré de contamination de la surface du quartz des poussiéres britanniques
GED et BIL a fourni des résultats totalement opposés a ceux des poussiéres allemandes.
La poussiére BIL, qui présente le plus grand degré de contamination de la surface du
quartz, était la plus fibrogéne sur 1"animal. Elle provient d'une veine de charbon d'Ecosse
connue pour étre associée a une progression anormalement rapide des pneumoconioses
(Seaton et al, 1981). A l'inverse, la poussiére GED (inapte a produire de la fibrose
nodulaire sur 1'animal) présentait des degrés de contaminations moindres de la surface du
quartz. Elle provient d’un district minier (comté de Nottingham) connu pour sa tres
haute exposition au quartz mais sa prévalence des pneumoconioses qui compte parmi les
plus basses de Grande-Bretagne. Le cas de ces poussiéres britanniques a donc permis de
chercher des paramétres de nocivité indépendants du quartz.

La présence de sidérite, caratéristique de la poussiére d’Ecosse, a pu étre identifiée
comme un paramétre de nocivité spécifique (en accord avec les données
épidémiologiques). Cette présence de sidérite a pu étre confortée par des informations
d’ordre géologique (voir chapitre 4). On rappelera que la sidérite n'a jamais suscité
d’intérét dans les études épidémiologiques de ces deux bassins miniers ou des autres
bassins de charbon.

Une spécificité a ainsi été établie entre différents bassins miniers. Une différenciation au
sein d’un méme bassin de charbon reste une entreprise délicate dans 1'état actuel de notre
approche méthodologique. On remarquera, a ce titre, la similitude des résultats LAMMA
pour les deux poussiéres TF1 et TF4 prélevées dans des horizons stratigraphiques tres
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distincts de la Ruhr (voir chapitre 4). Les deux poussiéres UKVA et UKVB du Pays-de-
Galles (chapitre 6) sont également difficiles a discriminer.

11 a toutefois été possible de différencier des poussiéres de la Ruhr en ayant recours a une
stratégie méthodologique basée sur la notion de "nocivité spécifique a I'origine.
stratigraphique des poussiéres" (Reisner et Robock, 1975) (voir chapitre 5). Elle a
permis d'identifier des paramétres potentiellement cytotoxiques de la matiére minérale de
poussiéres isotoxiques, a teneurs en matiére minérale variables et provenant d’horizons
stratigraphiques différents.

Les paramétres identifiés (fer et/ou métaux lourds) semblent étre liés a 1'age
stratigraphique des poussiéres. Ils suggérent, dans le cadre du modéle alors développé
(voir figure 5.2), un enrichissement en particules toxiques spécifique a la matiére
minérale des poussiéres de mine de charbon de haut rang (ou, du moins,
stratigraphiquement ageés).

Mais cette hypothése nécessite une confirmation par 1'étude de poussiéres prélevées dans
de telles mines. On rappelera les difficultés propres a cette tentative:

- interférences dans les spectres LAMMA des signaux de la matiére organique,

- difficulté a trouver des poussiéres de mine de charbon de haut rang riches en matiére
minérale,

- non-existence de poussiéres présentant une relation linéaire entre la nocivité et la teneur
en matiére minérale

- et, surtout, absence de tests de nocivité suffisament sensibles donc capables de
différencier de telles poussiéres.

La stratégie méthodologique développée au chapitre 5 n'a donc pas été appliquée au cas
des mines charbons de haut rang (charbons maigres et anthracites). Il est impossible de se
prononcer, par exemple, sur les degrés de contaminations de la surface du quartz dans les
poussiéres de telles mines. On notera, en ce qui concemne le fer, que les essais
préliminaires sur les poussiéres des mines de charbon du plus haut rang de 1'étude de
Reisner et Robock (Esskohle ~ charbons 1/2-gras) suggérent une richesse en fer (voir
figure 2.6 et dicussion 5.3).

Mais on a déja mentionné (chapitre 5.3) que I'hypothése d’un enrichissement en
particules minérales toxiques spécifique au rang des charbons mériterait surtout d’étre
démontrée sur des poussiéres dont la nocivité a été établie par des tests de fibrogénicité
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sur 1animal. Le choix du test de nocivité risque cependant d’influencer la spécificité des
résultats.

En effet, il nous reste a replacer toutes ses considérations sur les paramétres de nocivité
spécifique dans le cadre de la nocivité expérimentale. Cette étude a montré I'existence de
paramétres spécifiques & la nocivité expérimentale (voir chapitre 6). La spécificité de
certains paramétres minéralogiques a pu étre attribuée aux différentes méthodes
expérimentales utilisées:

- réponse des tests in vitro et in vivo pulmonaires a la présence de particules a
combinaison AlKFe

- et, d’autre part, réponse des tests in vivo ganglionnaires a la présence de particules a
combinaison FeX et/ou Mn.

Cette discrimination était en accord avec celle obtenue par une analyse statistique des
résultats des différents tests (Le Bouffant, 1987a). Aucune spécificité d’ordre
épidémiologique n'a été démontrée. La spécificité expérimentale des paramétres
identifiés reste inexplicable dans 1'état actuel des connaissances toxicologiques sur les
poussiéres, notamment sur le role du fer. Mais cette étude aura clairement démontré

I'existence, en nocivité expérimentale, d un "effet test".

