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Le Laboratoire Central de Surveillance de la Qualité de I'Air est constitué des laboratoires
de I'IMT Lille Douai, de I'INERIS et du LNE. Il méne depuis 1991 des études et des recherches
a la demande du Ministere chargé de I’'environnement, et en concertation avec les
Associations Agréées de Surveillance de la Qualité de I'Air (AASQA). Ces travaux en matiere
de pollution atmosphérique ont été financés par la Direction Générale de I'Energie et du
Climat (bureau de la qualité de I'air) du Ministére chargé de I'Environnement. lls sont
réalisés avec le souci constant d’améliorer le dispositif de surveillance de la qualité de I'air
en France en apportant un appui scientifique et technique au ministéere et aux AASQA.

L'objectif principal du LCSQA est de participer a I'amélioration de la qualité des mesures
effectuées dans I'air ambiant, depuis le prélevement des échantillons jusqu'au traitement
des données issues des mesures. Cette action est menée dans le cadre des réglementations
nationales et européennes mais aussi dans un cadre plus prospectif destiné a fournir aux
AASQA de nouveaux outils permettant d’anticiper les évolutions futures.

4 DRC-19-174307-03498A / Métriques toxicité PM : potentiel oxydant



TABLE DES MATIERES

RESUIMIE ........coecieieieeettteneeeeeennseeeeeensseeesesnssssseensssesessnssssseenssssssesnsssssesnnssssssennnsssssnnnnnnnns 7
1. INTRODUCTION ET OBJECTIFS ....cuuuiiiiieniiiiinniiininennneesiensnsssssnssessssnsssssssnsnssssssnssssnns 9
2. MECANISME DE TOXICITE DES PM : CAS DU STRESS OXYDANT ....ccccceerrrmnecereennnnnnns 11
3. SYNTHESE DES METHODES DE MESURE DES ROS-PM ET DU PO DES PM................. 14
3.1 Mesure des espéces réactives de I'oxygene (ROS) associées aux PM (ROS-PM).... 16
3.2 Mesure du potentiel oxydant (PO) des PM.........cocciieieiiiiieeeciiee e 17
4. LIEN ENTRE LE PO ET LES EFFETS DES PM SUR LA SANTE .....cccccctiiiiieniencieninniencencnns 19
5. COMPOSITION PHYSICO-CHIMIQUE DES PM ET PO/ROS-PM .....ccceeereeerrreeeeeeenennnnn 21
T R V1< = U TR 23
5.2 ESPECES OFZANIQUES ..cuuveieeeeiiieeeeeiteeeeestteeeeeitseeeesenaseeeessasseseesassseeeesssseeesasssesessnsssnes 24
5.3 Granulométrie des PM et PO/ROS-PM .......coovuiiiiiiiuiieiiiiieeeeeiieeeeeeeieeeeeeseeee s eeaaees 25
6. LIENS ENTRE LES SOURCES DE PM ET PO/ROS-PM ....ccceeetiiireriiririeneenennennenennneneeneens 25
6.1 Emissions véhiculaires automobiles.........ccuvviiieiiiiiiccceee e 26
6.2  Combustion de BIOMASSE .......uuiiiiiiiiiieeee e s 27
6.3 AULIES SOUICES PriMaireS. cciiiiiiiii i 28
6.4 Aérosols organiques secondaires (AOS) .....veeeeeeeeeiiiciiireeeee e e e e 28
7. COMPARABILITE DES METHODES DE MESURE DU PO ......cccceuuiiiriennccnnennneceneennneens 29
8. MODELISATION DU PO/ROS-PM ......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesessssssssssssssssssssssssasees 31
9. PREREQUIS A LA MISE EN CEUVRE DE MESURES DE PO/ROS-PM A GRANDE ECHELLE
............................................................................................................................. 33
10. REFERENCES .....c.ciiitiuiiiiiiennniiiiieeeisiieassisiissnssossissssssssssssssssssnsssssssssssssssssnsssssssnsnns 37
DRC-19-174307-03498A / Métriques toxicité PM : potentiel oxydant 5






RESUME

L’évaluation de I’exposition des populations basée sur la mesure reglementaire de la
concentration massique des particules (PM) est limitée car toutes les PM n’ont pas une
toxicité équivalente. La mesure de la génération d’espéeces réactives de I'oxygéne (reactive
oxygen species : ROS) par les PM (ROS-PM), déterminée par la mesure du potentiel oxydant
(PO) a partir de tests acellulaires, pourrait étre une métrique alternative, ou
complémentaire a la mesure de la masse des PM pour mieux rendre compte de leur impact
sanitaire. Cette thématique est en plein essor et I'objectif de ce rapport est de réaliser une
synthése bibliographique des connaissances sur le PO et les ROS en termes de
représentativité sanitaire, de méthodes de mesures et de modélisation, de comparabilité
des tests, de liens entre PO et ROS-PM avec la composition chimique, la granulométrie et
les sources de PM. Une discussion est également proposée quant aux prérequis a
I"utilisation de ce type de mesures de maniere harmonisée et a leur intégration au sein des
observatoires nationaux (dispositifs CARA et MERA) afin de conduire, en premier lieu, des
études a grande échelle visant a améliorer les connaissances sur le PO.

Les résultats de la littérature montrent des liens positifs entre les effets sur la santé (effets
respiratoires et cardiovasculaires) et le PO, méme si le nombre d’études épidémiologiques
reste encore limité. La mesure de PO est probablement plus pertinente que la
détermination des ROS-PM afin de rendre compte de I'impact sanitaire des PM. Les métaux
(cuivre, manganése et fer), les composés organiques (hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), oxy-HAP (quinones)) et composés organiques oxydés), sont les
espéces qui participent le plus au PO et a la génération de ROS-PM. Les sources majeures
contributrices sont la combustion de biomasse, les émissions véhiculaires, notamment hors
échappement, et les aérosols organiques secondaires (AOS), notamment d’origine
anthropique. L'impact de la granulométrie des PM sur le PO et les ROS-PM demande encore
a étre étudié plus en profondeur. De facon générale, il existe une nécessité a optimiser et
normaliser les méthodes de détermination du PO et des ROS-PM afin de pouvoir comparer
les résultats obtenus et d’approfondir les connaissances.

Compte tenu de la différence de sensibilité chimique des tests de mesure du PO, une mise
en ceuvre de facon systématique de différents tests de détermination du PO sur des
échantillons identiques est plus appropriée. Etant donné leur plus grande pertinence dans
les études sanitaires et sensibilités chimiques complémentaires, les tests POPTT
(dithiothreitol) et PO%* (glutathione) semblent les plus adaptés et seraient probablement
a compléter avec le test PO (ascorbic acid). Dans tous les cas, I'utilisation d’un fluide
pulmonaire simulé (surrogate lung fluid, SLF) semble indiquée pour I'extraction des
échantillons.

En amont d’un déploiement a plus grande échelle, il semble essentiel d’apporter des
premiers éléments d’assurance et controle qualité pour ce type de mesures qui peuvent
ensuite contribuer a un processus de normalisation. Cette démarche inclurait I’organisation
d’une comparaison inter-laboratoires (CIL) comprenant I'analyse de différents matériaux
d’essai. Par la suite, un déploiement sur quelques sites d’intérét choisis au sein des
observatoires nationaux avec un coit de I'ordre de 5 k€/an/site (hors colt d’exploitation
et d’interprétation des données).
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Ce déploiement a grande échelle permettrait de fournir des données essentielles pour des
études épidémiologiques/toxicologiques visant a rendre compte plus explicitement des
liens pouvant exister entre PO et effets sanitaires et biologiques des PM. Les résultats
obtenus seront a mettre en lien avec ceux acquis a travers différentes initiatives de
recherche lancées par ailleurs. L'ensemble des données permettrait d’alimenter la
réflexion a plus long terme de la pertinence d’'une potentielle mise en ceuvre d’une
surveillance de la qualité de I'air par la mesure du PO en complémentarité avec la mesure
de la masse des particules.

Cette approche en deux temps permettrait d’'une part de répondre aux besoins
d’harmonisation des méthodes de mesures du PO et de recherche sur son caractere
prédictif des PM en termes d’effet sur la santé exprimés par I’ANSES, 2019. D’autre part,
compte tenu de l'intérét que pourrait représenter son utilisation pour I'étude des effets
des PM sur la santé mais aussi en termes de surveillance de la qualité de I'air, cette
approche permettrait de disposer en amont de futurs discussions normatives ou
réglementaires de données valides si la mesure du PO devait étre discutée au niveau de
groupes de travail européens et en particulier du CEN.
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1. INTRODUCTION ET OBJECTIFS

Il est largement reconnu que les particules atmosphériques (aérosols ou particulate matter,
PM) ont un impact significatif sur la santé, notamment au niveau pulmonaire et
cardiovasculaire (Brook et al., 2010; Brunekreef and Holgate, 2002; Delfino et al., 2005;
Donaldson et al., 2001; Pope et al., 2002, 2009; Rajagopalan et al., 2018, 2018; WHO
(REVIHAAP), 2013). La surveillance réglementaire, en France et en Europe (European
Official Journal, 2008), et les recommandations de I'organisation mondiale de la santé
(OMS), sont basées sur des valeurs limites (ou seuils) sur la concentration massique des PM
(PM10 ou PM;5) dans I'air ambiant. Cependant, les effets sur la santé des PM ne sont pas
totalement pris en compte en se basant sur cette métrique qui minimise par exemple,
I'impact des particules ultrafines, et toutes les PM n’ont pas une toxicité équivalente (WHO,
2007; WHO (REVIHAAP), 2013). Du fait de la multiplicité des sources et des processus de
formation, les aérosols ont des tailles, formes et compositions chimiques différentes
induisant des effets différenciés selon les types de particules. La méme concentration
massique de PM peut avoir des impacts tres variables sur la santé. Les évaluations des
impacts sur la santé des PM, notamment en termes de mortalité prématurée, sont
intimement liées aux hypothéses prises en compte sur leur toxicité (Cooke et al., 2007;
Tuomisto et al., 2008). La caractérisation chimique des espéces toxiques associées aux
particules d’un point de vue réglementaire est limitée et uniquement ciblée sur la
détermination de certains hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et métaux ou
métalloides (European Official Journal, 2005). L’étude et la connaissance des sources de
PM constituent également des points clés dans la mise en place des politiques de gestion
de la qualité de I'air avec par exemple, en France, le programme CARA (Favez and Leoz,
2014). Cependant, la compréhension seule de la composition chimique des PM et de leurs
sources sont probablement des informations insuffisantes quant a I’évaluation du réel
impact a long terme des PM (Wyzga and Rohr, 2015). La toxicité différentiée entre les types
de PM selon leur composition chimique reste a établir en raison de I'existence des
centaines/milliers d’espéces chimiques associées a celles-ci. La réalisation d'essais de
toxicité complets pour toutes ces especes prises individuellement dans une optique
réglementaire serait une tache pratiquement impossible a réaliser. De plus, il est difficile
de déterminer les rbles combinés des espéces chimiques individuelles dans le
déclenchement des mécanismes néfastes sur la santé. Les effets synergiques ou additifs
voire antagonistes (effet cocktail) ou la transformation des composés chimiques par des
processus cellulaires complexes sont aussi a prendre en considération. Ainsi, plutét que des
mesures de toxicité spécifique a chacune des espéces chimiques en présence, I’évaluation
de la toxicité des PM de facon plus globale et le lien avec leurs sources peut présenter un
moyen alternatif plus efficace pour élucider les effets des aérosols sur la santé et mettre
en place des mesures plus efficaces de réduction des émissions (Wang et al., 2020c). En ce
sens, les travaux actuels au sein de la communauté scientifique sont largement orientés
sur la définition d’'une métrique alternative (ou complémentaire) a la simple mesure de la
concentration des PM pour rendre compte de la toxicité intrinséque des PM. De nombreux
tests cellulaires (in vitro) (viabilité/prolifération/intégrité cellulaire, réponse
inflammatoire, mutagénicité, stress oxydant...) permettent d’appréhender une réponse
biologique qui témoigne de la toxicité des PM.
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lls sont cependant probablement encore trop complexes pour étre mis en ceuvre dans le
cadre d’une surveillance réglementaire, sans compter les problématiques de
représentativité des modeles cellulaires sélectionnés et des niveaux d’exposition des
cellules aux particules (Gualtieri et al., 2018; Schmidt et al., 2019).

