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I. Point sur la consommation tabagique dans le monde et en 

France 

La consommation chronique de tabac ou tabagisme cause plus de 8 millions de morts chaque 

année dans le monde, dont environ 1,2 million concerne des non-fumeurs involontairement 

exposés à la fumée. Par conséquent, il représente la première cause de décès évitables et une 

des plus graves menaces ayant jamais pesé sur la santé publique mondiale (Organisation 

mondiale de la santé, OMS, https://www.who.int/fr). 

En France, la prévalence tabagique diffère selon le sexe, l’âge, les régions géographiques et le 

niveau de vie. Depuis 2014, le renforcement de la lutte contre le tabagisme se traduisant par la 

mise en place de plans nationaux impliquant des mesures comme le remboursement des 

substituts nicotiniques, la hausse des prix du tabac et la prévention du tabagisme, a permis une 

réduction de 4,5 % du tabagisme quotidien entre 2014 et 2019. Ainsi, en 2019, 34,6% des 

hommes et 26,5 % des femmes de 18 à 75 ans déclaraient fumer. Malgré tout, pour la même 

année, la prévalence du tabagisme restait élevée en France par rapport aux pays anglo-saxons 

où elle s’élevait à 14 % au Royaume-Uni et aux États-Unis) (sites consultés le 07/10/2022 : 

https://www.ons.gov.uk/peoplepopulationandcommunity/healthandsocialcare/healthandlifeex

pectancies/bulletins/adultsmokinghabitsingreatbritain/2019;https://www.cdc.gov/tobacco/data

_statistics/fact_sheets/ adult_data/cig_smoking/index.htm). En 2020, dans un contexte de crise 

sanitaire, le baromètre de Santé Publique France montrait un arrêt de la dynamique de réduction 

de la prévalence du tabagisme aboutissant à une stabilisation des données observées en 2019 

(Pasquereau et al., 2021) (Figure 1).  
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Figure 1 - Prévalence du tabagisme quotidien selon le sexe parmi les 18-75 ans, France, évolution 2000-2020. 

Source : Pasquereau et al. 2021 

 
Responsable de plus de 73 000 décès annuels en France, le tabagisme constitue la première 

cause de mortalité évitable (Bonaldi, 2017) et le coût économique annuel de la morbidité liée 

au tabac est estimé à 122 milliards d’euros (Kopp, 2015).  

Dans ce contexte, la lutte contre le tabagisme est une priorité de santé publique, mais se heurte 

à la difficulté du sevrage de l’addiction tabagique qui passe par le biais de la nicotine, mais 

aussi par d’autres mécanismes comme le geste comportemental ou encore le plaisir de la 

sensation de la fumée au fond de la gorge. En France en 2020, 29,9 % des fumeurs quotidiens 

avaient fait une tentative de sevrage d’au moins une semaine au cours des 12 derniers mois. Si 

cet indicateur a subi une réduction significative par rapport à 2019 (33,4 %, p < 0,05), il reste à 

un niveau supérieur aux années précédentes (~25 % entre 2016 et 2018), montrant la volonté 

d’arrêter le tabac dans une large population de fumeurs (Pasquereau et al., 2021). Néanmoins, 

pour ceux qui ont réussi un sevrage, seuls 5 % des fumeurs réussissent à rester abstinents au 

tabac sur le long terme (Hughes, Keely, and Naud 2004). Pour augmenter la proportion de 

sevrages tabagiques réussis, il est important de mettre à disposition des consommateurs des 
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moyens psychopharmacologiques efficaces pour lutter contre la dépendance à la nicotine. En 

France, de nombreuses pharmacothérapies d’aide au sevrage tabagique sont disponibles sur le 

marché parmi lesquelles se trouvent les substituts nicotiniques (gommes, patchs à la 

nicotine…), le bupropion (ZYBAN®) (inhibiteur de la recapture de la noradrénaline et de la 

dopamine) ou la varénicline (CHAMPIX®) (agoniste partiel du récepteur nicotinique 

cholinergique 𝛼4𝛽2 et agoniste entier du récepteur nicotinique cholinergique 𝛼-7) (Cahill et al. 

2016). Malgré la vaste panoplie de moyens pharmacologiques disponibles utilisés, le 

pourcentage de réussite aux tentatives de sevrage tabagique reste faible (environ 10 %) 

(Fagerström and Eissenberg 2012). En effet, lorsque l’individu arrête de fumer, l'absence de 

nicotine provoque un manque parfois douloureux caractérisé par une irritabilité, de l’anhédonie 

et de l’anxiété, des difficultés de concentration, des troubles du sommeil et une augmentation 

de l’appétit (Hughes and Hatsukami 1986). Par ailleurs, les substituts nicotiniques disponibles 

sur le marché ne délivrent pas la nicotine selon le même profil pharmacocinétique que la 

cigarette. Cela laisse souvent l’individu insatisfait car il présente un syndrome de sevrage lié à 

l’arrêt du tabac qui n’est que partiellement compensé par les produits de substitution. Pour 

augmenter la probabilité de réussir à arrêter de fumer, il est conseillé de combiner des 

traitements substitutifs nicotiniques possédant des pharmacocinétiques de libération de la 

nicotine complémentaires comme le patch qui permet une libération progressive de la nicotine 

à travers la peau et le spray nasal qui permettent une absorption rapide de la nicotine par la 

muqueuse nasale (Lindson et al. 2019). Toutefois, le pourcentage d’abstinence à 6 mois pour 

une telle combinaison thérapeutique reste encore faible (15,5%) (Caldwell, Adamson, and 

Crane 2014). Il est donc important de développer des systèmes permettant une délivrance de 

nicotine plus attractive en termes de geste comportemental et d’effets pharmacologiques 

recherchés par les fumeurs.  
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II. La cigarette électronique : un nouveau dispositif de 

délivrance de la nicotine 

Un nouveau dispositif de délivrance de nicotine, la cigarette électronique (e-cigarette, 

vapoteuse ou vaporette), a fait son apparition en France dans les années 2005 et a initialement 

été présenté comme non nocif ou moins nocif, les producteurs mettant en avant la e-cigarette 

comme un instrument efficace dans la politique de réduction du risque de nuire à la santé par 

rapport au tabac. Depuis sa création par le pharmacien Lik Hon (Chine, 2003), le marché 

international de la e-cigarette n’a cessé de se développer, atteignant 1 milliard d’euros en France 

en 2021.  

En 2020, en France, 37,4 % des 18-75 ans ont déclaré avoir déjà expérimenté la e-cigarette. Ce 

pourcentage est en hausse par rapport à 2019 (34,4 %, p < 0,001). Dans la même tranche d’âge, 

5,4 % des 18-75 ans déclarent utiliser la e-cigarette et la prévalence du vapotage quotidien 

s’élevait à 4,3 % (Pasquereau et al., 2021). 

Malgré l’existence d’un grand panel de dispositifs électroniques proposé dans le commerce, 

une e-cigarette se compose toujours de trois éléments de base : un atomiseur, un réservoir qui 

contient un liquide (e-liquide) et une batterie. Toutes les e-cigarettes fonctionnent selon un 

principe commun d'aérosolisation du e-liquide par le chauffage d'une résistance (Figure 2).  