On tentera d'illustrer celui-ci grice aux résultats de tests trés similaires et au sein d'une
méme famille de tests (voir tableau 6.10). On se basera d'abord sur les tests
ganglionnaires LNG (poids ganglionnaire) et LNA (section ganglionnaire). Une
comparaison des corrélations observées avec les incidences en particules 4 combinaisons
d’éléments FeX et/ou Mn montre que la réponse ganglionnaire est concordante pour les
deux tests: la section des ganglions (test LNA) augmente parallélement au poids des
ganglions (test LNG). Par contre, le test ganglionnaire GAN (poids des ganglions) ne
révéle aucune corrélation avec 'incidence des particules a combinaisons FeX et/ou Mn.
1l faudra, avant de mettre en doute la corrélation observée pour les tests précédents,
remarquer que le test GAN différe par le mode d"application des poussiéres: application
par voie intra-trachéale au lieu de la voie intra-péritonéale (voir tableau 6.4).

Tl apparait ainsi que seule une application a I'organe cible (voie intra-péritonéale pour les
tests LNG et LNA) met en évidence une réaction ganglionnaire a la présence de
particules 4 combinaison FeX et/ou Mn. Le cas du test LNQ (application intra-
péritonéale et observations des QTA), dont la relative spécifité aux lésions induites par le
quartz a déja été discutée (chapitre 6.3), illustre également cet effet par une corrélation
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avec l'incidence des particules de la classe I. Le choix du mode d’application reste donc
déterminant quant a 1'observation des effets biologiques. Mais il peut induire des faux-
positifs (ou faux-négatifs) car une application a I'organe cible ignore la toxicocinétique
des particules (élimination, translocation, rétention...). Un tel "effet test" va également
dépendre de la disparité des paramétres mesurés, des doses appliquées, des souches
animales utilisées... Il mérite d’étre considéré dans toute tentative d’attribution de
spécificité a la nocivité expérimentale des poussiéres.

Enfin, on discutera la spécificité de la nocivité attribuable 4 un élément tel que le fer.
L’abondance dans le monde minéral (et minier) du fer permet a priori d’émettre un doute
quant 4 une potentielle spécificité. On rappelera simplement que le nom de 1’élément ne
laisse rien prédire quant a la spécificité de son environnement physico-chimique et
minéralogique, de ses degrés d oxydations, de sa biodisponibilité. ..

A ce titre, on opposera la fréquence des pneumoconioses a poussiéres mixtes
(silicosidérose) dans deux bassins miniers de fer allemands. Pour des expositions au
quartz €levées et comparables, ces deux bassins présentent des différences extrémes pour
'ensemble des mines de fer allemandes: 21/1000 cas dans le Siegerland, mais aucun cas
identifié dans les mines d'hydroxydes de fer du Salzgittergebiet (Bauer et al., 1976). Il
reste 3 mentionner que le minerai extrait dans le Siegerland est un carbonate de fer
(sidérite).

000000000
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CHAPITRE 9

Situation des résultats dans le cadre
des approches étiopathogéniques

L’originalité des résultats mérite de tenter d’élaborer une hypothése sur la nocivité des
poussiéres de mine de charbon. Il convient d’abord de poser le principe toxique
envisageable pour la nocivité de la matiére minérale des poussiéres. Il est évident que
celui-ci se rapportera fondamentalement aux interactions entre la surface des particules et
le milieu biologique. Les propriétés de surface d’autres matériaux particulaires (fibreux
ou non) susceptibles d’expliquer leur potentiel cytotoxique, fibrogene ou carcinogéne ont
fait 1'objet de nombreux travaux (voir, entre autres, Pézerat, 1991; Fubini, 1992; Fubini
et al, 1993). On y cherchera les propriétés des surfaces inorganiques les plus
susceptibles d’expliquer les corrélations observées entre les données de nocivité et les
résultats LAMMA (notamment sur le fer).

On peut, a cet effet, retenir la notion de sites actifs de surface i propriétés oxydo-

réductrices (sans exclure la participation d’autres propriétés). On limitera, par souci de
clarté, la discussion aux cas des sites actifs & fer divalent (sans exclure le fer trivalent).
L’intervention d’autres mécanismes tels que le relarguage des métaux lourds et leur
activité en inhibition enzymatique ne seront pas exclus, mais discutés accessoirement.

Apreés la phagocytose des particules, les sites réducteurs de surface vont participer (au
sein du phagolysosome) aux mécanismes d’explosion oxydante a visée antibactérienne.
Ils vont contribuer a la formation et au relarguage d’espéces activées de 1'oxygene,
radicalaires ou non (OH:, H,0,, O5-"...). Ces derniéres vont participer aux mécanismes
de peroxydation des lipides membranaires (Freeman and Crapo, 1982; Halliwell, 1984,
Halliwell and Gutteridge, 1989). Ces mécanismes sont présentés dans la chaine
réactionnelle suivante:

Fe2* + H,0, — Fe3* + OH- + OH: (réaction de Fenton)
OH: + O, + Lipides > ROOH + ROO- +RO- + ... (peroxydation lipidique)

Dans le cadre de ce schéma réactionnel, le relarguage du radical hydroxyl OH-, trés
réactif et trés toxique, apparait comme 1’entité pouvant initier les mécanismes radicalaires
de peroxydation lipidique.
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Une seconde réaction, intimement associée a la réaction de Fenton, va participer au
recyclage du fer divalent. Elle permet également d’envisager la participation du fer
trivalent des surfaces:

Fe3* + 0y~ — Fe2* + 0, (réaction d 'Haber-Weiss)

D’une maniére générale, de tels processus radicalaires sont intensivement étudiés dans les
mécanismes de "stress oxydant” (Sies, 1985) pouvant conduire a l'inflammation des
tissus, a la fibrose, au vieillissement cellulaire, au cancer...