Si tous les mécanismes d’action des PM sur la santé ne sont pas encore completement
connus, de nombreux travaux de recherche basés sur I'étude de la méthylation de I'ADN,
sur des modeles animaux et sur des études de biomarqueurs humains, ont montré que
I'exposition aux PM peut induire un stress oxydatif au niveau cellulaire ou systémique,
offrant un mécanisme potentiel de la toxicité de celles-ci (voir section 2). Fort de ce constat,
différentes études et auteurs ont suggéré que la mesure de la génération d’espéces
réactives de I'oxygene (reactive oxygen species : ROS) par les PM, déterminée notamment
par la mesure du potentiel oxydant (PO), basée sur des tests acellulaires (voir section 2),
pourrait étre une métrique alternative ou complémentaire, a la mesure de la masse des
particules pour mieux rendre compte de leur impact sanitaire (Ayres et al., 2008; Borm et
al., 2007; Gao et al., 2020a; Kuenzli et al., 2004; Nel, 2005). Ainsi, la thématique d’étude du
PO, ou des ROS, en lien avec les PM, a connu depuis ces 20 derniéres années un intérét
croissant comme en témoigne le nombre d’articles scientifiques publiés par an sur cette
thématique en augmentation exponentielle depuis 1994 (Figure 1).

500 T T T T

Number of publications per year (01/1994 - 11/2020, Web of science)
on the topic OP or ROS and air pollution (aerosols)

400

300

200

Number of publications

100

0
1995 2000 2005 2010 2015 2020

Figure 1 : Evolution du nombre de publications par an sur la thématique du potentiel
oxydant ou ROS en lien avec la pollution atmosphérique ou les aérosols (recherche sur Web
of Science sur la période 1994-2020 avec les mots clés "oxidative potential" OR "DTT" OR
"dithiothreitol" OR "reactive oxygen species" OR "ROS" AND "aerosol" OR "particulate
matter" OR "air pollution").
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L’objectif de ce rapport est de réaliser une synthése bibliographique des connaissances sur
les différentes méthodes de mesures du PO et des ROS associées aux PM (ROS-PM) et de
discuter de leurs limites et comparabilité. Le travail, basé sur une étude bibliographique
trés conséquente (basée sur environ 250 publications), en reprenant entre autres les
articles de revue disponibles sur ce sujet dans la littérature (Bates et al., 2019; Gao et al.,
2020a; Hellack et al., 2017a; Jiang et al., 2019; Molina et al., 2020a; Mudway et al., 2020;
@vrevik, 2019; Shiraiwa et al., 2012, 2017; Yadav and Phuleria, 2020), permet également
de présenter plus en détails la notion de stress oxydant, de réaliser une synthése des études
statuant sur les liens effectifs entre le PO/ROS et I'impact des PM sur la santé. Les liens
entre le PO/ROS et la composition chimique et les sources de PM sont aussi présentés et
discutés ainsi que les études relatant leur modélisation. Enfin, basée sur 'ensemble de ce
travail bibliographique, une discussion est proposée quant aux besoins métrologiques de
controle et d’assurance qualité et comment les observatoires nationaux peuvent
représenter une opportunité pour réaliser des études a plus grande échelle pour améliorer
les connaissances sur le PO.

2. MECANISME DE TOXICITE DES PM : CAS DU STRESS OXYDANT

La capacité des PM a induire un stress oxydant dans le corps humain, notamment au niveau
pulmonaire, est un est un des mécanismes d’action majeur de la toxicité des PM. Le stress
oxydant a lieu quand la concentration en espéces réactives de I'oxygene (ROS) est en exces
par rapport aux capacités antioxydantes des especes réductrices produites ou assimilées
par le corps. Ceci conduit a un changement d’état des cellules qui peut induire ou exacerber
une inflammation des voies respiratoires et du systeme cardiovasculaire, altérer
chimiquement I’ADN, les protéines et les lipides et conduire a des dommages ou a la mort
des cellules et des tissus (Figure 2) (Baeza and Marano, 2007; Baulig et al., 2003; Dhalla et
al., 2000; Donaldson et al., 2001; Kelly, 2003; Li et al., 2003; Mudway et al., 2020; Prahalad
et al., 2001).

Oxidative stress

Anﬁo Xidan ’

tissue injury Oxidative damage - flammation

‘\ Lipids proteins nucleic acids /v

Figure 2 : Représentation schématique de l'origine du stress oxydant d( au déséquilibre
entre la production de ROS (reactive oxygen species), dont les radicaux libres, et les
défenses de I'organisme (production d’antioxydants) (Kelly, 2003).
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Les ROS comprennent par définition toute molécule possédant un atome d’oxygene et qui
ont un ou plusieurs électrons non appariés les rendant extrémement réactives. Cela inclut
donc les espéeces telles que les radicaux superoxyde (02*), perhydroxyle (HO,*), hydroxyle
(OH?®), peroxyle (ROOQ*), alkoxyle (RO*), les ions hypochlorite (CIO") et peroxynitrite (ONOO"
) mais aussi le peroxyde d’hydrogéne (H20:) ou I'oxygéne singulet (10;) (Rastogi and Patel,
2017). Les radicaux libres sont produits en permanence par I'organisme, a partir d’oxygéne
au niveau cellulaire, notamment au niveau de la mitochondrie dans la chaine respiratoire.
Ces especes peuvent également étre introduites dans le corps humain par inhalation de
PM véhiculant des ROS ad-/absorbées sur celles-ci (ROS-PM) issus de divers processus
atmosphériques tels que les réactions photochimiques et/ou par génération catalytique de
ROS in vivo par des réactions redox cellulaires stimulées par certaines espéces chimiques
spécifiques (métaux, especes organiques telles que les quinones (hydrocarbures
aromatiques polycycliques oxygénés, oxy-HAP), ...). La génération catalytique de ROS due
a ces composés inhalés, avec une diminution simultanée des antioxydants, est définie
comme potentiel oxydant (PO) (Bates et al., 2019).

Au niveau pulmonaire, la premiere ligne de défense antioxydante se situe dans le fluide
pulmonaire qui recouvre sur quelques microns d’épaisseur les cellules et tissus épithéliaux
ou dans le surfactant (tensioactif) qui tapisse les alvéoles pulmonaires (Baeza and Marano,
2007; Lakey et al., 2016). Ces fluides peuvent étre considérés comme une interface entre
la chimie atmosphérique et la chimie physiologique ou les polluants atmosphériques vont
potentiellement induire un stress oxydant.

L'ozone ou les radicaux OH vont réagir avec les tensioactifs et les antioxydants présents
dans 'organisme (acide ascorbique, acide urique, glutathion réduit, a-tocophérol), formant
ainsi des oxydants organiques secondaires. Les espéces véhiculées par les PM, notamment
les quinones, le fer et le cuivre, peuvent aussi déclencher et maintenir des cycles de
réaction catalytique générant des ROS et induisant donc un stress oxydant (Figure 3) (Lakey
et al.,, 2016).
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Figure 3 : Représentation schématique du fluide pulmonaire comprenant les antioxydants
et des mécanismes chimiques mis en jeu conduisant a la génération de ROS et au stress
oxydant (Lakey et al., 2016). Asc ; acide ascorbique ; GSH : glutathion réduit ; UA : acide
urique, a-TOC : a-tocophérol.

Selon son intensité, le stress oxydant entraine ensuite une succession d’évenements
moléculaires et cellulaires (Figure 4). Dans une premiére phase, et a un faible niveau de
stress oxydant, lorsque la production de ROS est faible, 'activation des systémes
d’antioxydants cellulaires est induite et les antioxydants permettent de restaurer
I’lhoméostasie redox de la cellule. Dans une seconde phase, si la réponse antioxydante est
insuffisante (ROS > antioxydants), I’expression de médiateurs de I'inflammation comme les
cytokines est induite par les cellules. Une situation inflammatoire, aux conséquences
cytotoxiques variées s’installe alors avec des dommages oxydatifs au niveau des acides
nucléiques, des protéines, des lipides, une modification de la prolifération et de la
différenciation cellulaires. Enfin, lorsque le stress oxydant atteint un niveau élevé (ROS >>
antioxydants) lors d’une exposition chronique par exemple, les |ésions cellulaires sont telles
gu’un processus de mort cellulaire se met en place par apoptose voire nécrose. Les
premieres cellules touchées sont en général les macrophages de par leur capacité

phagocytaire visant a éliminer les particules exogenes (Baeza and Marano, 2007; Xiao et
al., 2003).
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Figure 4 : Les différentes étapes du stress oxydant (Baeza and Marano, 2007; Mudway et
al., 2020; Xiao et al., 2003).

3. SYNTHESE DES METHODES DE MESURE DES ROS-PM ET bu PO pes PM

Les ROS peuvent donc étre directement associées (adsorbées) aux PM (ROS-PM) ou
peuvent étre générées in vivo par les especes chimiques véhiculées par les PM inhalées lors
de leurs interactions avec les fluides/surfactants pulmonaires et les cellules du corps

humain.

Il existe différentes méthodes pour évaluer ces deux phénomeénes. Les approches qui
permettent de mesurer les ROS-PM sont généralement exprimés en concentrations
atmosphériques (par exemple, nmol équivalent H,02 m=3). Les techniques permettant de
guantifier la génération catalytique de ROS dans des conditions biologiques simulées, ou
mesure du PO, utilisent des unités de cinétique de déplétion de la sonde de dosage utilisée
par unité de volume d’air (nmol ou % de déplétion de la sonde par minute par m3 d’air, e.g.
nmol XX min"t m3) ou par unité de masse (ug) de PM (nmol ou % de déplétion de la sonde
par minute par pg de PM, e.g. nmol XX min™ ug') qui est parfois dénommé PO intrinséque.
Si des ROS associées aux PM sont présentes sur les échantillons lors des analyses de PO,
elles induiront une réponse dans le test de mesure du PO.

14 DRC-19-174307-03498A / Métriques toxicité PM : potentiel oxydant



Cependant, les temps de stockage des échantillons importants et la durée de vie courte des
ROS associées directement aux PM (ROS-PM) limitent souvent leur impact sur les tests de
mesure du PO. L’expression du PO par unité de volume d’air est pertinente pour les études
épidémiologiques, tandis que celle par unité de masse de PM est utile pour comparer des
études d’observation de PO entre elles. Les deux méthodes peuvent fournir des
informations sur la capacité des espéces et des sources de PM qui peuvent potentiellement
conduire a des réactions d'oxydoréduction catalytiques dans le corps humain qui sont
supposées avoir des effets sur la santé en lien avec le stress oxydant.