 
Figure 2 – Mécanisme de transformation du e-liquide en aérosol par la cigarette électronique. Source : Comment 

fonctionne une cigarette électronique ? (www.cigaretteelec.fr, site consulté le 07/10/2022) 

Le e-liquide contient principalement 4 types de molécules : le propylène-glycol (PG), la 

glycérine végétale (VG), la nicotine et des molécules aromatiques. Le PG et la VG permettent 
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la formation de l’aérosol et servent de véhicule à la molécule de nicotine ainsi qu’aux arômes. 

Le PG et la VG peuvent être présents en différentes proportions, ce qui définit le ratio PG/VG. 

Ce ratio détermine l’aspect du nuage d’aérosol (volume, densité) et la sensation de contraction 

de la gorge chez l’utilisateur lors de l’inhalation de l’aérosol (ou « hit ») : plus un e-liquide sera 

riche en VG, plus il sera épais et visqueux et le volume d’aérosol produit sera important, ce qui 

se traduira par des gros nuages d’aérosol. Inversement, plus un e-liquide sera riche en PG, plus 

il sera fluide, le volume d’aérosol sera réduit et le nuage d’aérosol sera presque invisible. 

Cependant, la sensation de contraction dans la gorge lors du contact de l’aérosol sur la 

muqueuse sera importante (Harvanko et al. 2019).  

Le PG, la VG et la vaste gamme d’arômes présents dans les e-liquides sont le plus souvent 

d’origine agro-alimentaire. Par ailleurs, certains additifs comme l’éthanol, peuvent être ajoutés 

en faible quantité dans la composition des e-liquides. 
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III. Caractéristiques des principaux composants des e-liquides 

1) Le propylène-glycol 

 
Figure 3 - Formule semi-développée du propylène-glycol. 

a) Propriétés physico-chimiques  

Le PG (Figure 3) est un liquide incolore, légèrement visqueux à température ambiante, peu 

volatil et pratiquement inodore. Étant très hygroscopique, il est utilisé dans l’industrie comme 

humectant pour absorber l'eau et maintenir l'humidité dans certains médicaments, cosmétiques 

ou produits alimentaires. Il est également utilisé comme solvant pour les colorants et les arômes 

dans l’industrie de la peinture et des plastiques. Par ailleurs, le PG est utilisé comme excipient 

dans des produits pharmaceutiques à application topique, des solutions parentérales, des 

solutions orales ou des aérosols. Dans les e-liquides, le PG est utilisé pour sa capacité à 

solubiliser la nicotine et les arômes. 

b) Propriétés pharmacocinétiques 

Le PG est bien absorbé par voie orale, mais aussi par la peau et les muqueuses. Comme illustré 

dans la figure 4, le métabolisme du PG passe par des oxydations, dans le foie, par des 

déshydrogénases NAD-dépendantes et est transformé en acide lactique puis en acide pyruvique. 

Environ 45 % du PG est éliminé par voie rénale sous forme inchangée ou après glucuronidation.  
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Figure 4 - Voies métaboliques hépatiques du propylène glycol. Source : Fiche INRS_226. 

La demi-vie d'élimination du PG est dose-dépendante. A des doses IV de 3 ou 4,5 g/m2 

administrées sur une durée de 4 heures, la demi-vie terminale était d'environ 1,8 heure et pour 

des doses plus élevées (7,5 g/m2 sur 4 heures), la demi-vie augmentait à 3,1 heures, ce qui 

suggère une élimination saturable du PG (Speth et al. 1987). Après des administrations répétées 

per os de doses plus élevées (20,7 g trois fois par jour, ou 41,4 g deux fois par jour), des demi-

vies terminales de 3,8 ± 0,8 heures ont été identifiées (Yu, Elmquist, and Sawchuk 1985).  

Aucune étude pharmacocinétique n’a évalué les concentrations de PG dans le sang/sérum après 

l'utilisation de dispositifs contenant des e-liquides à base de PG.  

c) Effets des expositions aiguë et chronique 

Des valeurs de dose létale médiane (DL50) par voie orale ont été rapportées chez la souris (25 

à 32 g/kg), le rat (8 à 46 g/kg) et le cobaye (18 à 20 g/kg) après une exposition orale aiguë au 

PG (United States Environmental Protection Agency, 2008). Les études de toxicité chronique 

chez l’animal n’ont pas réussi à démontrer, ni à identifier un organe cible de la toxicité du PG 
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pour des doses allant jusqu’à plusieurs grammes par kilogramme et par jour, et dépassant celles 

d’une exposition alimentaire ou professionnelle (Gaunt et al. 1972; McMartin 2014). 

Cependant, des cas cliniques publiés attestent que l’administration par voie orale ou 

intraveineuse de doses très élevées de PG chez l’homme peut produire des effets toxiques qui 

semblent être liés à l’hyperosmolarité du PG et à une acidose métabolique liée à la formation 

d'acide lactique secondaire à son métabolisme (Lim, Poole, and Pageler 2014).  

Aucune valeur limite d’exposition (VLE) professionnelle n'a été établie par l'Union Européenne 

(UE) pour le PG et la Food and Drug Administration (FDA) en 1973 a classé le PG parmi les 

molécules « généralement reconnues pour être sûres » (Generally Recognized As Safe ou 

GRAS). Les substances GRAS sont considérées comme généralement sûres dans les conditions 

d'utilisation comme additif alimentaire et sont considérées sans danger lors d'ingestions, mais 

pas nécessairement pour d'autres voies d'administration comme l'inhalation. En 1974, l’OMS a 

recommandé une dose maximale de 25 mg/kg/jour de PG ingérée comme additif alimentaire.  

Le PG étant utilisé lors de spectacles pour former des brouillards organiques, sa toxicité a fait 

l’objet d’études et d’une législation détaillée. Ainsi, la VLE professionnelle fixée par le 

Royaume-Uni est de 474 mg/m3. Une VLE sur 8 heures de 10 mg/m3 a été établie par 

l'Occupational Safety and Health Administration (OSHA, 2006) pour tous les brouillards 

organiques sans limites d'exposition spécifiques, ni de toxicité identifiée. Le Conseil de la santé 

des Pays-Bas recommande, en 2007, une limite d'exposition au PG de 50 mg/m3 sur 8 heures. 

Enfin, une dose maximale cumulée de 69 g/jour a été proposée pour la population pédiatrique 

(Lim et al. 2014).  

Les effets du PG sur la santé, à la suite d'une exposition chronique par inhalation chez l’animal, 

sont pauvrement décrits dans la littérature et ne révèlent pas de toxicité majeure (Konrádová, 

Vávrová, and Janota 1978; Suber et al. 1989). Il n'existe pas d'études cliniques sur la toxicité 

potentielle du PG (par exemple, trou anionique, acidose lactique, …) chez les utilisateurs 
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intensifs de e-cigarettes. Les concentrations de PG dans l’air après une consommation 

quotidienne extrême de e-liquide (5 à 25 mL/jour avec 50 à 95 % de PG dans le e-liquide) ont 

été estimés entre 1 et 6 mg/m3. Ces niveaux d’exposition sont suffisamment proches de la VLE 

pour être considérés comme préoccupants (Burstyn 2014). 

Dans les conditions ambiantes de température et de pression, le PG est un produit stable. À 

température élevée (> 127°C), la décomposition des fonctions hydroxyles, selon les conditions 

de génération d'aérosols, peut induire la formation de composés volatils toxiques tels que les 

époxydes (oxyde de propylène ou 2,3-époxy-1-propanol) et les aldéhydes (formaldéhyde, 

acétaldéhyde) (Sleiman et al. 2016; Uchiyama et al. 2020) (Figure 5).  