Il a été expérimentalement démontré que les surfaces des poussiéres de pyrite, sidérite,
phyllosilicates... étaient effectivement capables de produire des radicaux hydroxyls grace
aux mécanismes précédents. Le modéle expérimental utilisé consiste a mettre ces
poussiéres en présence d'un milieu acellulaire, doté d’'H,O, et simulant le milieu
lysosomal. On laissera réagir le radical hydroxyl sur une molécule cible puis on détectera
les espéces radicalaires générées (plus stables que le radical OH-) par la technique du
piégeage de spin en RPE (Résonance Paramagnétique Electronique).

On citera, en référence a ce modéle, les nombreux travaux du groupe "Solides et
Cancérogénese” de 1'Université P. et M. Curie (Zalma et al. 1987a,1987b; Costa, 1989;
Costa et al., 1989a, 1989b, Pézerat, 1991; Dzwigaj, et al., 1993; Guignard et al., 1993a,
1993b). Ces travaux sont consacrés aux phases minérales qui nous intéressent dans le cas
des mines de charbon. La présence d’espéces radicalaires i la surface des silices a
également fait 1'objet de nombreuses études (voir Fubini et al., 1989). Mais ces travaux
sont consacrés aux propriétés oxydo-réductrices des surfaces de nombreuses autres
poussiéres: amiantes et substituts, mines de fer, mines d’or ...

Les propriétés oxydo-réductrices de surface doivent également étre présentées en terme
de biodisponibilité des toxiques a I'interface solide/milieu biologique. Elle nécessite de
prendre en considération |'accessibilité aux sites actifs de surface (par exemple le fer

divalent), mais aussi les mécanismes de lixiviation des surfaces pouvant conduire i un

relarguage du fer (ou des métaux lourds).
L’accessibilité au fer divalent doit étre considérée en fonction:

- de la nature des différentes phases minéralogiques,
- des mécanismes de passivation et d’activation des surfaces,
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- des processus permettant in vivo 1'accés et le renouvellement du fer a la surface des
particules.

Ces aspects ont été étudiés par le groupe "Solides et Cancérogénése" cité ci-dessus. On
retiendra de leurs travaux que l'accessibilité au fer divalent est, en premier lieu, plus
facile 4 envisager dans le cas de la pyrite ou la sidérite que pour les phyllosilicates (micas
et chlorites). Dans ce dernier cas, seules les faces latérales de I'empilement des feuillets
de tétraédres SiO, permettra 1'accés au fer. Il sera également limité a ce niveau aux
différentes couches contenant du fer divalent: couches brucitiques Mg-Fe(OH), de la
chlorite, fer divalent en substitution de 1’aluminium des micas... On voit donc que la
nature de 1’environnement minéralogique du fer peut déja moduler les propriétés oxydo-
réductrices des surfaces. On comprendra aussi, en terme de biodisponibilité, 1'intérét a
vérifier si I’enrichissement en fer des micas associés aux charbons se rapporte & un fer en
position intercalaire.

Les travaux du groupe précédemment cité ont permis de démontrer que I'oxydation a
I'air des particules (passivation des surfaces) va pouvoir diminuer (cas de la sidérite par
exemple) mais aussi exacerber 1'activité des poussiéres dans le modéle acellulaire (cas de
la pyrite notamment). En effet, des mécanismes d’activation des surfaces vont restituer
ou faciliter 1'accés au fer: dissolution partielle de la couche passivante (solubilisation des
sulfates de la pyrite oxydée) et éventuelle amplification par de la coprécipitation
(phosphates de Mg-K pour la couche brucitique des chlorites).

De tels mécanismes, ainsi que la présence en milieu biologique de molécules réductrices
ou complexantes, vont participer a 1'activation in vivo des surfaces. La participation du
fer d’origine biologique (fer endogene) et I'existence de mécanismes de type catalytique
ont été envisageés afin d’expliquer la chronicité des effets biologiques observés.

Pour la biodisponibilit¢ par lixiviation de surface, on se rapportera aux études de
relarguage du fer (ou des métaux lourds) faites sur des charbons:

- mesures des concentrations élémentaires dans les eaux de drainage d’une veine de
charbon et observation des taux de relarguage suivants: Mn>Zn>Pb>Fe>Ni>Cu>Co
(Valkovic, 1983).

- mise en évidence d’un fer hautement dialysable dans les anthracites de Pennsylvanie
(Morrow et al, 1982).
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Des essais d’élution par des milieux trés diversifiés (solution acides/basiques, solution
physiologique, milieu Gamble, liquide recueilli par lavage broncho-alvéolaire de rats,
sérum humain) ont été effectués sur des charbons de Pennsylvanie (haut rang et haut
risque de pneumoconiose) et de 1'Utah (bas rang, bas risque). Elles ont déja mis en
évidence les propriétés chélatantes et le pouvoir d’inhibition enzymatique des éluats
(Kober et al., 1976). Elles ont montré, en accord avec les données épidémiologiques, une
inhibition de croissance cellulaire plus prononcée pour les charbons de Pennsylvanie et
liée a la teneur en nickel de 1'éluat (Christian et al., 1979). A I'inverse, les élutions du fer
et du nickel étaient nulles ou moindres pour les charbons de 1'Utah (Nord and Bingham,
1973).