Différentes méthodes de mesures acellulaires ont été ainsi développées dans les derniéres
années afin d’évaluer le PO des PM de facon plus simple et généralisée. En effet, les tests
acellulaires sont plus rapides et demandent moins de ressources que les tests cellulaires
(pas de culture cellulaire nécessaire), ce qui permet d’obtenir plus facilement une
importante quantité de données sur différents sites afin d’étudier par la suite le lien entre
le PO, la composition chimique des PM ou leurs sources voire avec les effets sur la santé
des PM (études épidémiologiques). Les tests PO acellulaires les plus couramment utilisés
sont la résonance paramagnétique (electron spin resonance) (PO®R), le test au
dithiothréitol (POprr), le test a I'acide ascorbique (POaa) et le test au glutathion (PO%H).

Les mesures de ROS-PM utilisent des techniques a base de fluorescence telle que la
dichlorofluorescéine (DCFH), pour mesurer les concentrations de ROS spécifiques,
généralement le OH® ou H;0, sur et/ou dans un échantillon de PM.

L'ensemble de ces méthodes de mesures sont utilisées aussi bien dans le domaine de la
chimie atmosphérique que dans celui des nanomatériaux et avec pour objectif commun
d’évaluer et comprendre les facteurs induisant le stress oxydant di aux PM ou aux
nanoparticules. Une synthése des méthodes existantes est proposée ci-apreés. Il est d’ores
et déjaimportant de noter que les méthodes étant différentes, elles peuvent donc conduire
a des résultats différents. Cette problématique a été soulevée par de nombreux auteurs
indiquant la nécessité a terme de normaliser les méthodes de mesure ou de les comparer
sur des échantillons de référence (Ayres et al., 2008; Bates et al., 2019; Calas et al., 2019;
Kinzli et al., 2006). Cette question est traitée dans la section 7 de ce rapport.
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3.1 Mesure des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) associées aux PM
(ROS-PM)

Les ROS-PM sont généralement mesurées en utilisant diverses techniques de fluorescence
adaptées des techniques de mesure de ROS intracellulaires (Wang and Joseph, 1999). Les
différentes méthodes sont basées sur une mise en suspension des PM dans un réactif suivi
par la mesure spectrale de sous-produits d'oxydation spécifiques. La dichlorofluorescéine
(DCFH) est la sonde la plus couramment utilisée pour quantifier les ROS-PM (Antonini et
al., 1998; Foucaud et al., 2007; Venkatachari et al., 2005). Ce produit chimique est un réactif
non fluorescent qui devient fluorescent (2’,7’-dichlorofluorescéine, DCF) lorsqu’il est oxydé
en présence de ROS. La DHCF est mélangé a du péroxydase de raifort (HRP, horseradish
peroxidase) dans un tampon phosphate pour stabiliser le pH (7.4) et catalyser les réactions
puis ajouté aux échantillons de PM avant analyse. L'intensité de la fluorescence est
convertie en concentration équivalente de H,0; au moyen d’un d’étalonnage afin d’obtenir
la mesure finale de ROS-PM. La DCFH est la sonde la moins spécifique, réagissant de la
méme facon avec plusieurs ROS (HO;*, OH®, ROO* et H,0;) (Bates et al., 2019). Les autres
méthodes de mesure des ROS-PM variant suivant le type, la concentration, les temps de
réaction et de mesure et la technologie de mesure de la fluorescence. Les autres sondes
chimigues couramment utilisées sont le 9-(1,1,3,3,tetramethylisoindolin-2-yloxyl-5-
ethynyl)-10-(phenylethynyl)anthracene (BPEAnit), I'aminophenyl fluorescamine (APF) et la
10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex Red) (Campbell et al., 2019b; Cohn et al.,
2008; Jovanovic et al., 2019; Miljevic et al., 2010; Venkatachari and Hopke, 2008).

Certaines précautions sont a prendre pour la détermination des ROS-PM car leur mesure
est sensible au pH, a la concentration en réactif et a la méthode d'extraction (mais pas a la
température d'incubation) (Huang et al., 2016). Des artéfacts de mesure peuvent étre
induits lors de la phase d’extraction si elle est réalisée aux ultrasons. En effet, une
augmentation artificielle de la fluorescence peut étre observée indiquant que I'extraction
aux ultrasons entraine la formation de ROS (Miljevic et al., 2014).

Une des limites de la mesure de ROS-PM en laboratoire est liée a la durée de vie trés courte
des ROS, allant de quelques minutes a un jour (ou plus). Ainsi, la mesure en différé des ROS-
PM peut engendrer une sous-estimation des concentrations réelles de ces especes (Chen
and Hopke, 2009; Hung and Wang, 2001; Wang et al., 2011a). Pour pallier ces problemes,
des technologies de mesure en temps réel ont été développées pour mesurer les ROS-PM,
notamment en utilisant la DCFH comme réactif, I’acide ascorbique (AA) ou plus récemment
la BPEANit (Brown et al., 2019, 2020; Burnett et al., 2018; Campbell et al., 2019a; Costabile
et al., 2019, 2020; Fuller et al., 2014; Jovanovic et al.,, 2019; King and Weber, 2013;
Venkatachari and Hopke, 2008; Wang et al., 2020b, 2011b; Wragg et al., 2016; Zhou et al.,
2018a, 2018b, 2019). Les différences entre les technologies de mesures développées
résident aussi dans la méthode de collecte des particules qui est réalisée soit par rincage
avec une solution aqueuse de HRP de PM collectés sur un filtre, soit au moyen d’un PILS
(particle into liquid sampler) permettant la collecte de PM a un débit plus élevé, soit avec
une chambre a brouillard. Une autre méthode pour la mesure de ROS-PM en temps réel a
été développée sur la base d’un systeme photonique (Laulagnet et al., 2015).
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Il est toutefois important de noter que les données épidémiologiques récentes suggerent
que les techniques de mesure de PO sont potentiellement plus pertinentes que les mesures
des ROS-PM afin de rendre compte de |'impact sanitaire des PM expliquant donc les
nombreux développements de recherche récents sur le PO (Bates et al., 2019).

3.2 Mesure du potentiel oxydant (PO) des PM

Le PO des PM est donc par définition la mesure de la capacité des PM a oxyder des
molécules cibles (sondes) au cours du temps équivalent a une mesure de vitesse maximum
de consommation, de ces molécules cibles. Les méthodes courantes incluent les tests
POPTT, POaa et POSM, Les dosages utilisant des antioxydants (AA et GSH) sont réalisés dans
un solvant (eau ou méthanol) ou dans un fluide pulmonaire simulé (surrogate lung
fluid,SLF) dans lesquels sont extraits les PM collectés sur filtre (généralement prélevées sur
24 h). De facon générale, le PO est uniquement mesuré avec un SLF, alors que le PO
est mesuré dans les 2 types de liquide (solvant ou SLF). Le SLF est composé de plusieurs
antioxydants, ce qui est plus proche des conditions pulmonaires réelles (Calas et al., 2017).
Cependant, la composition du SLF varie selon les études et peut affecter les mesures de PO
(Pietrogrande et al., 2019a). De plus, I'AA est la sonde la plus sensible vis-a-vis des métaux,
ce qui rend la comparaison entre les études encore plus difficile (Charrier and Anastasio,
2011). Le test POP™T, permet un suivi de la déplétion de la forme réduite du DTT (activité
DTT) assimilé a un antioxydant. C’est I'un des tests les plus utilisés a I’'heure actuelle dans
le domaine atmosphérique (Cho et al., 2005; Fang et al., 2015; Jiang et al., 2019). Le
protocole chimique du test PO* est trés similaire au protocole OPprr et est en fait une
version simplifiée du test RTLF (respiratory tract lining fluid), dans lequel 3 antioxydants
sont utilisés : AA, glutathion et acide urique (UA) (Mudway et al., 2004; Zielinski et al.,
1999). La déplétion de la forme réduite de I’AA est mesurée dans ce cas (Fang et al., 2016;
Yang et al., 2014). Enfin, récemment ont été développée des méthodes basées sur une
mesure directe par LC-MS/MS (chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem) de la consommation de AA ou GSH (et cystéine, CSH) ou encore par une
mesure électrochimique du potentiel d’oxydation-réduction des PM permettant d’estimer
le PO tout en s’affranchissant de la variabilité des résultats selon la molécule sonde utilisée
(voir section 6) (Shahpoury et al., 2019).
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Des systemes de mesure en temps réel, ou semi-automatisés, ont été développés par
différents groupes de recherche pour la mesure de PO ou POP™ afin d’éviter I'étape
d’échantillonnage sur filtre des PM susceptible d’engendrer des artéfacts de mesure par la
perte d’espéces réactives avant analyse et afin d’obtenir une plus grande résolution
temporelle (de 3 min a 3 h). Un des systémes couple un PILS avec une détection
microfluidique-électrochimique de la DTT (Koehler et al., 2014; Sameenoi et al., 2012), un
autre utilise une chambre a brouillard couplée a un systeme automatique de détection du
DTT réduit (Puthussery et al., 2018, 2020), tandis qu’un dernier inclut un « Liquid Spot
Sampler » (LSS) couplé a un module de détection chimique de la DTT réduite (Eiguren-
Fernandez et al., 2017). Ces méthodes sont encore peu utilisées car relativement nouvelles
et la trés grande majorité des données disponibles dans la littérature provient de mesures
réalisées en différée au laboratoire a partir d’échantillons de PM collectées sur filtres. La
détermination du PO, quel que soit le test utilisé, a partir de ces échantillons est réalisée
manuellement. Afin d’augmenter la répétabilité des mesures et la productivité, différents
auteurs tendent a automatiser les tests (Berg et al., 2019; Yu et al., 2019).

La production de ROS (OH ou H20;) au cours du temps, plutét que la déplétion de molécules
sondes, peut étre aussi mesurée en utilisant la résonance paramagnétique POesg (Hellack
et al., 2014; Shi et al., 2003; Tong et al., 2016, 2018) ou la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) avec des sondes fluorescentes (PO"PC). Dans ce dernier cas, par
exemple, la quantification des deux isoméres de dihydroxybenzoates (2,3-DHBA et 2,5-
DHBA) formés par la réaction de OH (formé lors des réactions de Fenton) et de I'acide
salicylique (Charrier and Anastasio, 2011; Di Stefano et al., 2009; Donaldson et al., 1997;
Shen et al,, 2011) ou la fluorescence de sondes, telles que le téréphtalate de disodium
(TPT), qui réagit avec OH pour former de l'acide 2-hydroxytéréphtalique (2-OHTA), est
réalisée (Son et al., 2015; Xiong et al., 2017).

Il est important de noter que tous les tests PO rendent compte des différentes réactions
d'oxydo-réduction qui conduisent a la génération des différentes espéces de ROS.
Cependant, les méthodes de POER et POMPLC mesurent le taux de production de ROS
spécifiques alors qu'il n'a jamais été démontré que les tests de déplétion en antioxydants
(POA* et POSM) étaient corrélés a ce dernier. Seul le test POP™" est corrélé a la formation
d'Oy et de H,0; mais pas de OH (Fang et al., 2019; Xiong et al., 2017). Ceci est d’ailleurs une
des limites des tests de mesure du PO car ils ne représentent pas la génération de OH dans
le fluide pulmonaire (Fang et al., 2019).