 
Figure 5 – Voies et sous-produits possibles formés lors de la déshydratation thermique du propylène-glycol. 

Source : Sleiman et al. 2016. 

La formation de ces produits de dégradation dépend des caractéristiques du dispositif (puissance 

du dispositif, apport en oxygène), de la proportion PG/VG dans le e-liquide et des habitudes de 

vapotage de l’utilisateur (Kosmider et al. 2014; Laino et al. 2012; Ooi et al. 2019; Sleiman et 

al. 2016; Son, Giovenco, et al. 2020). Le PG ayant une température de décomposition thermique 

plus basse que la VG (127°C versus 200°C), les e-liquides ayant un pourcentage plus grand de 

PG que de VG produisent, dans les mêmes conditions d’aérosolisation, davantage de 
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composants toxiques que les e-liquides ayant des pourcentages plus faibles de PG (Kosmider 

et al. 2014; Son, Giovenco, et al. 2020). 

In vitro, un nombre restreint d'études a examiné les effets du PG sous forme liquide ou d’aérosol 

et les résultats varient d'une étude à l'autre. Certaines de ces études ont montré que l'exposition 

au PG augmentait faiblement la concentration d’IL-6 et n'avait que peu d'effets néfastes sur les 

cellules macrophagiques et les voies respiratoires (Escobar et al. 2020). Toutefois, dès une 

concentration de 3 % (V/V), la présence de PG dans le milieu de culture cellulaire diminue la 

croissance cellulaire et modifie le métabolisme du glucose en diminuant l’entrée du glucose 

dans des cellules épithéliales des voies respiratoires (Woodall et al. 2020). Dans une autre étude 

sur des cellules épithéliales des voies aériennes inférieures, le PG sous forme liquide appliqué 

dans le milieu de culture cellulaire a diminué la viabilité cellulaire, a induit des dommages de 

l'ADN, a conduit à l'arrêt du cycle cellulaire à la phase G1 et a augmenté le nombre de cellules 

positives à la caspase 3/7 indiquant une mort cellulaire par apoptose (Komura et al. 2022). 

2) La glycérine végétale 

 
Figure 6 - Formule semi-développée de la glycérine végétale ou glycérol. 

a) Propriétés physico-chimiques 

La VG ou glycérol (Figure 6), de masse molaire 92,1 g/mol, est un liquide incolore, inodore, 

au goût sucré et de texture très visqueuse dans les conditions de pression et de température 

ambiante. Elle est soluble dans l’eau et l’éthanol et est également très hygroscopique. 

La VG est largement utilisée dans l’industrie agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique 

comme solvant, hydratant ou lubrifiant. Dans le domaine pharmaceutique, la VG entre dans la 
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composition des crèmes à usage topique, des suppositoires, des sirops et des pastilles (Lin 

1977). La VG est utilisée également pour ses propriétés hyperosmotiques dans le traitement à 

court terme de la constipation et dans certaines chirurgies oculaires.  

b) Propriétés pharmacocinétiques 

Après ingestion, la VG est rapidement absorbée par les muqueuses de l’estomac et de l’intestin. 

Le temps nécessaire pour atteindre la concentration sérique maximale varie entre 60 à 90 

minutes. La VG est métabolisée en glycérol-3-phosphate par la glycérol-kinase principalement 

dans le foie (80 à 90 % de la VG ingérée). Le glycérol est utilisé dans le métabolisme glucidique 

permettant la synthèse du glucose et du glycogène (Bortz et al. 1972). La VG peut également 

se combiner avec des acides gras libres pour former des triglycérides qui seront stockés dans le 

tissu adipeux (Xue, Chen, and Jiang 2017). Un pourcentage d’environ 10 % de la VG est excrété 

sous forme inchangée dans les urines. 

c) Effets des expositions aiguë et chronique 

Comme le PG, la VG est classée comme GRAS par la FDA (Azelee et al. 2019). Toutefois, un 

faible risque de toxicité de la VG après exposition cutanée ou ingestion existe. Ainsi, une 

ingestion excessive peut provoquer des vomissements, des diarrhées, des douleurs abdominales, 

une augmentation de la glycémie et une augmentation des triglycérides dans le sang, cependant 

cette dernière semble être sexe-dépendante (MacDonald 1970).  

Les effets de la VG, à la suite d'une exposition aigue et chronique par inhalation à des 

concentrations croissantes dans l’air chez le rat, sont légers et apparaissent uniquement pour les 

forts niveaux d’exposition (Renne et al. 1992). 

Dans les études expérimentales chez l’animal, la DL50, après ingestion orale, varie de 2,53 à 

58,4 g/kg chez le rat, de 4,9 à 38 g/kg chez la souris et elle est estimée à 77,5 g/kg chez le 
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cobaye et à 27 g/kg chez le lapin, alors que chez l’homme, la DL50 est estimée à 1,43 g/kg 

(Bartsch et al. 1976; Becker et al. 2019).  

Chez l’animal, la toxicité par inhalation est faible (Becker et al. 2019). Cependant, il a été mis 

en évidence que les e-liquides contenant des pourcentages élevés de VG produisent des niveaux 

élevés de substances toxiques telles que le formaldéhyde, l'acétaldéhyde et l'acroléine. La 

présence de ces aldéhydes associée à l’irritation des voies respiratoires et/ou à la carcinogénicité 

restent un point de vigilance (Ooi et al. 2019). 

In vitro, des cellules de l’épithélium bronchique exposées à la VG sous forme d’aérosol ont 

montré une augmentation de l’expression de la protéine Hème oxygénase-1 (HO-1) et de la 

présence de protéines carbonylées. Tous ces éléments sont des marqueurs liés à une 

augmentation du stress oxydant cellulaire. Cependant, l’exposition à la forme liquide de la VG, 

ne modifie pas ces marqueurs de l’inflammation ou du stress oxydant (Escobar et al. 2020). 

D’autres études montrent que des pourcentages de 2 à 4 % de VG appliqués sous forme liquide 

sur des cellules épithéliales des voies aériennes inférieures diminuent significativement la 

viabilité cellulaire, sans pour autant augmenter les marqueurs de l’apoptose (Komura et al. 

2022). 

3) La nicotine 

La nicotine est le principal alcaloïde retrouvé dans plus de la moitié des 75 espèces connues de 

plantes du genre Nicotiana. Elle est la principale molécule responsable de l’addiction au tabac 

qui conditionne les habitudes de consommation tabagique. Cependant, ses propriétés 

pharmacologiques sont également utilisées, dans différentes formes galéniques, comme aide au 

sevrage tabagique. Il est donc important de mieux comprendre les caractéristiques physico-

chimiques de cette molécule, de caractériser les facteurs pouvant influencer sa délivrance, sa 

distribution et son excrétion de l’organisme, ainsi que de discuter de ses effets sur l’organisme. 
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a) Propriétés physico-chimiques 

La 3-(1-méthyl-2-pyrolidinyl)-pyridine ou nicotine, de formule brute C10H14N2 possède une 

masse molaire de 162,2 g/mol. La nicotine est une base faible ayant une constante de 

dissociation (pKa) de 8,02, signifiant, selon l’équation d’Henderson-Hasselbach, que dans une 

solution aqueuse de pH égal à 8,02, 50 % de la nicotine se trouve sous forme ionisée (Perfetti 

1983).  