On notera, pour le fer et le nickel, une biodisponibilité potentielle en relation avec le rang
du charbon. Ces observations sont également en faveur d'une prédisposition des métaux
lourds a participer aux processus d'inhibition enzymatique. Dans le cadre des processus
oxydants évoqués ci-dessus, une mise en commun des arguments d’accessibilité du fer
divalent et des observations sur le relarguage du fer des charbons permet d‘imaginer un
effet de synergie.

Des observations convergentes a cette conclusion ont été faites sur les amiantes. Les
propriétés oxydo-réductrices de ces matériaux sont mises en relation avec la présence de
fer a la surface des fibres. L aptitude des amiantes a la biodégradation et au relarguage in
vitro et in vivo de fer a été établie (Holmes and Morgan, 1967; Jaurand et al., 1977,
Parry, 1985; Morgan and Holmes, 1986). Il a récemment été démontré qu’une
mobilisation du fer des amiantes par des chélateurs (Lund and Aust, 1990) exacerbe ses
propriétés oxydo-réductrices (Lund and Aust, 1991a).

On rappelera, dans ce contexte, nos observations a propos des poussi€res récupérées sur
poumons de mineurs qui suggérent un relarguage du fer en milieu pulmonaire,
apparement sélectif et en relation avec la gravité de la fibrose (chapitre 7). On pourrait
déja tenter d’établir une relation causale entre la fibrose (ou sa progression) et les
mécanismes radicalaires (ou enzymatiques) précédemment évoqués.

Mais il faudrait tenir compte non seulement de la production des espéces activées de
1’oxygéne, mais aussi de 1"activation du macrophage et des autres cellules inflammatoires,
de la persistence a long-terme de l'inflammation, du relarguage de cytokines et de
facteurs de croissance ... (Hunninghake et al., 1984; Donaldson et al., 1984; Voisin et al,
1987; Bégin et al. 1989; Hubbard, 1989; Gosset et al., 1991) (voir chapitre 1). Le rdle en
fibrose (et sa progression) de cette cascade de réactions biologiques et moléculaires est

Chapitre 9: approche étiopathogénique des résultats



155

indéniable mais obscur. 11 fait intervenir des réponses de "stress moléculaire” au stress
oxydant induit par les particules inorganiques. On peut citer, entre autre, une altération
des défenses anti-oxydantes telles que les enzymes anti-oxydantes (Mn-superoxyde
dismutase...) (Janssen, 1993).

On essaiera, 4 la lumiére de nos résultats, d'apporter une éventuelle contribution quant
au role en pathogénése du fer et des mécanismes radicalaires (ou enzymatiques). On
choisira, &4 ce stade de l'approche étiopathogénique, de limiter leurs effets a la
cytotoxicité des particules et de poursuivre la discussion en terme de toxicocinétique
des particules.

On argumentera cette restriction en se rapportant aux résultats de 1'étude comparative
des tests de nocivité (voir tableau 6.10). Ils indiquent déja que les tests in vitro (de
cytotoxicité) répondent particuliérement a la présence de fer: 7 tests sur 8 (en éliminant
les 4 tests qui ne présentent aucune corrélation avec les paramétres de la matiére
minérale).

Le cortége des tests in vivo quantitatifs répondant a la présence de fer (combinaisons
d’éléments AlKFe et FeX) se rapporte plus & une mesure de réponse pulmonaire ou
ganglionnaire que de fibrose (poids de poumon, poids des ganglions...). Parmi les tests in
vivo pulmonaires, seul le test SK6 apparait trés fortement influencé par la présence de fer
(r = 0.82, p <0.01). 1 parait capital, & ce stade de la discussion, de rappeler que le test
SK6 mesure le poids des poussiéres recueillies dans les ganglions aprés application intra-
tréachéale d’une dose unique de poussiéres (voir tabelau 6.4). Il refléte une réaction
d’élimination pulmonaire des poussiéres au travers de I'interstitium et vers les ganglions
lymphatiques (lymphotropisme).

Une mise en commun de ces deux composantes décrit donc le fer comme responsable de
la cytotoxicité et, simultanément, de la translocation des poussiéres. Cette conclusion est
en accord avec les observations d‘autres auteurs qui ont montré que la pénétration
ganglionnaire des poussiéres est gouvernée par leur cytotoxicité (Bruch, 1985, 1987,
Bruch and Hilscher, 1988).

Leurs travaux ont permis d'élaborer un modéle toxicocinétique de translocation des
particules oti, 4 partir d'un dépdt primaire alvéolaire, se forme un dépot secondaire
localisé dans un compartiment plus profond du poumon (interstitium, systéme
lymphatique). Le dépdt secondaire des particules déterminera la dose effective des
poussiéres ayant atteint |'organe cible et, finalement, les effets observés a ce niveau.
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Mais la notion de cytotoxicité des poussiéres donne un caractére paradoxal & ce modéle.
En effet, la cytotoxicité des particules peut conduire a la nécrose cellulaire (ou la mort
cellulaire avec libération des particules phagocytées) pour ainsi diminuer 1'aptitude du
macrophage a é€liminer les particules. Mais elle se traduit simultanément par une
augmentation de la durée du séjour alvéolaire des particules. Un mécanisme continu de
phagocytose/libération/re-phagocytose pouvant expliquer 1'élimination pulmonaire a été
évoqué (Bruch, 1985). Il se traduirait par un effet de "dilution" des particules sur la
population des macrophages continuellement recrutés pour, finalement, restituer leur
aptitude a I’élimination pulmonaire des particules.