Enfin, la sonde DCFH est souvent décrite comme uniqguement sensible aux ROS et non aux
espéces redox tels que les métaux ou quinones et c’est pour cela qu’elle est
particulierement utilisée pour la détermination des ROS-PM (Zhou et al., 2018b). Elle est
cependant également utilisée pour la détermination du PO et certains auteurs ont montré
des liens forts avec ce type d’espéces et les PM elles-mémes (Hellack et al., 2017a; Rota et
al., 1999) (voir section 5, Tableau 2). La DCFH semble assez sensible quelles que soient les
especes considérées (ROS-PM ou especes redox dont celles réactives de I'azote, RNS (
reactive nitrogen species) ce qui peut étre un avantage dans un sens mais ce qui n’est
finalement peut-étre pas le plus adapté pour uniguement évaluer le PO des PM car il serait
impossible de dissocier les résultats des ROS-PM. Cette sonde trouve en revanche tout son
avantage dans le cas de mesures en continu des ROS-PM (voir 3.1)
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Il existe donc de nombreux tests PO, et dans chaque test, les protocoles peuvent varier, ce
qui rend la comparaison des résultats difficiles. Les éléments susceptibles d’affecter le
dosage du PO incluent la méthode d’extraction des PM avec le choix du solvant
d’extraction, I'utilisation de SLF ou non, le type de filtre utilisé pour la collecte des PM, la
durée d’incubation ou encore l'utilisation de chélatants métalliques. Par exemple, les
valeurs PO, POP™T, POESR sont plus faibles pour des échantillons de PM identiques prélevés
sur filtres quartz que sur téflon (Yang et al., 2014). De plus, la fraction des PM extraite
(hydrosoluble ou insoluble) peut affecter les résultats des PO. Le méthanol peut extraire
les especes hydrophiles et les espéces organiques hydrophobes, ce qui induit un OPprr plus
élevé que pour des extraits obtenus avec de I’eau (Rattanavaraha et al., 2011; Verma et al.,
2012; Yang et al., 2014). |l apparait donc essentiel de déterminer quels tests PO sont
pertinents pour les analyses épidémiologiques afin d’optimiser et normaliser les méthodes
de détermination du PO (Ayres et al., 2008; Calas et al., 2019; Kiinzli et al., 2006) et ainsi
d'approfondir la compréhension des liens entre les PM, leur composition chimique et leur
impact sanitaire.

4. LIEN ENTRE LE PO ET LES EFFETS DES PM SUR LA SANTE

Les études, liant PO et les effets des PM sur la santé, sont basées sur des données de
mesure de PO et des approches de modélisation statistiques telles que «land use
regression » (LUR) ou des régressions sources-impacts, Pour étendre les résultats de
mesures de PO sur les zones et périodes non échantillonnées (Bates et al., 2015; Fang et
al., 2016; Yang et al., 2016). Certaines études font I’hypothése que le PO ne varie pas de
maniere significative dans le temps ou dans I'espace. Elles utilisent la charge oxydante
(oxidative burden, OB), qui est calculée en multipliant les concentrations de PMys,
mesurées en différents points et périodes de I’étude, par une valeur de PO intrinséque (par
unité de masse de PM) mesurée une seule fois et en un unique endroit. Plusieurs études
ont montré que les mesures de PO, ou les valeurs ainsi modélisées, pouvaient étre
associées a des effets sur la santé (Tableau 1). Dans certains cas, les liens avec les effets sur
la santé étaient plus forts avec les mesures du PO qu’avec celles des concentrations
massiques de PM. Ceci suggére que le PO pourrait révéler la composante des PM ayant un
effet cardiorespiratoire et étre un outil pertinent dans les études de santé (Bates et al.,
2019; Gao et al., 2020a).

Tableau 1. Liens entre les tests PO et les effets ou marqueurs d’effet sur la santé observés
dans les études épidémiologiques. Aucune corrélation négative n’a été observée dans
aucune étude (adapté de Bates et al. (2019) et Gao et al. (2020).

Effet ou marqueur d’effet Tests avec lien positif Tests ne montrant pas de lien
sur la santé Tests PO Références Tests PO Références
Systéme respiratoire
Général DTT (Abrams et al., 2017) - -

(Delfino et al., 2013; Hogervorst et

- DTT, ESR, al,, 2006; Janssen et al., 2015; AAsir, (Maikawa et al., 2016;
NO expiré GSHbstr, . ESR, Straketal., 2012; Yang
AA Maikawa et al., 2016; Yang et al., GSH etal, 2016)
2016) SLF .
AA, AA
Asthme/Essoufflement DTT (Abrams et al., 2017; Bates et al., L]A St (Canova et al., 2014;
2015; Fang et al., 2016) GS}-SILF’ Fang et al., 2016)
SLF
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Cancer des poumons (Weichenthal et al.,

(mortalite) GSHsir (Weichenthal et al., 2016b) AAsie 2016b)
L AAsiF, .
Toutes causes de mortalité - - (Atkinson et al., 2016)
GSHsir
Systéme cardiovasculaire
Fonctions microvasculaires DTT (zhang et al., 2016) - -
Weichenthal et al.
Infarctus du myocarde GSHstr (Weichenthal et al., 2016a) AAsir (Weic ;On16:) etal,
Insuffisance/congestion (Bates et al., 2015; Fang et al.,
DTT AA F t al., 201
cardiaque 2016) (Fang et al., 2016)
Cardiopathie ischémique DTT (Abrams et al., 2017) - -
. . AAsir
truct h t !
Obs ruc. on ¢ ronlq.ue € - - UAsir, (Canova et al., 2014)
maladies pulmonaires
GSHsir
L AAsiF, .
Toutes causes de mortalité - - (Atkinson et al., 2016)
GSHsir

DTT : dithiothreitol ; AA : ascorbic acid ; GSH : glutathione ; ESR : electron spin resonance ; UA : uricacid ; SLF :
surrogate lung fluid. SLF en indice indique que la mesure du PO a été réalisée dans ce substrat.

Les résultats de la littérature montrent que le NO expiré, attestant de I'inflammation des
voies respiratoires, a été utilisé dans la plupart des études épidémiologiques sur le PO
déterminé a partir de la plupart des tests (POER, PO, POPTT, OB®*M) avec des résultats
assez variés (liens positifs ou pas de lien significatifs) (Tableau 1).

Le Tableau 1 montre également que le test PO* ne présente pas d’autre lien positif que
celui avec le NO expiré quels que soient les autres effets sur le systeme respiratoire ou
cardiovasculaire considéré. Ceci suggere donc que le POaa est d’une utilité limitée pour les
futures études épidémiologiques (Atkinson et al., 2016; Fang et al., 2016; Janssen et al.,
2015; Weichenthal et al., 2016a). Le test PO®R a montré dans les études recensées des
résultats variés et limités dans les études sur la santé. Des travaux sont donc requis afin de
conclure quant a sa pertinence pour les études épidémiologiques. Le test POP™T a démontré
des liens avec les effets aigus sur le systéme cardiorespiratoire dans de nombreuses études.
Enfin, OB®H (donc basé sur la mesure de PO%M) a également montré des liens forts avec
les effets sur la santé aigus ou chroniques tels que I'infarctus du myocarde, le NO expiré et
le cancer du poumon (Tableau 1).

Il estimportant de noter néanmoins que le nombre d’études reliant PO et effets sur la santé
est encore faible. Ainsi, comme indiqué par le récent rapport de ’ANSES sur les effets
sanitaires des PM, la preuve de I'effet du stress oxydant des PM sur la santé respiratoire et
la santé cardiovasculaire, a court et long termes, est faible car la littérature est encore
émergente (corpus de taille réduite) et ne présente pas un niveau de confiance suffisant
pour permettre de conclure fermement (ANSES, 2019). Ce constat rejoint celui réalisé dans
une trés récente étude bibliographique sur le sujet mettant en regard PO et effets
biologiques (@vrevik, 2019). Le nombre d’études épidémiologiques/toxicologiques doit
donc étre étendu a l'avenir pour rendre compte plus explicitement des liens pouvant
exister entre PO et effets sanitaires et biologiques des PM et une clarification des causes
sous-jacentes est essentielle pour progresser davantage dans le domaine. Les résultats
présentés ici, et basés sur la littérature disponible actuellement, indiquent que les tests
POPTT et PO%H sont probablement les plus appropriés dans cet objectif (Bates et al., 2019;
Gao et al., 2020a)
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5. COMPOSITION PHYSICO-CHIMIQUE DES PM ET PO/ROS-PM

Afin de mieux comprendre les déterminants de la réponse PO, il apparait nécessaire
d’étudier les liens pouvant exister entre le PO, les espéces chimiques associés aux PM, leur
taille et leurs sources d’émission (voir section 6). Ainsi, une synthese des études issues de
la littérature mettant en évidence les différentes espéces impliquées dans le PO suivant les
méthodes de mesures utilisées est proposée dans le Tableau 2. Les résultats sont issus de
corrélations significatives observées lors de tests sur des composés purs en solution ou a
partir d’échantillons d’air ambiant. Il n’y pas de différenciation sur I'utilisation ou non d’un
fluide pulmonaire simulé (SLF) indiqué dans le tableau mais I'information est disponible
dans les études citées.

Tableau 2. Espéces chimiques montrant un effet sur le PO suivant les méthodes de mesures
utilisées. Résultats de corrélations issues de tests sur des composés purs en solution ou
d’échantillons d’air ambiant. Note, il n’y pas de différenciation sur |'utilisation ou non de
SLF (surrogate lung fluid). Adapté de Bates et al. (2019) et mis a jour.

Espéces majeures impliquées dans la réponse du test PO

Tests PO . , . Effets
Espéces organiques Métaux . .

synergiques/antagonistes

OC (incluant soluble et Métaux solubles (non spécifique) Manganese soluble avec oxy-

insoluble) (Calas et al., 2018,  (Shinyashiki et al., 2009) HAP (quinones) (Yu et al., 2018)

2019; Cho et al., 2005; Fang Cuivre (Al Hanai et al., 2019; Calas et Métaux avec sulfate (acidité

et al., 2016; Hu et al., 2008; al., 2018, 2019; Charrier et al., 2015, aérosol) (Fang et al., 2017b)

Jeng, 2010; Liu et al., 2014, 2016; Charrier and Anastasio, 2012; Quinones ou HuliS avec pyridine,

2020b; Patel and Rastogi, Fujitani et al., 2017; Gao et al., 2020c; Imidazole et dérivés (Dou et al.,

2018b; Perrone et al., 2019; Nishita-Hara et al., 2019; Perrone et 2015)

Pietrogrande et al., 2019b; al., 2019; Pietrogrande et al., 2019b; BrC et Cu (antagoniste) (Gao et

Saffari et al., 2014; Velali et Romano et al., 2020; Saffari et al., al., 2020c)

al., 2016; Verma et al., 2014; Sauvain et al., 2015; Visentin et

2009b, 2011, 2012, 2015b; al., 2016; Yang et al., 2014).

Vreeland et al., 2017; Yang et Manganése (Charrier et al., 2015,

al., 2014). 2016; Charrier and Anastasio, 2012;

HAP et oxy-HAP (quinones) Fang et al., 2016; Fujitani et al., 2017;

(Antifiolo et al., 2015; Calas Nishita-Hara et al., 2019; Perrone et

et al., 2018; Cho et al., 2005;  al., 2019; Pietrogrande et al., 2019b;

Chung et al., 2006; Crobeddu  Visentin et al., 2016; Yang et al.,

DTT et al., 2017; Jesus et al., 2014).