La substance pure se présente sous forme d’un liquide hygroscopique huileux, jaune 

translucide, ayant une odeur caractéristique et s’oxydant au contact de l’air ou lors de 

l’exposition à la lumière, en prenant une couleur brunâtre. Miscible dans l’eau et très soluble 

dans l’éthanol et les solvants organiques (logP = 1,2) la nicotine a une température de fusion de 

-80°C et un point d’ébullition de 247°C. La forme pharmacologiquement active et très 

majoritairement présente est la forme (S)-nicotine. Moins de 1 % de la nicotine contenue dans 

les feuilles de tabac est sous forme de (R)-nicotine (Armstrong, Wang and Ercal, 1998) (Figure 

7), bien que le pourcentage de cet énantiomère (R) augmente autour de 10 % dans la fumée de 

tabac, probablement par racémisation lors du processus de combustion (Hukkanen, Jacob, and 

Benowitz 2005). 

 
Figure 7 – Représentation des énantiomères R et S de la molécule de nicotine. 

b) Réglementation  

La nicotine est le principe actif des e-cigarettes. Elle est à l’origine de l’addiction 

pharmacologique au tabac. Plus généralement, elle est présente dans tous les produits dérivés 

du tabac qui suivent une réglementation particulière. Pour ce qui concerne les cigarettes 
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électroniques, il a été constaté que la concentration de nicotine déclarée sur l’étiquette du 

produit variait dans deux tiers des cas de ± 10 % par rapport à celle retrouvée réellement dans 

le e-liquide. De manière plus préoccupante, des quantités non-négligeables de nicotine ont été 

identifiées dans des e-liquides commercialisés et étiquetés « sans nicotine » (Davis et al. 2015). 

En conséquence, cette dernière décennie, des règles et des contrôles ont été instaurés au niveau 

mondial afin de réduire ces manquements. Pour exemple, la réglementation européenne par la 

directive n° 2014/40/UE et l’ordonnance n° 2016-623 du 19 mai 2016 applicable en France est 

consultable en ligne sur le site du journal officiel 

(https://www.legifrance.gouv.fr/jorf/id/JORFTEXT000032547462/). Ce texte définit les 

produits de vapotage, ainsi que les règles liées à leur consommation en France. Il précise 

notamment la limitation des volumes des contenants de e-liquides, la présence obligatoire d’un 

dispositif de sûreté sur le contenant, des étiquetages spécifiques, les règles encadrant la publicité 

de ces produits, l’interdiction de la vente aux mineurs et une déclaration préalable à leur mise 

sur le marché auprès de l’Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de 

l'environnement et du travail (ANSES). Cependant, la réglementation diffère d'un pays à l'autre. 

Par exemple, la concentration maximale de nicotine dans les e-liquides est fixée à 20 mg/mL 

au sein de l’UE permettant une délivrance d’environ 1 mg de nicotine en 5 minutes de vapotage 

(comme une cigarette classique), alors que d’autres pays n'ont pas fixé de limite supérieure, 

d’où la présence sur des sites de e-commerce de e-liquides contenant des concentrations de 

nicotine allant jusqu'à 60 mg/mL. Dans d’autres pays comme l’Australie, les e-liquides 

contenant de la nicotine sont interdits à la vente. En outre, l'âge minimum permettant l'achat de 

e-liquides varie selon les pays. Il est de 16 ans en Belgique, de 18 ans en France, de 19 ans en 

Corée du Sud et de 21 ans aux États-Unis. Par ailleurs, sur les sites de e-commerce, l’âge est 

validé en un clic par l’acheteur sans véritable vérification de l’âge par le vendeur par la suite.  



 33 

S’il y a autant de débat sur la réglementation des dispositifs délivrant la nicotine, c’est parce 

que la nicotine contenue dans les e-liquides est à la fois addictive et toxique en cas d’ingestion. 

En effet, des cas d’intoxication involontaire notamment chez les enfants ou de tentatives 

d’autolyse ont été rapportés dans la littérature (Maessen et al. 2020). C’est également la raison 

pour laquelle le règlement UE 2017/776 de la commission du 4 mai 2017 a modifié la 

classification, l'étiquetage et les mentions de danger devant apparaitre sur l'emballage des 

produits contenant de la nicotine. Ainsi, la nicotine est classée comme mortelle par inhalation 

(H330), par contact cutané (H310) et en cas d’ingestion (H300). Elle est également classée 

comme toxique pour les organismes aquatiques et entrainant des effets néfastes à long terme 

sur l’environnement (H411). 

Outre les effets néfastes potentiels de la e-cigarette sur la santé du vapoteur (vapotage actif), le 

vapotage passif lors de l’exposition à l’aérosol provenant de l’air exhalé du vapoteur peut 

également avoir un impact sur les non-vapoteurs par des mécanismes d’inhalation et de passage 

cutané des composants (Czogala et al. 2014; Flouris et al. 2013; Kuga et al. 2020; Schripp et 

al. 2013). À ce jour, il n'y a toujours pas de consensus sur la dose létale de nicotine. La dose 

historiquement retrouvée dans la littérature est de 60 mg après une prise orale unique, ce qui 

équivaut à une concentration de nicotine dans le sang d’environ 180 ng/mL (Mayer 2014). 

Cependant, des publications récentes ont montré que des adultes survivent à des doses allant 

jusqu'à 500 mg et les plus faibles concentrations plasmatiques létales de nicotine sont autour de 

1600 ng/mL (Maessen et al. 2020). 

c) Propriétés pharmacocinétiques 

i. Absorption de la nicotine à partir des liquides pour cigarettes électroniques 



 34 

Il existe une grande variabilité dans les résultats retrouvés dans la littérature concernant la 

délivrance de la nicotine à partir des cigarettes électroniques. Quelques facteurs pouvant jouer 

un rôle dans cette variabilité sont mentionnés ci-dessous : 

• Les caractéristiques des systèmes générateurs d’aérosol utilisés  

Un grand nombre de dispositifs électroniques de délivrance de la nicotine sont disponibles. Ils 

peuvent être facilement classés selon leur aspect visuel, mais également selon leurs 

caractéristiques de délivrance de la nicotine en quatre générations apparaissant successivement 

sur le marché (Figure 8).  

 
Figure 8 – Évolution de la cigarette électronique et classification en 4 générations successives. Source : site de 

Texas department of state health services consulté le 07/10/2022 
(https://www.dshs.texas.gov/Vaping/WhatisVaping/) 

- Les cigarettes électroniques de première génération 

Les e-cigarettes dites de première génération (« cig-a-likes »), sont majoritairement des 

systèmes non-rechargeables et possèdent des cartouches de e-liquide jetables. L’inhalation est 

détectée par le capteur de flux d’air (« airflow »), qui enclenche le réchauffement du e-liquide 

par capillarité avec la résistance et induit son aérosolisation. Les études pharmacocinétiques 

montrent que ces dispositifs délivrent rapidement, mais faiblement la nicotine. Par exemple, 

chez des sujets non-expérimentés à leur utilisation, des concentrations plasmatiques maximales 
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(Cmax) de nicotine ont été mesurées entre 1,3 à 2,5 ng/mL (Bullen et al. 2010; Vansickel et al. 