Ce modele est convergent avec les travaux ayant montré 1'absence de relation directe
entre la cytotoxicité des particules (propriétés de lyse macrophagique) et leur aptitude a
activer les macrophages alvéolaires humains (Wallaert et al, 1990). En effet, les
macrophages récupérés par lavage broncho-alvéolaire sur poumons de pneumoconiosés
sont chargés en poussiéres, méme plusieurs années aprés cessation de 1’exposition. Des
mécanismes continus de phagocytose/cytolyse/re-phagocytose des particules ont
également €été évoqués par ces auteurs pour expliquer la durée de séjour pulmonaire des
particules. Les macrophages alvéolaires finalement récupérés sur les poumons sont bien
vivants et activés (relarguage de médiateurs cellulaires, d’oxydants...).

On peut également, dans le cadre de la toxicocinétique des particules, faire référence aux
mécanismes radicalaires liés au fer des amiantes qui ont fait 1'objet des plus nombreuses
études. L'internalisation des fibres dans les cellules épithéliales ou leur cytotoxicité sont
étudiées en relation avec les mécanismes de production d’espéces activées de I'oxygéne a
la surface de ces matériaux (voir Lund and Aust, 1991b). Il a été expérimentalement
démontré que ces propriétés peuvent étre inhibées en présence d’anti-oxydants
(superoxyde dismutase...) ou grace au pré-traitement des fibres par des chélateurs du fer
(desferrioxamine B...).

Ces considérations toxicocinétique d’élimination au travers de l'interstitium pulmonaire
permettent raisonnablement d’envisager que survienne, aprés séquestration interstitielle
des particules, une fibrose pulmonaire induite par I"accumulation interstitielle:

- des particules contenant du fer (qui seraient fibrogénes ou non),
- des particules de quartz "pur” (dont le pouvoir fibrogéne est indéniable),
- voire, a I'extréme, de toute autre particule.
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Ces 3 cas de figures suggérent que 1'élimination des particules cytotoxiques (contenant
du fer) puisse faciliter la pénétration interstitielle des autres particules. Cette hypothese
permet ainsi d’attribuer au fer un réle fibrosant indirect (via les mécanismes radicalaires
ou enzymatiques de cytotoxicité et de translocation des particules) plutét qu'une
fibrogénicité propre.

On comprendra ainsi la définition des paramétres de nocivité indépendants du quartz
(chapitre 8.3) qui avait été étendue aux paramétres dépourvus d'une nocivité
(fibrogénicité) propre, mais dont la présence permet au quartz d’exprimer sa nocivité
spécifique.

Le pouvoir fibrogéne propre aux minéraux des poussiéres de mines contenant du fer
(divalent) reste & établir par des expérimentations sur 1’animal, mais en tenant compte de
la physico-chimie de 1'élément. On retiendra, dans 1"état actuel des connaissances, que la
majorité des minéraux de "référence” testés en nocivité (muscovite, kaolinite,
feldspaths...) apparaissent comme cytotoxiques, mais bien moins fibrogénes que le quartz
(Adamis and Timar, 1981, Gormley and Addison, 1983; Behrendt and Hilscher, 1989).
La chlorite, la sidérite ou la pyrite n’ont, jusqu'a présent, pas retenu d’attention dans ces
études.

Mais on retiendra surtout certains travaux consacrés aux interactions entre différentes
phases minérales. Ils ont montré quun minéral doué de propriétés fibrogenes
intrinséques (anhydrite en application intra-trachéale, par exemple) se comportait tres
différemment selon la nature des phases minérales qui lui sont associées (Rosmanith et
al., 1987, 1989; Weller and al., 1987, Rosmanith and Weller, 1991; Brammertz et al.,
1992). L'anhydrite sera ainsi capable d’inhiber le pouvoir fibrosant du quartz ou de
poussiéres de mines. En revanche, elle sera incapable d’inhiber et va méme intensifier la
fibrose induite par certains activateurs de durcissement des matériaux de construction
utilisés dans les mines. On précisera que ces activateurs sont a base de sulfates de fer et
de potassium. Ces études ont montré que les interactions entre minéraux ne peuvent pas
étre calculées en terme purement additifs.

1l reste enfin, dans un cadre étiopathogénique, 2 mentionner les études de relarguage de
médiateurs cellulaires élicité par les minéraux chargés de fer des poussiéres de mine. On
notera, dans I’état de nos connaissances de la littérature scientifique, que ces études sont
inexistantes. On mentionnera toutefois les essais préliminaires de relarguage de TNFa
(Tumor Necrosis Factor, voir chapitre 1) aimablement effectués par le Professeur P.G.
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Munder (Institut Max Planck d'Immunobiologie, Freiburg). Iis ont permis de montrer
que certaines sidérites étaient capables d’induire un relarguage anormalement élevé de
TNF par des macrophages. Celui-ci n’était pas neutralisable par 1’addition d’anti-corps
anti-TNF. Cet effet est resté inexpliquable jusqu'a présent.
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CHAPITRE 10

Conclusion
et perspectives d applications en hygiéne industrielle

La présente étude de caractérisation par microsonde LAMMA de poussiéres de mine de
charbon propose d’attribuer un réle déterminant au fer (et/ou métaux lourds) associ€ a la
fraction minérale de ces poussiéres. Les résultats expérimentaux sont étayés par des
corrélations avec les données de nocivité des poussiéres de mine ou certaines données
épidémiologiques. Au-deld des limites, en terme de causalité, d'une approche par
corrélations, les résultats convergent avec les connaissances récentes tirées de la
littérature scientifique.