2018; Jiang et al., 2016;
McWhinney et al., 20133,
2013b; Saffari et al., 2014;
Sauvain et al., 2015;
Totlandsdal et al., 2015).
Nitro-HAP (lesus et al., 2018;
Tuet et al., 2019)

HulLis! (Calas et al., 2018;
Dou et al., 2015; Fan et al.,
2018; Ma et al., 2018; Verma
et al,, 2012, 2015a, 2015b).
Brown Carbon (Chen et al.,
2019b; Fan et al., 2018; Gao
et al., 2020c)

Bioaérosols (Samaké et al.,
2017).

Composés carbonylés (Chen
etal., 2019a).

Fer, zinc (Calas et al., 2018; Fujitani et
al., 2017; Perrone et al., 2019;

Pietrogrande et al., 2019b; Romano et

al., 2020; Saffari et al., 2014; Sauvain
et al., 2015; Visentin et al., 2016;
Weichenthal et al., 2019; Yang et al.,
2014).

Césium, Thallium (Vinson et al., 2020).
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OC (Calas et al., 2018) Aluminium (Crobeddu et al., 2017; -
HulLis! (Calas et al., 2018) Godri et al., 2010a).
HAP (Calas et al., 2018; Plomb (Crobeddu et al., 2017; Godri et
Crobeddu et al., 2017, 2020).  al., 2010a).
Fer (Charrier and Anastasio, 2011;
Crobeddu et al., 2017; Godri et al.,
GSH 2011).
Cuivre (Charrier and Anastasio, 2011;
Crobeddu et al., 2017; Gao et al.,
2020b).
Manganeése (Charrier and Anastasio,
2011; Crobeddu et al., 2017;
Weichenthal et al., 2019).

HAP (Perrone et al., 2016; Métaux et oxydes de zinc, cuivre,
DCFH Pirhadi et al., 2019) nickel et titane(Perrone et al., 2016;
OC (Perrone et al., 2016; Sauvain et al., 2013).
Pirhadi et al., 2019).
OC (Calas et al., 2018, 2019; Cuivre (Calas et al., 2019; Crobeddu et ~ Métaux avec sulfate (acidité
Perrone et al., 2019; al., 2017; Di Stefano et al., 2009; Fang  aérosol) (Fang et al., 2017b)
Pietrogrande et al., 2019a) et al,, 2016; Janssen et al., 2014; Pant  Métaux et HulLiS (Lin and Yu,
HulLis! (Calas et al., 2018) et al., 2015; Perrone et al., 2019; 2020)
HAP (Barraza et al., 2020; Visentin et al., 2016; Weichenthal et
Calas et al., 2018, 2019; al., 2019; Yang et al., 2014).
Crobeddu et al., 2017, 2020).  Fer (Crobeddu et al., 2017; Godri et
al., 2010a, 2011; Janssen et al., 2014;
Koehler et al., 2014; Perrone et al.,
AA 2019; Weichenthal et al., 2019; Yang
et al., 2014).
Plomb (Godri et al., 2010a)
Zinc (Crobeddu et al., 2017; Godri et
al., 2011; Weichenthal et al., 2019;
Yang et al., 2014).
Manganese (Crobeddu et al., 2017;
Perrone et al., 2019; Visentin et al.,
2016; Weichenthal et al., 2019).
Barium (Barraza et al., 2020)
OC (insoluble) (Yang et al., Vanadium (Shi et al., 2003) Fer soluble avec anthraquinone
ESR 2014). Cuivre, fer, manganese, zinc (Yang et  (Li et al., 2012).
HOMs? (Tong et al., 2019) al., 2014). Fer soluble avec oxy-HAP
(quinones) (Arangio et al., 2016)
Oxy-HAP (quinones) (Xiong Métaux solubles (non spécifique) Fer élémentaire avec oxy-HAP
etal., 2017). (Jung et al., 2006) (quinones) (Xiong et al., 2017).
Cuivre (Charrier and Anastasio, 2011;  Fer soluble avec oxy-HAP
Production Di Stefano et al., 2009; Shen et al., (quinones) ou cuivre (Charrier
de OH 2011; Son et al., 2015; Vidrio et al., and Anastasio, 2015).
mesurée par 2008) ) )
Fer (Charrier and Anastasio, 2011; Ma
HPLC ou

et al., 2015; Vidrio et al., 2008).

fluorescence Manganése (Charrier and Anastasio,
2011; Vidrio et al., 2008)
Vanadium (Charrier and Anastasio,
2011; Vidrio et al., 2008).

Oxy-HAP (quinones) (Xiong  Métaux solubles (non spécifique)

Production
de H,0, etal., 2017). (Shen et al., 2011)
mesurée par Cuivre (Charrier et al., 2014; Wang et
HPLC ou al., 2010).
Fer (Wang et al., 2010).
fluorescence Zinc (Wang et al., 2010).

DTT : dithiothreitol ; AA : ascorbic acid ; GSH : glutathione ; DCFH : dichlorofluorescein; ESR : electron spin
resonance ; UA : uric acid ; SLF : surrogate lung fluid.
THULIS : humic like substances ; ZHOMs: highly oxygenated molecules.
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De fagon générale, les réponses des différents tests de détermination du PO varient selon
la composition chimique (espéces chimiques) et les sources d’émission des PM mais aussi
a cause des interactions multi-composés (e.g. entre les métaux et les composés organiques
ou les sources de PM). Le test POPTT est sensible aux espéces organiques et & certains
métaux de transition tandis que les tests PO*A, PO%H et PO®R répondent majoritairement
aux_métaux de méme que les mesures de production de OH ou de H;0; par HPLC ou
fluorescence (Tableau 2). Notons que la fraction inorganique des PM (e.g. nitrate
d’ammonium, sulfate d’ammonium...) n’induit pas de réponse aux tests de mesure du PO
(Daellenbach et al., 2020; Park et al., 2018). Les liens entre les espéces chimiques et les
différents tests de mesure du PO sont discutés plus en détails ci-dessous.

5.1 Métaux

Les métaux indiqués dans le Tableau 2 sont ceux recensés comme montrant un effet sur
les différents tests de mesure du PO mais a des degrés divers (Bates et al., 2019; Gao et al.,
2020a). Les métaux de transition, solubles ou insolubles, de valences diverses, sont corrélés
de facon significative avec les différents tests. Il est important de noter que possiblement
seule la forme soluble des métaux participe aux réactions redox et que les corrélations
entre la quantité totale des métaux dépendent donc certainement de la fraction
effectivement soluble. Celle-ci est fortement dépendante du pH. Certaines autres espéces
particulaires, tel que le sulfate d’ammonium, vont donc avoir un effet synergique en
diminuant le pH et en augmentant la solubilité des métaux et par conséquent, en
entrainant un impact accru sur le PO des PM (Bates et al., 2015; Fang et al., 2016, 2017b;
Pant et al., 2015; Patel and Rastogi, 2018a).

De facon générale, les métaux qui ont un impact le plus significatif sur le PO sont le cuivre,
le manganése et le fer. Plus en détails, le test PO** a montré des corrélations avec les
fractions soluble et totale de cuivre, manganése, plomb, zinc et fer. PO%" augmente avec
les concentrations en fer, plomb, cuivre et aluminium dans les PM de I'air ambiant. Le test
POP™" montre aussi quelques corrélations positives avec notamment le cuivre et le
manganese et dans une moindre mesure avec le chrome, vanadium, nickel cadmium et
zinc. Il est important de noter que le POP™T exprimé par unité de volume d’air est souvent
corrélé avec les concentrations en PM donc, les corrélations avec les métaux autres que le
manganeése et le cuivre sont a interpréter avec prudence car elles peuvent étre dues a des
variations synchrones entre concentrations de PM et concentrations métalliques plutot
qu’a un lien effectif entre POP™ et métaux. De plus, les essais en laboratoire ont souvent
été effectués avec des métaux seuls alors que les mélanges pourraient avoir des effets
synergiques ou antagonistes.
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5.2 Espéces organiques

Le nombre de tests de PO sensibles aux espéeces organiques est plus limité mais ceux-ci
tendent a donner une réponse largement positive (Tableau 2). Les études réalisées dans le
monde entier (Etats-Unis, Grece, ltalie, France, Canada, Chine, Inde...) montrent une
corrélation évidente entre le carbone organique (OC) et/ou le carbone organique soluble
(WSOC) et le POP™" et pour les différentes saisons (Calas et al., 2018, 2019; Cho et al., 2005;
Fang et al., 2016; Hu et al., 2008; Jeng, 2010; Liu et al., 2014; Patel and Rastogi, 2018b;
Perrone et al., 2019; Pietrogrande et al., 2019b; Saffari et al., 2014; Velali et al., 2016;
Verma et al., 2009b, 2011, 2012, 2015b; Vreeland et al., 2017; Yang et al., 2014). Le POP™"
est aussi souvent corrélé dans I'air ambiant aux HAP associés aux PM et méme plus
précisément aux HAP-oxygénés de type quinones (e.g. 9,10-phenanthrenequinone, 1,2-
napthaquinone, 1,4-napthaquinone) (Calas et al., 2018; Cho et al., 2005; Chung et al., 2006;
Crobeddu et al., 2017; Gao et al., 2020a; Jesus et al., 2018; Jiang et al., 2016; McWhinney
et al., 2013a, 2013b; Saffari et al., 2014; Totlandsdal et al., 2015). En effet, ce type de
composés est largement reconnu comme promoteur de la formation de ROS (Bolton et al.,
2000).

Ces derniers composés sont connus pour étre actifs par rapport au test POP™T et de récents
travaux ont également montré une activité induite par les nitro-HAP (Jesus et al., 2018;
Tuet et al., 2019). Tous ces composés sont émis par les sources de combustion, comme les
HAP, mais aussi formés de facon secondaire dans I'atmosphére par des réactions de photo-
oxydation, en phase gazeuse ou hétérogéne gaz/particule, des HAP parents (Albinet, 2016;
Albinet et al., 2007; Albinet and Tomaz, 2014; Keyte et al., 2013; Tomaz et al., 2016, 2017).

Ainsi, l'influence des réactions de photo-oxydation et du vieillissement des PM sur les
variations temporelles et spatiales du PO est largement observée en air ambiant. Il y a par
exemple des preuves fortes, basées sur des études en chambre de simulation de formation
de I'aérosol organique secondaire (AOS), de I'impact du vieillissement photochimique sur
la capacité de la fraction organique des aérosols a induire une réponse positive sur le PO
(voir section 6.4). De facon similaire, certaines études montrent un lien positif entre PO et
HuLiS (humic-like substances) (Calas et al., 2018; Dou et al., 2015; Fan et al., 2018; Ma et
al., 2018; Verma et al., 2012, 2015a, 2015b), brown carbon (BrC) (Chen et al., 2019b; Fan
et al., 2018) et HOMs (highly oxygenated molecules) (Tong et al., 2019) qui constituent des
fractions importantes de I'AOS et qui sont aussi largement émis par la combustion de
biomasse dans le cas des HuLiS et du BrC. De plus, trés récemment, des études ont souligné
I'importance de la fraction semi-volatile organique des PM au PO (Biswas et al., 2009;
Miljevic et al., 2010; Pirhadi et al., 2019).