2010) et chez les vapoteurs expérimentées les concentrations sont légèrement plus élevées (Cmax 

de 5,7 à 13,9 ng/mL) (Dawkins and Corcoran 2014; Hajek et al. 2015). Ces systèmes, ne 

satisfaisant pas les consommateurs, ont été peu utilisés comme substituts nicotiniques 

(Farsalinos, Spyrou, Stefopoulos, et al. 2015). De plus, les cartouches étant majoritairement 

non-rechargeables, leurs concentrations en nicotine pouvaient être aléatoires, voire inconnues. 

Toutes ces raisons ont provoqué la disparition presque totale de ces systèmes du marché.  

- Les cigarettes électroniques de deuxième génération 

Les e-cigarettes de seconde génération (de type « eGo ») possèdent une batterie et une cartouche 

de e-liquide rechargeables. Elles ont une puissance électrique (batterie) plus importante et 

délivrent une quantité plus importante d’aérosol et de nicotine (Talih et al. 2015). Les Cmax de 

nicotine varient entre 8,4 et 30,4 ng/mL (Farsalinos, Spyrou, Stefopoulos, et al. 2015; Hajek et 

al. 2017; Ramôa et al. 2016; St.Helen et al. 2016; Yingst et al. 2019) et ces concentrations 

dépendent essentiellement de la dose de nicotine dans le e-liquide (Lopez et al. 2016; Ramôa 

et al. 2016) et de l’habitude à utiliser le dispositif (Farsalinos, Spyrou, Stefopoulos, et al. 2015; 

Fearon et al. 2017). 

- Les cigarettes électroniques de troisième génération 

Les cigarettes électroniques de troisième génération sont dotées d’un réservoir rechargeable et 

d’un atomiseur reconstructible. Elles donnent la possibilité de paramétrer l’intensité électrique 

délivrée, soit en termes de tension (voltage variable), soit en termes de puissance (wattage 

variable). Ces dispositifs délivrent une quantité plus importante de nicotine, qui est comparable 

à celle absorbée à partir d’une cigarette classique (Hajek et al. 2017; Wagener et al. 2017). En 

conséquence, ces systèmes doivent a priori mieux satisfaire les anciens fumeurs, mais a 

contrario, prolongent ou induisent plus d’addiction que les systèmes des générations 
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précédentes. Par ailleurs, le réglage de l’intensité par l’utilisateur, lui permet de moduler la 

délivrance de nicotine selon le type de e-liquide et ses besoins en nicotine. 

- Les cigarettes électroniques de quatrième génération 

Les systèmes de quatrième génération ont été mis sur le marché à partir de 2015 par la société 

JUUL Labs® et ils ressemblent davantage à une clé USB qu’à une cigarette électronique. Du 

fait de leur extrême facilité d’emploi et leur design élégant, les JUUL® sont des produits 

marketing qui séduisent énormément les adolescents et les jeunes adultes. Par ailleurs, ces 

dispositifs se distinguent de la cigarette électronique classique par le fait qu’ils contiennent des 

sels de nicotine à la place de la nicotine libre dans les e-liquides. L’ajout d’acides faibles (acides 

benzoïque, citrique, pyruvique, salicylique…) qui se volatilisent à la même température que le 

PG et la VG, stabilise la molécule de nicotine protonée, prolongeant ainsi son activité et 

empêchant son oxydation. Une fois que les gouttelettes d’aérosol sont déposées dans les 

alvéoles pulmonaires, la nicotine se dissocie de l’acide et traverse la barrière alvéolo-capillaire. 

L’absorption de la nicotine est rapide et les concentrations sanguines sont similaires à celles 

d’une cigarette classique (Cmax = 20,4 ng/mL) (Hajek et al. 2020). Comme attendu, les Cmax 

dépendent de la concentration initiale de sels de nicotine dans le e-liquide (O’Connell et al. 

2019). En conséquence, ces systèmes non réglables et séduisant une jeunesse de non-fumeurs 

sont souvent considérés comme une porte d’entrée vers l’addiction à la nicotine.  

• Les concentrations de nicotine dans le e-liquide 

Quand la concentration de nicotine augmente dans le e-liquide (0, 8, 18 et 36 mg/mL) et que le 

paramétrage du dispositif reste constant, la quantité de nicotine délivrée et absorbée par le sujet 

augmente que ce soit chez les sujets fumeurs naïfs face à l’utilisation d’une e-cigarette ou chez 

les vapoteurs expérimentés (Hiler et al. 2017; Lopez et al. 2016; Ramôa et al. 2016). Toutefois, 
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les vapoteurs peuvent contrôler la quantité de nicotine qu’ils inhalent en adaptant leurs 

habitudes de vapotage (Ramôa et al. 2016).  

• La présence d’arômes  

L’impact des arômes sur l’absorption de nicotine a été très peu étudié. Cependant, les arômes 

pourraient modifier l’absorption de la nicotine par leurs propriétés physico-chimiques en 

interagissant avec la molécule de nicotine ou en raison de l’appétence d’une saveur du e-liquide 

chez l’utilisateur. Ainsi, une première étude testant un prototype de cigarette électronique de 

première génération a montré que l’arôme mentholé diminue faiblement la Cmax de la nicotine 

comparativement au même e-liquide sans arôme (Walele et al. 2016).  

Une autre étude portant sur des dispositifs commercialisés de troisième génération n’a montré 

aucune différence significative d’absorption nicotinique à partir d’un e-liquide contenant un 

arôme tabac, un autre contenant un arôme fraise et un dernier comprenant l’arôme habituel des 

sujets participant à l’étude (St.Helen et al. 2017).  

Chez des fumeurs exclusifs, une étude testant cinq arômes (cerise, tabac classique, café, 

menthol et vanille) dans des liquides contenant 24 mg/mL de nicotine, a montré un pic 

plasmatique de nicotine plus important après vapotage du e-liquide aromatisé à la cerise (Cmax 

= 21,2 ng/mL) et moins important après vapotage de celui contenant l’arôme vanille (Cmax = 

9,7 ng/mL), alors que le temps nécessaire pour atteindre la Cmax (Tmax) a été de 10 minutes pour 

l’ensemble des arômes testés (Voos et al. 2020) (Figure 9). 



 38 

 
Figure 9 – Profils pharmacocinétiques de la nicotine plasmatique après vapotage de plusieurs e-liquides 

aromatisés (vanille, cerise, menthol, café, tabac classique) contenant tous 24 mg/mL de nicotine comparés à la 
cigarette classique (Voos et al. 2020) 

• Le pH des e-liquides 

Le pH des e-liquides varie énormément, entre 4,8 et 9,6, cependant plus de la moitié des e-

liquides ont un pH supérieur à 9 (Stepanov and Fujioka 2015). La concentration de nicotine du 

e-liquide contribue à la valeur du pH, ainsi que d’autres composants comme les arômes (Lisko 

et al. 2015). DeVito et Krishnan-Sarin suggèrent que le pH des e-liquides pourrait modifier 

l’absorption de la nicotine en raison de son état d’ionisation (DeVito and Krishnan-Sarin 2018). 