Ces considérations suffisent a justifier une demande de validation physico-chimique et
toxicologique quant a ’hypothése d 'une nocivité spécifique au fer (et/ou métaux lourds)
des poussiéres de mine de charbon.

La validation physico-chimique devra s’orienter sur I’environnement physico-chimique de
ces éléments. La matiére minérale des poussiéres de mine de charbon devra faire 1’objet
d’analyses minéralogiques avancées et d’études de la spéciation des degrés d’oxydations.
Les conditions géologiques (origine paralique ou limnique des charbons, influences
volcaniques...) pouvant conduire & l'enrichissement en fer de la matiére minérale
mériteraient d’étre considérées.

Les propriétés oxydantes de la matiére minérale et son aptitude a relarguer des especes
activées de 1'oxygéne devront étre confirmées. Des essais de mobilisation du fer en
milien simulant le milieu cellulaire (ou pulmonaire) permettraient d’affirmer la
biodisponibilité du fer. L'hypothése d'un fer en position intercalaire dans les micas
associés aux charbons reste & démontrer.

On précisera surtout que ces études nécessiteront 1'acces 4 une banque de minéraux
prélevés dans les différents bassins ou veines de charbon. On peut, a ce titre, placer de
nombreux espoirs dans 1'actuel "programme de recherche H1" initi¢ 4 la Commission des
Communautés Européennes par le Professeur K. Robock. On y aura pris soin, lors de la
campagne de prélévement des poussiéres de mine, a échantillonner la matiére minérale
des épontes de différents horizons stratigraphiques. Ceux-ci ont déja été soumis a un
examen minéralogique et pétrographique.

Chapitre 10: conclusion et perspectives d'applications en hygiéne industrielle



160

La validation toxicologique de notre hypothése pourra également bénificier de tels
échantillons. Elle nécessite d’évaluer la cytotoxicité et la fibrogénicité des minéraux
chargés de fer puis d’attribuer cette nocivité au fer di- ou trivalent. Des études
d’interactions entre minéraux (tests avec ou en absence de quartz...) permettraient de
décomposer la nocivité attribuable aux différentes phases minérales des poussiéres de
mine. La réponse apparemment spécifique des 3 familles de tests aux différentes
combinaisons d’éléments devra étre élucidée.

Mais ces €tudes in vitro et in vivo devront se concentrer sur des aspects peu considérés
jusqu’a présent. Un plan expérimental rigoureux (tenant compte de "l’effet test") devra
étre établi afin d'étudier, par exemple, le relarguage du fer, la fraction séquestrée dans
I'interstitium ou les poussiéres ayant migré vers le systéme lymphatique... Une telle
approche permettra de cerner le rle du fer dans la toxicocinétique des poussiéres mixtes.

Une étude au niveau cellulaire et moléculaire de la réponse inflammatoire (relarguage de
cytokines et autres médiateurs cellulaires, d’oxydants, de protéases...) devra confirmer la
réponse macrophagique au fer. Mais elle devra également s orienter sur les interactions
du fer avec d'autres acteurs a rdle pro-inflammatoire, pro-fibrogéne ou
immunorégulateur (lymphocytes, polynucléaires...) afin d’explorer le devenir biologique
du fer relargué.

Enfin, il reste a rappeler que la validation de notre hypothése restera un probléme entier
en terme de spécificité des paramétres validés. Elle ne pourra étre rapportée qu’au
modéle animal ou aux modéles, récemment élaborés, de cellules humaines en culture
pour, finalement, dépendre d'un "effet test". On sera restreint par les limites de
I'extrapolation des résultats du modéle animal a4 I'homme et par toutes les difficultés a
modéliser une pathologie a caractére chronique. Cette validation se ferait donc dans les
limites de 1'épidémiologie actuelle ou, peut-étre, dans le cadre de la naissante
épidémiologie moléculaire.

Les perspectives d’applications en hygiéne industrielle de notre approche
méthodologique concernent d'abord les autres industries extractives, notamment celles
concernées par des problémes de silicose vraie. Le schéma de classification des particules
de quartz servirait de base a la caractérisation de poussiéres silicogénes exposant les
carriers, tunneliers... au risque de pneumoconiose.

Mais d'une mani¢re générale, ces perspectives couvrent plusieurs domaines de 1’hygiéne
industrielle: la mesure des poussiéres, la détermination de leurs caractéristiques (physico-
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chimiques et toxicologiques), 1'élaboration de modéles dosimétriques et 1'étude des
facteurs d"ambiance.

Les études comparatives de | instrumentation d’échantillonnage des poussiéres (Vincent,
1991) pourraient bénéficier de notre approche méthodologique: comparaison entre
poussiéres prélevées sur échantillonneurs statique et personnel, comparaison des
différentes fractions granulométrique (thoraciques et respirables)... Cette instrumentation
pourrait étre validée par comparaison avec la fraction alvéolaire récupérée sur poumon
animal ou humain.

La caractérisation physico-chimique des poussiéres mixtes par les méthodes analytiques
conventionnelles est actuellement la seule voie raisonnablement applicable dans un
programme de surveillance d’empoussiérage. Mais la justesse d’une telle caractérisation
pourrait étre améliorée grice a notre approche méthodologique. On citera, par exemple,
le cas de la sous-estimation des carbonates dans les poussiéres mixtes (voir discussion
précédente). L’étude de la contribution a 1'empoussiérage des substances d’origine non-
miniére peut étre abordée (résidus diesels...).