Par ailleurs, certains auteurs ont montré une synergie d’effets entre les métaux solubles
(cuivre et fer) et les quinones (oxy-HAP) sur des tests de PO tels que POP™, POER et sur la
production de OH dans un fluide pulmonaire simulé mesuré par fluorescence, méme si ces
deux derniers tests sont peu sensibles aux espéeces organiques (Arangio et al., 2016;
Charrier and Anastasio, 2015; Li et al., 2012; Xiong et al., 2017; Yu et al., 2018). La pyridine,
I'imidazole, et leurs dérivés, semblent aussi augmenter le PO d’autres substances tels que
les quinones ou les HuLiS (Dou et al., 2015).

Enfin, des études récentes ont montré un effet des bioaérosols (Samaké et al., 2017) et des
composés carbonylés (Chen et al., 2019a) sur le test POP™,
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5.3 Granulométrie des PM et PO/ROS-PM

La composition chimique des PM joue un role clé dans le PO mais il y a également un intérét
majeur en termes d’impact sanitaire de connaitre les liens entre granulométrie des PM et
activité ROS. Différents auteurs se sont intéressés au lien entre le PO et la distribution en
taille des PM basée sur des mesures POP™", PO ou PO%H (Andrade et al., 2020; Chirizzi et
al., 2017; De Vizcaya-Ruiz et al., 2006; Fang et al., 2017a; Godri et al., 2011; Hu et al., 2008;
Janssen et al., 2014; Jeng, 2010; Josipovic et al., 2019; Li et al., 2003; Manigrasso et al.,
2020; Mugica et al., 2009; Ntziachristos et al., 2007; Perrone et al., 2019; Samara, 2017;
Shafer et al., 2016; Velali et al., 2016). De facon générale, il apparait que les fractions fine
(<2,5 um) et ultrafine (<0,2 um) sont les plus critiques surtout dans le test POP™ mais ne
sont pas forcément les contributrices majeures dans d’autres tests tel que le PO®! ou les
particules plus grosses peuvent également jouer un réle prépondérant. Le PO* lui ne
montre pas de dépendance marquée a la taille des PM (Godri et al.,, 2011). Moins de
travaux ont été réalisés sur I'impact de la taille des PM sur la génération de ROS-PM (OH et
H.0;) (Boogaard et al., 2012; Shen et al., 2011; Shen and Anastasio, 2011). Notons que les
mesures basées sur le test PO®R montrent une tendance inverse a celle de POP™" et donc
similaire a celle de PO%" avec une plus grande production de ROS pour les PM les plus
grosses (Boogaard et al., 2012).

Tous ces résultats peuvent probablement étre mis en lien avec la distribution en taille des
especes impliquées dans la sensibilité des tests PO. En effet, les especes organiques telles
que les HAP, et leurs dérivés oxygénés (quinones) et nitrés, sont largement associés a la
fraction fine et ultrafine des particules (Albinet et al., 2008; Allen et al., 1996, 1997; Di
Filippo et al., 2010; Ren et al., 2017; Ringuet et al., 2012), expliquant donc la distribution
en taille du test POP™T plus sensible aux espéces organiques, tandis que les métaux peuvent
aussi étre associés aux particules plus grosses notamment dans le cas d’émissions
véhiculaires hors échappement (débris de pneus, de freins, remise en suspension de
poussiéres) (Pant and Harrison, 2013; Park et al., 2017; Rogula-Koztowska et al., 2015;
Slezakova et al., 2007), expliquant probablement la aussi la distribution en taille des tests
POGM et POESR plus sensibles au métaux (Yanosky et al., 2012).

Des différences apparaissent aussi suivant I'expression des résultats. Il y a de facon
générale une décroissance du PO intrinséque (par unité de masse, pug) avec 'augmentation
de la taille des PM tandis que PO exprimé par unité de volume d’air (m-3), probablement
plus pertinent pour illustrer I'impact sur la santé, montre une distribution centrée sur
environ 2 um. Les études recensées sont cependant encore peu nombreuses et des travaux
sont nécessaires pour confirmer ces conclusions.

6. LIENS ENTRE LES SOURCES DE PM ET PO/ROS-PM

Différents auteurs se sont intéressés a une caractérisation de diverses sources, primaires
ou secondaires, de PM vis-a-vis de la propension a induire un effet sur le PO ou la
production de ROS. Par ailleurs, le lien entre sources de PM identifiés dans I'air ambiant et
PO a été étudié par différents auteurs a partir de mesures dans I'air ambiant.
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De facon générale, les résultats obtenus montrent que les sources d’émission véhiculaires
(émissions directes issues de I'’échappement et émissions hors échappement) et la
combustion de biomasse ont un impact prépondérant sur le PO et les ROS-PM (Bates et al.,
2019; Gao et al., 2020a; Park et al., 2018; Shiraiwa et al., 2017). Les processus
photochimiques et la formation d’AQS, a partir de précurseurs biogéniques ou
anthropiques, contribuent également largement au PO dans I’air ambiant ou aux ROS-PM
(Bates et al., 2019; Gao et al., 2020a; Lakey et al., 2016; Ng et al., 2019; Park et al., 2018;
Shiraiwa et al., 2017; Zhou et al.,, 2019). D’autres sources ont été identifiées comme
contribuant au PO et sont discutées plus en détails ci-dessous.

6.1 Emissions véhiculaires automobiles

De nombreux travaux ont été réalisés en laboratoire (sur banc a rouleaux) montrant que
les émissions véhiculaires a I’échappement sont une source prépondérante de ROS-PM et
ont un impact majeur sur le PO (Akhtar et al., 2010; Arias et al., 2021; Biswas et al., 2009;
Cheung et al., 2009; Fox et al., 2015; Fujitani et al., 2017; Geller et al., 2006; Gerlofs-Nijland
et al., 2013; Godoi et al., 2016; Karavalakis et al., 2017; McWhinney et al., 2013a; Park et
al., 2018; Pavlovic et al., 2015; Pourkhesalian et al., 2014; Rahman et al., 2015; Sharma et
al., 2019; Valavanidis et al., 2000; Wang et al., 2005). Les résultats de ces études ont montré
une influence du type de motorisation (diesel, essence), des conditions de conduite et de
roulage, du carburant utilisé (e.g. part d’agro-carburants), des technologies de dépollution
(filtres a particules, réduction catalytique...) et du vieillissement des émissions (voir section
6.4) sur l'activité redox des PM. De facon générale, les technologies de traitement des
fumées d’échappement et [Iutilisation d’agro-carburants tendent a baisser
significativement le(s) PO/ROS-PM volumique. Cependant, le bénéfice sur le PO intrinseque
(PO par pug de PM) est plus discutable et méme parfois nul ou négatif avec une grande
augmentation de PO/ug de PM aprés traitement des fumées ou en utilisant des bio-
carburants. De plus, la fraction semi-volatile des PM, qui semble aussi contribuer largement
au PO, n’est que peu traitée par ces mémes technologies (Biswas et al., 2009; Sharma et
al., 2019). Il est toutefois encore difficile de conclure totalement notamment sur la
comparaison des différentes technologies de traitement et sur la comparaison véhicules
essence et diesel, car les études sont peu nombreuses.
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Egalement, des études de terrain combinées avec des études de sources de PM, évaluées
par l'utilisation de modeéles statistiques sources-récepteurs de type positive matrix
factorization (PMF) ou chemical mass balance (CMB), ont montré que les émissions
véhiculaires a 'échappement participent largement au PO total observé (POP™T, POA4, POSH
ou POESR) ou aux ROS-PM totales (Al Hanai et al., 2019; Bates et al., 2015, 2015; Charrier et
al., 2015; Crilley et al., 2012; Crobeddu et al., 2020; Fang et al., 2016; Jeong et al., 2020; Ma
et al., 2018; Mugica et al., 2009; Paraskevopoulou et al., 2019; Shirmohammadi et al., 2016;
Szigeti et al., 2015; Verma et al., 2014; Wang et al., 2020c, 2020c; Weber et al., 2018; Zhang
et al., 2008). D’autres études ont été réalisées soit en site trafic, soit dans des tunnels
montrant la aussi une trés grande contribution des PM générées par le trafic routier au PO
(Crilley et al., 2012; Fujitani et al., 2017; Hellack et al., 2015; Janssen et al., 2014; Jovanovic
et al., 2019; Sauvain et al., 2015; Shirmohammadi et al., 2016, 2017). Dans ce cas, la part
des_émissions hors échappement (débris de pneus, de frein, remise en suspension de
particules...) peut étre trés importante (Conte et al., 2017; Jeong et al., 2020; Mugica et al.,
2009; Pant et al., 2015; Shirmohammadi et al., 2016, 2017; Verma et al., 2014; Zhang et al.,
2008), voire prépondérante a I'avenir comme le montre un étude récente (Daellenbach et
al., 2020).

6.2 Combustion de biomasse

La combustion de biomasse a aussi un impact significatif sur le PO. Les études sur le PO
issus de particules de combustion de biomasse directement collectées a I'émission lors
d’essais en laboratoire ou en conditions quasi-réelles (brilage a I'air libre ou émissions de
systemes de chauffage résidentiel (blches ou granulés)) sont finalement encore peu
nombreuses (Conte et al., 2017; Fan et al., 2018; Fushimi et al., 2017; Jiang and Jang, 2018;
Miljevic et al., 2010; Park et al., 2018; Wong et al., 2019; Zhou et al., 2018b). Elles montrent
toutes néanmoins que les émissions de la combustion de biomasse ont un impact majeur
sur les PO et les ROS-PM. La grande majorité des études faisant le lien entre PO ou ROS-PM
et la source de combustion de biomasse sont issues de résultats obtenus par des mesures
effectuées en air ambiant ou un lien évident avec le chauffage résidentiel au bois
notamment en termes de saisonnalité avec un PO plus important en période froide, a été
observé (Bates et al., 2015; Crobeddu et al., 2020; Daellenbach et al., 2020; Dou et al., 2015;
Ma et al., 2018; Paraskevopoulou et al., 2019; Tuet et al., 2019; Verma et al., 2009a, 2014,
2015b; Wang et al., 2020c, 2020c; Weber et al., 2018; Wong et al., 2019). Dans tous les cas,
c’est le test POP™ qui montre une plus grande sensibilité a cette source de PM.
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6.3 Autres sources primaires

Outre les émissions véhiculaires automobiles (échappement et hors échappements) et
celle de la combustion de biomasse, d’autres sources telles que les feux d’artifice (Godri et
al., 2010b; Puthussery et al., 2018; Zhang et al., 2008), les émissions de bateaux (Dou et al.,
2015; Hu et al., 2008; Kuang et al., 2017; Moldanova et al., 2013; Mousavi et al., 2019;
Wang et al., 2020a), de véhicules deux-roues (Zhou et al., 2019), de la combustion du
charbon (Conte et al., 2017; Ma et al., 2018; Park et al., 2018; Wang et al., 2020c, 2020c;
Zhou et al., 2019), de gaz naturel (Wang et al., 2020c), de déchets verts (Wang et al., 2020c),
de déchets (dont plastiques) (Vreeland et al., 2016), des activités de cuisine (Mugica et al.,
2009; Verma et al., 2015b; Wang et al., 2020b), les poussiéres désertiques en Chine (Liu et
al., 2014, 2020b; Nishita-Hara et al., 2019; Secrest et al., 2016) et Sahariennes (Chirizzi et
al., 2017) ou les bioaérosols (Samaké et al., 2017) ont été identifiées comme contribuant
au PO.