Cependant, la seule étude clinique qui teste cette hypothèse, dans un de ses objectifs 

secondaires, ne montre pas de différence sur les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine, 

entre les groupes d’utilisateurs de e-liquide ayant un pH < 9 et un pH > 9 (Voos et al. 2020). 

• Les véhicules de la nicotine 

Le ratio PG/VG influence les caractéristiques de l’aérosol. En ce qui concerne l’absorption de 

la nicotine de e-liquides contenant des ratios PG/VG différents, une première étude de 

laboratoire produisant un aérosol de e-cigarette grâce à une machine génératrice d’aérosol a 

montré que plus la proportion de PG augmente dans le e-liquide, plus la concentration de 

nicotine augmente dans l’aérosol produit (EL-Hellani et al. 2016). Une étude clinique sur les e-

cigarettes de seconde génération montre que l’ajout de PG dans la composition du e-liquide 

permet l’augmentation de la nicotine absorbée par rapport à un e-liquide contenant de la VG 
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seule (Yan and D’Ruiz 2015). Cependant, beaucoup d’études mesurant l’absorption de la 

nicotine à partir des e-cigarettes ne précisent pas le ratio PG/VG utilisé.  

• Comparaison des paramètres pharmacocinétiques de la nicotine délivrée par les 

e-cigarettes par rapport aux autres dispositifs existant sur le marché 

En plus du mécanisme psycho-comportemental d’addiction au tabac, les modalités de 

délivrance de la nicotine à partir des différents dispositifs et les concentrations de nicotine 

sanguine qui en résultent, influencent, en favorisant ou non, le mécanisme d’addiction (Carter 

et al. 2009; Tomar and Henningfield 1997). Des modalités particulières de délivrance de la 

nicotine peuvent être utilisées dans la lutte anti-tabac, grâce à des protocoles de substitution 

nicotinique précis et cliniquement validés. Les données relatives à l’absorption à partir des 

dispositifs délivrant de la nicotine existant sur le marché sont regroupées dans le tableau suivant 

(Tableau I).   

Tableau I : Tableau résumant les paramètres pharmacocinétiques d’absorption nicotinique à partir de différents 
dispositifs délivrant de la nicotine. (D’après la source : Sabo, 2021). 

Type de dispositif  
Cmax 

(ng/mL) 

Tmax 

(min) 

Biodisponibilité 

(%) 
Références 

Dispositifs à base de tabac     
Cigarette traditionnelle     

Sang veineux 

 

12 – 50 

 

 

5 – 8 

 

80 – 90 
(Benowitz et al. 1988; 

Digard et al. 2013; Hajek 
et al. 2020; Lunell et al. 

2000; Rose 1999) 

Sang artériel 20 – 60 3 – 5  80 – 90 
(Gourlay and Benowitz 

1997; Henningfield 
1993; Rose 1999) 

Tabac à chiquer/à priser 11 – 18 30 – 60 ND  
(Benowitz et al. 1988; 

Digard et al. 2013; 
Lunell and Curvall 2011) 

 

Système IQOS (ou tabac 

chauffé) 

10 – 15 6 – 8 ND (Brossard et al. 2017; 
Picavet et al. 2016) 
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Substituts nicotiniques     

Gomme  9 - 15 30 – 45 50 – 80 

(Digard et al. 2013; 
Hansson, Rasmussen, 

and Kraiczi 2017; Lunell 
and Curvall 2011; 

Shiffman et al. 2009) 

Patch 11 – 23  
180 – 

720 
68 – 100 

(Fant et al. 2000; S. 
Gupta et al. 1993; S. K. 

Gupta et al. 1993; 
Prather et al. 1993) 

Comprimés à sucer 3 – 11 60 – 66 50 – 79 
(Choi et al. 2003; 

Dautzenberg et al. 2007; 
Sukhija, Srivastava, and 

Kaushik 2018) 

Spray nasal 5 – 8 10 – 18 60 – 80 
(Kraiczi, Hansson, and 
Perfekt 2011; Schneider 
et al. 1996; Sutherland et 

al. 1992) 

Inhalateurs 2 – 13 6 – 38 51 – 56 

(Caldwell et al. 2009; 
Molander et al. 1996; 
Moyses, Hearn, and 

Redfern 2015; Schneider 
et al. 2001) 

Cigarettes électroniques     

1ère génération 1 – 16 5 – 20 100 

(Bullen et al. 2010; 
Dawkins and Corcoran 

2014; Farsalinos, 
Spyrou, Tsimopoulou, et 

al. 2015; Hajek et al. 
2015, 2017; St.Helen et 
al. 2016; Vansickel et al. 
2010; Walele et al. 2016) 

2ème génération 7 – 30 2 – 12 92 

(Farsalinos, Spyrou, 
Tsimopoulou, et al. 

2015, 2015; Hajek et al. 
2017; Lopez et al. 2016; 

Ramôa et al. 2016; 
St.Helen et al. 2016; 
Wagener et al. 2017; 
Yingst et al. 2019)  

3ème génération 12 – 17 5 – 6 94 (Hajek et al. 2017; 
Wagener et al. 2017) 

Dispositifs à base de sels de 

nicotine 
    

Système JUUL® 5 – 20 4 – 8 ND (Hajek et al. 2020; 
O’Connell et al. 2019) 

Cmax : concentration maximale dans la matrice étudiée.  

Tmax : temps nécessaire pour atteindre la Cmax.  

ND : non-déterminé. 
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ii. Distribution de la nicotine 

Dans le système sanguin la nicotine se trouve majoritairement sous forme libre, la liaison aux 

protéines plasmatiques étant inférieure à 5 %. La nicotine est amplement distribuée dans le 

corps, la molécule ayant une plus forte affinité pour le foie, le rein, la rate et les poumons et une 

moindre affinité pour le tissu adipeux (Urakawa et al. 1994). Le volume de distribution de la 

nicotine (Vd) varie entre 104 et 241 L (Hukkanen et al. 2005; Linakis et al. 2017; Marchand et 

al. 2017).  

La vitesse de passage de la nicotine vers les structures cérébrales et les effets pharmacologiques 

qui en résultent dépendent de la voie d’administration. Après consommation d’une cigarette 

traditionnelle, la nicotine passe directement par le sang veineux pulmonaire puis dans le 

ventricule gauche pour ensuite être distribuée dans le cerveau grâce à la circulation artérielle. 

En utilisant de la [11C]nicotine, Berridge et ses collègues ont montré que la moitié de la nicotine 

passant au niveau central est répartie de manière homogène dans le cerveau en moins de 15 

secondes, ce qui permet au fumeur d’ajuster sa prise de nicotine pour obtenir l’effet recherché 

(Berridge et al. 2010). De plus, une étude récente a montré des résultats similaires après une 

bouffée d’aérosol de e-cigarette : après un puff, 27 secondes ont été suffisantes pour obtenir 

50 % de la concentration maximale de nicotine dans le cerveau (Solingapuram Sai et al. 2020). 

Plus étonnant encore, la cinétique d’accumulation de la nicotine dans le cerveau est deux fois 

plus lente chez les sujets nicotine-dépendants (résultat au test de Fagerström ≥ 5) par rapport 

aux sujets non-nicotine-dépendants (résultat au test de Fagerström = 0), sûrement à cause d’un 

relargage plus lent de la nicotine des poumons vers le sang chez les sujets nicotine-dépendants 

(Rose et al. 2010).  