On peut méme envisager, dans un avenir proche, la mise au point de méthodes "on-line"
et "on-site" de caractérisation des poussiéres. On citera, a ce titre, les récents travaux
réalisés par les groupes de l'université de Delaware (Mac Keown et al., 1991; Thomson
and Murphy, 1993, Johnston et al., 1993), de I'Université de Delft (Kievit et al., 1992)
ou de I'Université de Disseldorf (Hinz et al., 1993). Ils se consacrent au développement
de la technologie LAMPAS (LAser Microprobe mass analyser for Particles in the
Airborne State). Elle doit permettre d’effectuer simultanément le prélevement et I"analyse
des particules atmosphériques. Fondamentalement basée sur le prélévement par pompage
différentiel, l'ionisation laser et la spectrométrie de masse a temps de vol, cette
technologie est vouée a la caractérisation des particules individuelles dans leur état
naturel (car sans aucun recours préliminaire a 1'impaction sur un support analytique). De
trés récents résultats ont montré la faisabilité de la méthode car ils ont permis de
discriminer dans 1'air prélevé en laboratoire des particules d'aérosols tels que la fumée de
tabac, la suie ou des particules métalliques (Hinz et al., 1993).

Une confirmation de I'hypothése aurait une conséquence pratique en hygiéne industrielle
car elle servirait a 1'élaboration des tests de nocivité. Ceux-ci doivent étre simples,

rapides et peu onéreux. Ils doivent fournir des résultats pouvant se substituer aux
données épidémiologiques afin de pouvoir apprécier au plus tot les effets de la lutte
technique contre 1'empoussiérage ou détecter les anomalies d’exposition. On rappelera,
dans le cas des poussiéres de mine de charbon par exemple, qu’on manque actuellement
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de tests de nocivité suffisament sensibles pour évaluer la nocivité a long-terme des
poussi¢res (Le Bouffant, 1990). Nous rajouterons que la spécificité des tests reste
déterminante. Dans le cas d’une validation de notre hypothése, on pourrait ainsi éliminer
de la batterie des tests de nocivité ceux qui ne répondent pas a la présence de fer. Dans le
cas contraire, on aurait appris que la majorité des tests actuellement utilisés sont biaisés
par la présence du fer, donc fondamentalement inaptes a tester la nocivité réelle des
poussiéres.

Les études de la cinétique d’accumulation pulmonaire des poussiéres s’intéressent aux
mécanismes d’élimination et de rétention des particules. La fraction alvéolaire des
particules inhalées (ou fraction des particules respirables effectivement déposées dans
I"alvéole pulmonaire) reste trés délicate a étudier. Elle mériterait méme d’étre scindée en
termes de fraction intra-alvéolaire et de fraction interstitielle. Mais seule une approche in
situ permettrait une telle distinction.

Les "capacités analytiques de la microsonde LAMMA et les résultats d’essais
préliminaires sur coupes de tissus pulmonaires (résultats non-présentés) ont montré la
faisabilit¢ dune étude in situ. On rappelera également que 1'étude des poussiéres
récupérées sur poumons de mineurs (chapitre 7) permet déja d envisager I utilisation du
calcium comme marqueur de la fraction séquestrée dans l'interstitium. Notre approche
méthodologique pourrait donc contribuer a I'élaboration des modéles dosimétriques. En

effet, ces derniers nécessitent d’appréhender les effets cumulés de la charge coniotique
du poumon, de la toxicocinétique (rétention interstitielle des particules) et du "transfert
de nocivité" en milieu pulmonaire (Vincent, et al., 1987; Vincent and Donaldson, 1990).

L’élaboration des valeurs limites d exposition a |'empoussiérage reste 1"objectif premier
en hygiéne industrielle. Le concept de nocivité spécifique doit permettre de reconnaitre et
classer les poussiéres dangeureuses. Il s’agit donc de décomposer la nocivité des
poussiéres mixtes afin de déterminer les paramétres a prendre effectivement en compte
dans une valeur limite d’empoussiérage. Mais, dans 1'état actuel des connaissances, seule
la concentration en particules respirables est un paramétre facile a cerner. On essaiera
d’imaginer, dans la cadre de I'industrie miniére en général, I'impact d’une validation de
I'hypothése d’une nocivité spécifique au fer des poussiéres. Elle pourrait servir a
I"élaboration de valeurs limites d’exposition sur les bases scientifiques suivantes:

- les mesures relatives & I’exposition (concentrations en poussiéres respirables, durées
d’exposition...),
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- les modéles dosimétriques ayant permis d'élaborer des paramétres de toxicocinétique
(élimination, translocation, rétention des particules...),

- un principe toxique dont la spécificité physico-chimique va moduler les effets sur le
modéle animal (et ’homme),

- enfin, un paramétre de correction de "l'effet test" lié aux incontournables biais des
modeéles in vitro et in vivo de nocivité expérimentale.

Une lecture (voir annexe) du Mémorendum relatif a |"établissement d’'un sixiéme

VIOV I A e  — — — ———

programme de recherche en matiére d’"hygiéne industrielle dans les mines" (paru au

Journal Officiel des Communautés Européennes daté du 22 Janvier 1991) soulignera
I'urgente demande existant pour de telles applications. Elle permettra également de situer
le cadre dans lequel s'inscrit le présent travail, I'importance des objectifs atteints et ...
1’étendue du travail restant a faire!.