6.4 Aérosols organiques secondaires (AOS)

Comme indiqué auparavant (section 5.2) le vieillissement des particules et la formation des
AOS ont un impact conséquent sur le PO et la production de ROS-PM.

De nombreux travaux réalisés en chambre de simulation a partir de I'oxydation de
précurseurs biogéniques (isopréne, terpénes, sesquiterpenes...) ou anthropiques (HAP,
toluéne, xylénes), ont montré un impact sur le PO (essentiellement POP™") ou les ROS-PM
(Campbell et al., 2019b; Chen and Hopke, 2009; Chowdhury et al., 2019; Fujitani et al.,
2017; Jiang et al., 2016; Jiang and Jang, 2018; Kramer et al., 2016; Liu et al., 2020a, 20203,
2020c, 2020c; Manfrin et al., 2019; McWhinney et al., 2013b, 2013a; Ng et al., 2019; Park
et al., 2018; Tong et al., 2018; Tuet et al., 2017b, 2017a, 2019; Wang et al., 2018, 2011a).
Bien que les méthodes utilisées et les conditions de réactivité en chambre de simulation
soient variables, I'ensemble des résultats de ces études montrent que les AQOS issus de
précurseurs gazeux anthropiques sont critiques pour le PO et ROS-PM.

De méme, I'oxydation des émissions de combustion (Fujitani et al., 2017; Jiang and Jang,
2018; Zhou et al., 2018b) et les études réalisées en air ambiant ont montré un lien étroit
entre le PO ou ROS-PM et les AOS observés (Bates et al., 2015; Daellenbach et al., 2020; Liu
et al., 2020b; Mousavi et al., 2019; Saffari et al., 2016; Verma et al., 2014, 2015b; Zhou et
al., 2019) voire méme une prédominance des AOS notamment anthropiques (Daellenbach
et al., 2020; Zhou et al., 2019).

28 DRC-19-174307-03498A / Métriques toxicité PM : potentiel oxydant



7. COMPARABILITE DES METHODES DE MESURE DU PO

Comme les différents tests de mesure de PO rendent compte des réactions redox de
différentes espéces et de mélanges associés a des sources de PM, les variations spatiales
et saisonnieres entre les tests de PO ne sont pas forcément corrélées entre elles pour des
mémes échantillons de PM. Ainsi, les différences entre les méthodes de mesure peuvent
rendre les comparaisons difficiles. Plusieurs auteurs ont comparé les résultats des
méthodes de mesure de PO entres elles. Une synthése des études disponibles dans la
littérature sur la comparabilité des méthodes de mesure du PO (POP™T, PO*4, PO et POESR)
est présentée dans le Tableau 3. Notons que peu d’études ont investigué la mesure du PO
sur des échantillons de PM identiques avec plusieurs tests acellulaires en paralléle, et
seules deux (Baeza, 2017; Calas et al., 2018) avec I'ensemble des tests recensés, ce qui
constitue actuellement un verrou scientifique.

Les résultats issus de la littérature montrent qu’en fonction des études, les corrélations
entre tests de PO sont plus ou moins fortes. POP™" et POA* sont généralement bien corrélés
notamment en période froide en lien avec leur sensibilité aux composés organiques. POER
est peu corrélé a ces deux tests de méme qu’avec PO%M, PO%H est souvent bien corrélé, en
base annuelle, au POP™™ et PO*A, On peut donc avoir une évolution des corrélations entre
les tests de PO suivant les périodes considérées en lien avec la composition chimique des
PM et leurs sources.

Ces résultats montrent donc I'importance de réaliser de facon systématique différentes
mesures du PO sur des échantillons identiques de particules afin de rendre compte de
facon plus globale de la toxicité des PM étant donnée la différence de sensibilité chimique,
ou de sensibilité selon les sources de PM, des tests de détermination du PO. Etant donnée
leur pertinence épidémiologique (voir section 4, Tableau 1), les tests POPTT et PQS%H
devraient étre mis en ceuvre systématiguement et probablement a compléter avec le test
PO*A qui est sensible aux métaux et composés organiques mais aussi trés usité dans les
différentes études disponibles dans la littérature. A cet effet, un nouveau systeme semi-
automatique a tres récemment été développé afin de pouvoir réaliser simultanément 5
tests de détermination du PO (POAASLF pQPTT, pQGsH-SLF pQOH-DTT et pQOH-SLF) (Yy et al.,
2019). Néanmoins, les résultats recensés ici montrent une nouvelle fois la nécessité de
normaliser la réalisation des tests de détermination du PO (solvant d’extraction, utilisation
de SLF ou non, type de filtre pour la collecte des PM, durée d’incubation, utilisation de
chélatants métalliques...) afin de pouvoir comparer les résultats des différentes études
entre elles (ANSES, 2019).
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Tableau 3. Corrélations entre les résultats de mesures dans I'air ambiant de PO selon
différents tests issues de la littérature.

Références Nombre DTT vs AA DTT vs DTT AA vs AA vs GSH vs
d’échantillons GSH vs ESR GSH ESR ESR

Annuel ou périodes chaude et froides non distinguées

(Kiinzli et al., 2006) 120 - - - 0,08 0,65 0,19
(Yang et al., 2014) 15 0,36 - 0,49 0,91 -
(Janssen et al., 2014) 21 0,89 - 0,90 0,97 -
(Szigeti et al., 2015) 36 - - - 0,60 - -
(Visentin et al., 2016) 10 0,48 - - - - -

(Calas et al., 2018) 75-98 0,82 0,73 0,45 0,80 0,27 0,26

94-121

(Calas et al., 2019) (7 sites urbains) 0,55-0,82 - - - - -
(Crobeddu et al., 2017) 20 0,72 0,76 - 0,97 - -

(Baeza, 2017) 41 0,89 0,75 0,68 0,74 0,43 0,10
(Gao et al., 2020b) 349 0,61 0,45 - 0,67 - -

(Daellenbach et al., 2020) 109 0,68

Période froide uniquement

(Fang et al., 2016) 30 0,70 - - - - -

(Calas et al., 2018) 27-30 0,89 0,79 0,61 0,85 0,54 0,56
49-52
| l., 201 -0,89 - - - - -
(Calas et al., 2019) (7 sites urbains) 0,65-0,
(Weichenthal et al., 2019) 168 0,57 0,34 - 0,58 - -
0,45 (PM1o)
(Perrone et al., 2019) 15 /0,70 - - - - -
(PM2.5)
(Gao et al., 2020b) 120 0,53 0,50 0,62 - -
Période chaude uniquement

(Fang et al., 2016) 30 0,57 - - - - -

(Calas et al., 2018) 14-29 0,65 0,29 0,17 0,36 0,36 0,63
49-52
(Calas et al., 2019) (7 sites urbains) 0,47-0,55 - - - - -
(Weichenthal et al., 2019) 268 0,77 0,27 - 0,47 - -
0,50 (PM1o)
(Perrone et al., 2019) 24 /0,91 - - - - -
(PM2.5)
(Gao et al., 2020b) 120 0,66 0,70 - 0,78 - -

DTT : dithiothreitol ; AA : ascorbic acid ; GSH : glutathione ; ESR : electron spin resonance.
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8. MODELISATION DU PO/ROS-PM

En complément des tests de mesures de PO et de ROS-PM, différents auteurs se sont
intéressés a I'évaluation de ceux-ci par la modélisation. Le seul modéle qui permet une
réelle estimation de la production de ROS-PM, au sein de l|'appareil pulmonaire,
uniqguement a partir de données de composition chimique des PM est probablement le
modele KM-SUB-ELF (Lakey et al., 2016). Il est basé sur un modéle multicouches cinétique
de chimie de surface et massique appliqué au fluide pulmonaire recouvrant les cellules
épithéliales. La partie KM-SUB (kinetic multi-layer model of aerosol surface and bulk
chemistry) traite explicitement les processus de diffusion des gaz, d’adsorption a la surface,
de diffusion dans la particule mais aussi les réactions chimiques de surface et dans la
particule (Shiraiwa et al., 2010). La partie ELF (epithelial lining fluid) traite le fluide
pulmonaire en différentes couches : une couche d’adsorption, une couche de surfactant
contenant des lipides et des protéines, une couche pres de la surface et 20 différentes sous-
couches internes du fluide pulmonaire qui a une épaisseur de 0,5 um qui est I'épaisseur
moyenne dans les bronches. Le fluide pulmonaire simulé contient 4 anti-oxydants :
ascorbate, acide urique, glutathion et a-tocophérol a des concentrations similaires a celles
observées dans la région bronchoalvéolaire du systéeme respiratoire. L’évolution
temporelle et les profils de concentrations des réactifs et produits formés sont simulés en
résolvant un jeu d’équations différentielles qui décrivent I'équilibre de masse de chaque
espece chimique basé sur le flux de masse transportée et les taux de productions et pertes
chimiques. Environ 50 réactions chimiques sont traitées explicitement dans le modele
incluant les réactions de Oz et OH avec les antioxydants et les surfactants, les réactions
impliquant les oxy-HAPs (quinones), la chimie du fer Fenton ou similaire a |'effet fenton
pour le cuivre et la chimie HOx. Les taux de production de ROS par ces espéces chimiques,
basés sur les données de la littérature, ont donc été compilés et intégrés dans le modéle
de méme que pour les taux de production de 'AOS basé sur des résultats obtenus en
chambre de simulation.

En appliquant le modele sur des observations dans I'air ambiant pour différents sites
répartis a travers le monde, les taux de production de ROS-PM ont pu étre estimés pour
chaque espéce chimique ou composante de I'aérosol et pour une vaste gamme de
concentrations de PM (Figure 5). Ces résultats montrent, que les composantes principales
des PM en cause dans la production de ROS dans le fluide pulmonaire sont le cuivre, le fer
suivis des oxy-HAPs (quinones) et de I’AOS.
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Figure 5 : Taux de production de ROS-PM dans le systéme pulmonaire estimés a partir d’un
modele multicouches cinétique (modele de chimie de surface et massique appliqué au
fluide pulmonaire recouvrant les cellules épithéliales, KM-SUB-ELF) et des concentrations
de polluants dans l'air ambiant mesurés sur différents sites du globe, du rythme
respiratoire et des taux de dépdét des PM dans les voies respiratoires. Les taux de
production de ROS sont comparés pour chaque emplacement et chaque espéece chimique
(Cu), le fer (Fe), les oxy-HAP (quinones) ou composante de |’aérosol (aérosol organique
secondaire, SOA) en fonction des concentrations en PM;s (Lakey et al., 2016).

Ce modele a par la suite été comparé a des mesures de PO a partir de tests réalisés sur des
PM d’air ambiant avec un bon accord général mais aussi des différences notables. En effet,
comme indiquées en section 3.2, les tests de mesure de PO ne rendent pas compte de la
production de OH dans le fluide pulmonaire (Fang et al., 2019). Il a ensuite été combiné a
une approche de modélisation statistique « land use regression » (LUR) pour étendre les
estimations de ROS a tout un territoire en se basant sur des données de mesures de cuivre
et fer en différents points (Weichenthal et al., 2018). Le méme type d’exercice a été réalisé
a partir de mesures de PO (Gulliver et al., 2018; Hellack et al., 2017b; Jedynska et al., 2017;
Weichenthal et al., 2019; Yang et al., 2015a, 2015b, 2016) ou en couplant les mesures de
PO avec un modele spatiotemporel géostatistique (Yanosky et al., 2012). Le PO peut étre
aussi modélisé a partir de modeles de régression multilinéaire sources-impacts permettant
de faire le lien en premier lieu entre les sources de PM, évalués par des modeles sources-
récepteur, et le PO mesuré (voir section 6). Enfin, les sorties de ces modeles peuvent étre
intégrés dans des modeéles de chimie transport (CTM) pour étendre la simulation du PO a
I’échelle d’'un continent (Bates et al., 2018; Daellenbach et al., 2020).