Pour les autres voies d’administration (orale, transdermique ou nasale), la concentration 

nicotinique cérébrale augmente de façon plus progressive.    
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iii. Métabolisme de la nicotine 

La nicotine est principalement métabolisée dans le foie, mais un faible métabolisme peut 

s’effectuer dans la muqueuse nasale, les poumons, les reins et le cerveau (Benowitz, Hukkanen, 

and Jacob 2009; Bloom, Wang, and Kharasch 2019; Gorrod and Jenner 1975; Teitelbaum et al. 

2018, 2018; Vähäkangas and Pelkonen 1993). La cotinine est le principal composé issu du 

métabolisme de la nicotine (70 – 80 %), suivie de la nicotine-N-1’-oxyde issue de la 

métabolisation par la flavine mono-oxydase 3 (FMO3) (7,6 %), la forme glucuronidée nicotine-

N-glucuronide (4 %) et la forme déméthylée nornicotine (0,7 %) (Byrd et al. 1992).  

Le métabolisme de la nicotine en cotinine passe par une première étape d’oxydation effectuée 

par les isoformes du cytochrome P450, le 2A6 (CYP2A6) principalement, qui transforment la 

nicotine en l’ion nicotine-Δ1′(5′)-iminium qui est en équilibre avec la 5′-hydroxynicotine, puis 

une aldéhyde oxydase cytoplasmique (AOX) transforme l’ion nicotiniminium en son dérivé 

lactame, la cotinine (Hibberd and Gorrod 1983; Murphy 1973). La cotinine est à son tour 

métabolisée principalement en trans-3’-hydroxycotinine par le CYP2A6 (33 – 40 %) (Benowitz 

2009). Le ratio trans-3’-hydroxycotinine/cotinine (ou « nicotine metabolite ratio » ou NMR) 

est utilisé comme marqueur phénotypique pour l’activité du CYP2A6 dont on connait des 

variations génétiques.  

Les principales voies métaboliques de la nicotine et de la cotinine sont illustrées dans la 

Figure 10.  
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Figure 10 – Principales voies de transformation de la nicotine et de la cotinine chez l’homme avec les enzymes 

impliquées dans les différentes réactions (Nakajima and Yokoi 2005). 

Alors que la demi-vie plasmatique de la nicotine est courte (2 heures), celle de la cotinine est 

de 16 heures environ, ce qui fait de la cotinine le marqueur plasmatique de choix pour mesurer 

l’exposition à la nicotine et pour vérifier l’abstinence de consommation nicotinique (Benowitz 

2009). 

iv. Excrétion 

La nicotine est excrétée par le rein par filtration glomérulaire. Un pourcentage de 15 % de la 

cotinine est excrété sous forme non-modifiée, le pourcentage restant étant métabolisé en trans-

3’-hydroxycotinine qui est le métabolite principalement retrouvé dans les urines et sa forme 

glucuronidée (trans-3’-hydroxycotinine-O-β-D-glucuronide), en cotinine-N-1-β-glucuronide, 

en cotinine-N-1-oxyde et en 5’-hydroxycotinine. La trans-3’-hydroxycotinine est le métabolite 

urinaire de choix pour vérifier l’abstinence de consommation nicotinique. Les métabolites de 

la nicotine sont aussi retrouvés dans la salive et les cheveux. 
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4) Arômes 

En 2014, il y avait plus de 7 500 arômes présents dans des e-liquides disponibles sur le marché 

(Zhu et al. 2014). Ces arômes sont généralement classés en 5 catégories : arômes fruités, arômes 

sucrés, arômes mentholés, arômes «  tabac » et autres (Yingst et al. 2017). 

Aux Etats-Unis, les catégories d’arômes pour e-liquides les plus vapotées par les utilisateurs 

adultes sont les arômes mentholés (37,4 %), les arômes fruités (31,2 %) et les sucrés (16,2 %) 

(Schneller et al. 2018). En France, les principaux arômes déclarés dans la composition des e-

liquides par les fabricants sont les arômes fruités (25 %), l’arôme fruits rouges étant 

prédominant dans cette catégorie, les arômes sucrés (14 %), suivis de près par les arômes 

« tabac » (8 %) et les arômes mentholés (5 %) (Figure 11) (site consulté le 07/10/2022, 

https://www.anses.fr/en/system/files/CONSO2018SA0189Ra-1.pdf). 

 
Figure 11 – Répartition de la fréquence des ingrédients déclarés comme arômes par les fabricants en France. 

Source : https://www.anses.fr/en/system/files/CONSO2018SA0189Ra-1.pdf, site consulté le 07/10/2022. 

Selon leur classification chimique, un peu plus d’un tiers des arômes retrouvés dans les e-

liquides sont des esters, suivis des terpènes et des cétones qui représentent environ 15 % des 

molécules (Figure 12) (Omaiye et al. 2019). 
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Figure 12 – Classification des arômes, selon leur nature chimique, en fonction de leur fréquence d'apparition 

dans les liquides pour cigarettes électroniques. Source : Omaiye et al., 2019 

Les concentrations détectées d’arômes chimiques vont de 0,85 µg/mL à 343 mg/mL. Environ 

85 % des e-liquides ont des concentrations totales d’arômes supérieures à 1 mg/mL et environ 

un tiers de ces dernières sont supérieures à 10 mg/mL (Figure 13) (Omaiye et al. 2019).  

 
Figure 13 – Concentrations totales d'arômes dans les liquides pour cigarettes électroniques. Source : Omaiye et 

al., 2019 

Il existe un risque d’attrait et d’initiation du vapotage chez les adolescents ou d’augmentation 

de l’utilisation en raison des arômes contenus dans le e-liquides, alors que l’innocuité sur la 

santé humaine de ces arômes par voie inhalée n’a pas été démontrée. L'organisation responsable 

de la certification des arômes alimentaires pour la FDA, la Flavor Extracts Manufacturers 

Association (FEMA), a spécifiquement déclaré qu'elle n'évalue pas les arômes pour leur 

utilisation dans les e-cigarettes ou pour toute exposition autre que l'ingestion (site consulté le 
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07/10/2022, https://www.femaflavor.org/node/24344). De plus, des études qui analysaient les 

arômes de certains e-liquides ont montré que beaucoup de ces arômes pouvaient générer des 

aldéhydes lors de leur aérosolisation, avec un potentiel irritant pour les voies aériennes 

(Farsalinos, Kistler, Gillman, et al. 2015; Gillman et al. 2016). Il en découle l’hypothèse que 

plus il y a un nombre important d’arômes chimiques et que leur concentration est élevée dans 

les e-liquides, plus ces derniers seraient toxiques (Hua et al. 2019). In vitro, les effets du 

cinnamaldéhyde (arôme cannelle), de la vanilline (arôme vanille), de l’éthyl-maltol (arôme 

caramel) et du menthol (arôme menthe) sont les plus étudiés.  

a) L’effet des arômes sur le stress oxydant 

Dans une étude qui a évalué la production de radicaux libres dans l’aérosol de quarante-neuf e-

liquides sans nicotine disponibles dans le commerce, il a été montré que la production de 

radicaux libres augmente significativement quand la concentration d'éthyl-maltol augmente. De 

manière plus étonnante, la présence d'éthyl-vanilline a significativement diminué la production 

de radicaux libres par rapport à un contrôle sans arômes (Bitzer et al. 2018). Des études ont 

montré que l'éthyl-vanilline et la vanilline possèdent de puissantes propriétés antioxydantes in 

vitro et in vivo, ce qui peut expliquer cette inhibition de production de radicaux libres (Tai, 