000000000

Chapitre 10: conclusion et perspectives d'applications en hygiéne industrielle
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ANNEXE

Extraits du:

Mémorendum relatif a 1'établissement d’un sixi¢éme programme de recherche en matiére
d'"hygiéne industrielle dans les mines"

JOn°Cl4du22.1.1991.p. 8

2. Mesure des poussiéres et détermination de leurs caractéristiques

- Les progrés de la technologie et des méthodes d’analyses devront €tre mis a profit pour mieux
connaitre la composition des poussiéres, leurs caractéristiques de surface et leur effet biologique. Une
attention particuli¢re devrait étre également portée aux poussiéres provenant de substances non mini¢res
et a leur interaction possible avec les poussiéres miniéres. Une étude détaillée de la nature et des teneurs
en constituants minéraux et organiques des poussiéres de nombreuses couches ainsi que leurs propriétés
physico-chimiques de surface doit étre poursuivie afin de pouvoir apporter de plus amples informations
sur la variation du risque pneumoconiotique. Par ailleurs, de nouvelles générations d’échantilloneurs
ainsi que certains appareils plus anciens ont été soumis 4 un examen critique comparatif au cours d une
étude communautaire. De tels instruments devraient étre retenus pour de nouvelles études.

- Des modeles dosimétriques incorporant les types d’activité du sujet et les facteurs pathogénes, physico-
chimiques ou biologiques de la poussiére devront étre élaborés pour d'une part, quantifier le risque
coniotique et d"autre part, fixer des normes pour réduire le risque de maladie au minimum.

3. Facteurs d"ambiance et affections d’origine professionnelle

- On essayera d’établir des bases scientifiques (études biophysiques et biochimiques) permettant
d’élaborer des valeurs limites d’empoussiérage pour les poussiéres mixtes et leurs composants.

- Poursuite des études relatives a la nocivité a long terme des poussiéres et des facteurs susceptibles de
I'influencer (horizons stratigraphiques, compositions minéralogiques, granulométrie, propriétés de
surface, etc.) de maniére a acquérir une meilleure connaissance de la relation entre 1'empoussiérage et
l'apparition de troubles respiratoires. Les interactions et/ou synergies possibles de ces poussiéres
respirables silicogénes devraient étre recherchées.

D une maniére générale, tous les thémes de recherche de ce paragraphe scront étroitement coordonnés
avec le cinqui¢me programme de recherches médicales de 1a CECA (JO n° C47 du 19.2. 1988, p. 6.), en
raison des deux différentes approches des problémes et des résultats: 1'une physico-chimique et
hygiéniste et 1’autre médicale.
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Résumé

Les connaissances étiopathogéniques actuelles sur la pneumoconiose du houilleur
(improprement dénommée "silicose") sont fragmentaires. Le concept de "nocivité
spécifique” des poussiéres de mine (ou nocivité expérimentale en accord avec les
données épidémiologiques) doit permettre, en hygiene industrielle, de reconnaitre et de
classer les poussiéres de mines dangeureuses afin d’'établir, sur des bases scientifiques,
des valeurs limites d’empoussiérage.

Les études de nocivité sont basées sur deux éléments indispensables pour évaluer
I'aptitude des poussiéres a induire une fibrose pulmonaire: les résultats des tests
toxicologiques in vitro et in vivo et, d autre part, la caractérisation physico-chimique des
poussiéres (composition minéralogique et granulométrique, propriétés de surface...).

Tl existe de nombreuses incertitudes relatives au concept de nocivité spécifique. Elles se
traduisent par des divergences, voire des contradictions flagrantes, entre les données
épidémiologiques, les données de nocivité expérimentale et les données physico-
chimiques des poussiéres. Les discordances les plus frappantes portent sur la teneur en
quartz des poussiéres, minéral pourtant bien connu pour ses propriétés cytotoxiques et
fibrogenes.

Le présent travail concerne la caractérisation par microsonde laser LAMMA de la
fraction respirable de poussiéres de mine prélevées dans différentes mines européennes
associées a des risques de pneumoconiose connus et tres diversifiés. Les propriétés
toxicologiques et les données minéralogiques de ces poussieres sont connues.

L’ approche méthodologique est fondée sur une caractérisation au niveau de la particule
individuelle permettant d’établir des "histogrammes chimiques". Ceux-ci dévoileront les
éléments (ou combinaisons d’éléments) dont "l'incidence” sur la population de particules
analysées permet d expliquer les données épidémiologiques ou de nocivité expérimentale.

Une premiére étude de poussiéres de silice de référence a permis d’établir un schéma de
classification des particules individuelles contenant du quartz. L utilisation de ce schéma
sur certaines poussiéres de mines riches en quartz a permis d’identifier le degré de
contamination de la surface du quartz comme un paramétre de modulation de la nocivité
du quartz des poussiéres de mine. Ce résultat, en accord avec ceux d’autres auteurs qui
avaient déja émis cette hypothése, permet d’entrevoir 1'effet de modulation en tant que
paramétre de nocivité spécifique.

Mais 1’ensemble de 1'étude propose d’attribuer un role plus déterminant au fer (et/ou
métaux lourds) associé 4 la fraction minérale des poussicres de mines. Cette conclusion
est étayée par des corrélations avec les données de nocivité expérimentale ou certaines
données épidémiologiques. De plus, elle converge avec les connaissances récentes tirées
de la littérature scientifique permettant d’envisager un principe toxique pour les
poussiéres de mine. Ce dernier se rapporte aux propriétés oxydo-réductrices de la
surface des particules. Une validation toxicologique et physico-chimique de cette
hypothése permettrait d'acquérir des connaissances d’ordre étiopathogénique et devrait
ouvrir de nombeuses perpectives d applications en hygiéne industrielle.