Enfin, trés récemment les bases d’un modele de ROS-PM développé a partir de polluants
classiques mesurés (PMa.s, CO et O3) ont été posées et les résultats ont été comparés a des
mesures en temps réel de ROS-PM (Brown et al., 2020).
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9. PREREQUIS A LA MISE EN CEUVRE DE MESURES DE PO/ROS-PM A GRANDE
ECHELLE

Les résultats issus de la littérature montrent bien un intérét croissant pour la mesure du
PO ou ROS-PM afin de compléter celle de la masse des PM en tant qu’indicateur de leur
impact sanitaire.

Des liens positifs ont été montrés entre des effets sur la santé (effets respiratoire et
cardiovasculaires) et le PO, méme si le nombre d’études épidémiologiques/toxicologiques
reste encore limité et demande a étre complété pour rendre compte plus explicitement de
ceux-ci. Les métaux, notamment le cuivre, manganése et fer, les composés organiques,
notamment les HAP, oxy-HAP (quinones) et les composés organiques oxydés, sont les
espéces qui participent probablement le plus au PO et a la génération de ROS-PM. De
méme, les sources majeures contribuant le plus a la réponse PO, en lien avec la composition
chimigue des PM émises, sont la combustion de biomasse, les émissions véhiculaires,
notamment hors échappement, et les AOS, notamment d’origine anthropique. Enfin, les
liens entre la granulométrie des PM et le PO ou ROS-PM demandent encore a étre étudiés
plus en détail car des disparités existent selon les tests mis en ceuvre et I'expression des
résultats.

La synthése présentée dans ce rapport montre que la mesure de PO est probablement plus
pertinente que la détermination des ROS-PM afin de rendre compte de I'impact sanitaire
des PM. Ainsi, si on devait utiliser ce type d’indicateur dans le cadre d’un déploiement a
grande échelle, la détermination du PO semblerait plus judicieuse que la mesure des ROS-
PM. De plus, compte tenu des sensibilités différentes des espeéces chimiques selon les tests
de mesure du PO, il serait probablement plus rigoureux de réaliser une détermination du
PO basée sur plusieurs tests en parallele pour un échantillon donné. Dans ce sens, la
combinaison des tests POPTT et PO%*H est probablement la plus appropriée pour évaluer les
effets sanitaires des PM notamment dans le cadre d’études épidémiologiques. De plus, le
test POP™T est plus sensible aux composés organiques et le test PO®H aux métaux ce qui
accroit leur complémentarité. Ces deux tests pourraient étre complétés par le test PO
sensible aux métaux et composés organiques mais aussi largement usité. En ce sens il
permettrait de faire le lien avec les études existantes. Enfin, l'utilisation de fluide
pulmonaire simulé (SLF, de formulation a homogénéiser) pour réaliser I'extraction des
composés chimiques associés aux PM en amont de la mesure du PO est probablement plus
appropriée si I'on souhaite rendre compte de I'impact sanitaire des PM (Calas et al., 2017).
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Les observations synthétisées dans ce rapport montrent la nécessité d’avoir une évaluation
la plus juste possible du PO par la mesure que cela soit a des fins de compréhension des
liens existants avec les effets biologiques et sur la santé, avec la composition chimique ou
les sources de PM ou pour des finalités de modélisation de qualité de I’air ou dans |'appareil
pulmonaire. En effet, si des procédures normalisées et des contrbles qualité, avec
I"utilisation de matériaux de référence certifiés (MRC), existent pour de nombreuses
especes atmosphériques d’intérét sanitaire et d’évaluation des sources de PM (HAP,
métaux, EC/OC, lévoglucosan, anions/cations...), il n’existe rien de similaire pour la mise en
ceuvre de tests de mesure du PO et des ROS-PM. Seuls quelques auteurs ont déterminées
des valeurs indicatives de PO pour des matériaux de références certifiés chimiquement tels
que le NIST (National Institute of Standards and Technology) SRM (standard reference
material) 1648a (urban particulate matter) ou 1649b (urban dust) (Calas et al., 2017; Conte
et al., 2017; Jesus et al., 2018; McWhinney et al., 2013a; Piacentini et al., 2019), le NIST
SRM 26975 (diesel particulate matter) (Hellack et al., 2015; McWhinney et al., 20133;
Sauvain et al., 2013) ou 'ERM CZ 120 (fine dust PM1g like) (Calas et al., 2017). Ces mémes
matériaux ont également été utilisés pour certains développements analytiques mais sans
renseigner de valeurs indicatives de PO ou ROS-PM (Alaghmand and Blough, 2007;
Shahpoury et al., 2019). De méme, les protocoles de mesures utilisés et décrits dans la
littérature sont tres variés et suivant les conditions de mis en ceuvre (e.g. utilisation de SFL),
peuvent donner des résultats, en valeur absolue, assez différents. Enfin, une
problématique non explicitement traitée dans la littérature concerne la conservation des
échantillons de PM et leur stabilité a long terme notamment dans une optique de stockage
de filtres pour des études épidémiologiques (Calas, 2017). Ainsi, pour I’heure, les résultats
disponibles dans la littérature sont probablement difficilement directement comparables
d’autant plus si les tests de détermination du PO et ROS-PM utilisés sont différents. De plus,
les incertitudes de mesures associées ne sont généralement pas renseignées. Seule dans
une tres récente étude cette détermination été réalisée par un approche GUM (Guide to
the expression of uncertainty) (Gonzalez et al., 2017; White, 2008) et permis d’estimer une
incertitude de mesure associée a la mesure de POP™ de 'ordre 16 a 18 % (Molina et al.,
2020b). Il faut noter toutefois que cette estimation ne prend pas en compte |'efficacité de
la méthode d’extraction utilisée et de plus qu’elle n’est pas transposable a d’autres
protocoles de mesure que celui présenté par les auteurs. Enfin, comme indiqué a diverses
reprises et aussi par de nombreux auteurs, il semble donc essentiel de normaliser les
méthodes de mesure de PO et ROS-PM (Ayres et al., 2008; Bates et al., 2019; Calas et al.,
2019; Kiinzli et al., 2006).
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Afin d’anticiper un nombre de données non uniformes, et non maitrisées, sur différents
sites en France, il serait opportun d’apporter des premiers éléments d’assurance et
contréle qualité pour ce type de mesures qui peuvent ensuite contribuer a un processus de
normalisation. Cette premiére étape semble essentielle avant méme de lancer un
déploiement a plus grande échelle en plusieurs points du territoire du PO ou des ROS-PM.
Cette démarche pourrait passer par I'organisation d’'une comparaison inter-laboratoires
(CIL) a l'échelle Européenne comprenant lI'analyse de différents matériaux d’essai
(solutions étalons, extrait de PM, filtres d’air ambiant, blanc de terrain) permettant
d’évaluer plus précisément les biais a chaque étape de mesure et d’en améliorer les
pratiques. Les trois tests, POPTT, PO%* et POAA, mentionnés ci-dessus, seraient a mette en
ceuvre sur tous les matériaux d’essais par les laboratoires participants a la CIL. Enfin,
I"analyse d’un MRC (type matériau NIST dont la composition chimique est bien connue),
permettrait aussi de consolider la comparaison et de fournir des valeurs indicatives de
référence pour celui-ci qui sont essentielles a terme dans le cadre de la mise en place d’un
controle qualité. Compte tenu de la diversité des conditions opératoires existantes pour un
méme test de mesure du PO, et afin de tendre vers des protocoles plus harmonisés, il
conviendrait que les participants mettent en ceuvre leur propres protocoles, permettant
d’évaluer les différences existantes actuellement, mais également de mettre en ceuvre un
protocole de mesure commun, méme imparfait, permettant également d’évaluer les biais
opérateurs. Le nombre de laboratoires réalisant ce type des mesures en France est de trois
et en Europe au moins une dizaine sont déja identifiés. Leur participation permettrait
d’obtenir des résultats statistiquement représentatifs.

A la suite de cette étape d’assurance qualité, une seconde étape de déploiement sur
quelques sites d’intérét pourrait étre envisagée afin d’améliorer les connaissances sur le
PO. Les sites pourraient étre choisis au sein des observatoires nationaux existants (CARA et
MERA) du dispositif national de surveillance de la qualité de I'air afin de bénéficier leur
répartition et couverture territoriale. Dans ce cadre, des prélévements réguliers de PM1p
sont réalisés et des caractérisations chimiques préliminaires (EC/OC, anions/cations...),
voire parfois détaillées (dans le cadre d’études de sources de PM ou des surveillances, en
HAP ou métaux, réalisées en paralléle) sont également disponibles. De plus, sur certains
sites CARA multi-instrumentés, il serait possible de bénéficier d’'une détermination des
sources de PM basée sur de la mesure en continu (méme si la fraction aérosol étudiée n’est
pas forcément la méme, PM1 ou PM3 5 vs PM1g).

Le co(t de collecte des échantillons (filtres et prélevements) étant déja pris en charge dans
le cadre de ces dispositifs, il resterait a prendre en charge un co(t logistique, probablement
marginal, d’acheminement des échantillons compte tenus de ceux déja prévus pour
I'analyses des échantillons dans ces programmes. Seul le colt lié a I'analyse des
échantillons serait a prendre en compte. A I'heure actuelle le co(t unitaire (par échantillon)
pour la réalisation de trois tests combinés (POPTT, PO et PO%M) est de I'ordre de 30 a 40
€. Ainsi, avec une base de préléevements tous les trois jours, le colit de cette seconde étape
s’éléverait a_environ 5 k€/an/site (hors colts d’exploitation et d’interprétation des
données).
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Ce déploiement a grande échelle permettrait de fournir des données essentielles pour des
études épidémiologiques/toxicologiques visant a rendre compte plus explicitement des
liens pouvant exister entre PO et effets sanitaires et biologiques des PM. Les résultats
obtenus seront a mettre en lien avec ceux acquis a travers différentes initiatives de
recherche lancées par ailleurs (e.g. projet GET OP STAND OP?). L’ensemble des données
permettrait d’alimenter la réflexion a plus long terme de la pertinence d’une potentielle
mise en ceuvre d’une surveillance de la qualité de l'air par la mesure du PO en
complémentarité avec la mesure de la masse des particules.

Cette approche en deux temps permettrait de répondre aux besoins exprimés par I’ANSES
(ANSES, 2019) d’harmonisation des méthodes de mesures du PO et de recherche sur son
caractére prédictif en termes d’effet des PM sur la santé. De plus, compte tenu de I'intérét
que pourrait représenter |'utilisation de la mesure du PO pour I'étude des effets des PM
sur la santé, mais aussi en termes de surveillance de la qualité de I'air, cette approche
permettrait de disposer, en amont de futures discussions normatives ou réglementaires,
de données « valides », si la mesure du PO venait a étre discutée au niveau de groupes de
travail européens et en particulier du CEN.

1 GET OP STAND OP. Crossing Geochemistry, Exposure, healTh: Oxidative Potential, a first STANDardization
before OPerativeness. https://anr.fr/Project-ANR-19-CE34-0002
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