Sawano, Yazama, et al. 2011; Tai, Sawano, and Yazama 2011). Cependant, d’autres études 

montrent que la vanilline et l’éthyl-vanilline réduisent significativement la production d'ATP 

dans les cellules épithéliales des bronchioles BEAS-2B (Jabba et al. 2020). La diminution des 

capacités de production d'ATP provoque un stress cellulaire et une possible cytotoxicité. Sur 

des cellules épithéliales bronchiques humaines, les e-liquides contenant du cinnamaldéhyde 

perturbent la fonction mitochondriale, inhibent les processus bioénergétiques et réduisent les 

niveaux d'ATP, induisant ainsi une altération de la motilité ciliaire, ce qui peut augmenter le 

risque d'infections respiratoires chez les utilisateurs de ces e-liquides (Clapp et al. 2019).  
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b) L’effet des arômes sur l’inflammation 

L’exposition de la lignée des cellules alvéolaires A549 à un e-liquide aromatisé à la cannelle 

stimule la sécrétion d’IL-8 et de Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) et ce d’autant 

plus que la concentration de nicotine dans le e-liquide augmente (Bengalli et al. 2017). Un e-

liquide « cannelle » est également capable de stimuler de manière significative la sécrétion d'IL-

8 par les fibroblastes pulmonaires à des niveaux qui sont comparables à ceux produits par 

l’exposition à l’extrait de cigarette classique (Lerner et al. 2015). L’IL-8 et le MCP-1 stimulent 

la migration des neutrophiles et des macrophages à travers l'endothélium et peuvent activer 

leurs fonctions pro-inflammatoires.  

c) L’effet des arômes sur la mort cellulaire 

Le cinnamaldéhyde présente un puissant effet cytotoxique, même à faible concentration 

(0,17 µM ou 2,2 mg/mL) induisant une perte de croissance et de motilité des cellules souches 

embryonnaires, mais également en déclenchant des mécanismes apoptotiques et des dommages 

de l'ADN (Behar et al. 2016). Ainsi, dans une étude, parmi 35 e-liquides testés sur trois types 

cellulaires différents (cellules souches embryonnaires humaines, cellules souches neurales de 

souris et fibroblastes pulmonaires humains), le e-liquide « Cannelle de Ceylan » était le seul à 

produire des effets cytotoxiques importants sur les trois types cellulaires analysés, avec des IC50 

sur la viabilité cellulaire qui étaient inférieures à des concentrations de 0,1 % (Bahl et al. 2012).  

Sur les cellules souches neurales de souris et les cellules épithéliales des bronchioles BEAS-

2B, Hua et ses collaborateurs ont découvert que la vanilline, l'éthyl-vanilline et l'éthyl-maltol 

étaient les molécules les plus toxiques des e-liquides (comparaison des valeurs des IC50) (Hua 

et al. 2019). Sur la lignée des cellules alvéolaires A549, l’éthyl-maltol et la vanilline ont induit 

une diminution de la viabilité cellulaire mesurée par le test au MTT (Behar et al. 2018). 
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Par ailleurs, sur la lignée hépatocytaire HepG2, une étude a montré que la vanilline et l'éthyl-

maltol diminuaient la viabilité cellulaire. De plus, une exposition répétée a été plus 

hépatotoxique comparée à une exposition unique, conduisant à l'hypothèse qu’un vapotage 

chronique pourrait entraîner une hépatotoxicité. Plus intéressant, le cinnamaldéhyde n’a pas 

produit de toxicité sur les cellules HepG2, une innocuité pouvant s’expliquer par l’absence de 

récepteurs du cinnamaldéhyde (transient receptor potential ankyrin 1 ou TRPA1) dans la lignée 

HepG2 (Rickard et al. 2021). 

Dans la suite de ce chapitre, nous discuterons plus en détail les effets du menthol. 

d) Exemple d’un des arômes le plus étudié : le menthol 

Depuis le 20 mai 2020, les cigarettes mentholées ne peuvent plus être commercialisées dans 

l’UE. Cependant, pour les adeptes du menthol, l’alternative de la e-cigarette est encore possible. 

Le choix de e-liquides mentholés est pléthorique puisque les produits existants sur le marché 

déclinent tous les types de fraîcheur allant de la menthe glaciale aux arrangements menthe 

fruitée. 

Les concentrations de menthol trouvées dans les e-liquides commercialisés sont similaires à 

celles trouvées dans les cigarettes classiques, allant de 3,7 à 14,7 mg/g de produit. De faibles 

concentrations de menthol ont également été identifiées dans 40 % des e-liquides contenant 

l’arôme tabac, mais prétendument sans menthol (Lisko et al. 2015). 

i. Propriétés physico-chimiques 

Le menthol, ou 5-methyl-2-(1-methylethyl)cyclohexanol est un monoterpène naturel de la 

famille des alcools secondaires, extrait de l’huile essentielle des plantes du genre Mentha ou 

produit par synthèse chimique. Le menthol est connu depuis l’antiquité et il représente l’arôme 

le plus répandu après les arômes vanille et citron.  
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La molécule présente trois carbones asymétriques et il existe 4 paires d’isomères optiques du 

menthol. La forme naturelle ayant des propriétés sensorielles et pharmacologiques est le (-)-

menthol (ou L-menthol) et le mélange racémique (+/-)-menthol obtenu de manière synthétique 

présente également des propriétés actives (Figure 14). 

 
Figure 14 – Structure des isomères du menthol. 

Le menthol se présente sous forme de cristaux incolores ou blancs en forme d’aiguille, ayant 

une odeur caractéristique de menthe et une température de fusion de 41-44°C. 

Le menthol est un composé lipophile, son Logoctanol/eau étant de 3,4 (Turina et al. 2006). Il est 

soluble dans l’éthanol et le chloroforme, et très faiblement soluble dans l’eau.  

Le menthol possède une toxicité relativement faible après ingestion orale, la DL50 chez le rat 

étant de 1,58 g/kg.  

ii. Rôle du menthol dans l’addiction nicotinique 

De nombreux effets du menthol ont été décrits dans la littérature. Premièrement, le menthol 

contenu dans les cigarettes classiques réduit l’intensité des sensations désagréables dans la 

bouche, la gorge et le nez. En conséquence, les fumeurs perçoivent les cigarettes au menthol 

comme moins nocives (Ahijevych and Garrett n.d.; Lee and Glantz 2011). De plus, ces mêmes 
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propriétés sensorielles sont de puissants déclencheurs de l'envie de fumer. Ainsi, le menthol 

facilite l’inhalation et peut faciliter l’initiation du tabac chez les jeunes (Kreslake, Wayne, and 

Connolly 2008). Troisièmement, le menthol renforce l’addiction au tabac. Les fumeurs de 

cigarettes mentholées ne possèdent pas de résultats différents au test de Fagerström pour la 

dépendance à la nicotine par rapport aux fumeurs de cigarettes non-mentholées. Cependant, des 

études ont trouvé un temps plus court entre le réveil et la première cigarette chez les fumeurs 

de cigarettes au menthol, ce qui indique des niveaux plus élevés de dépendance (Hoffman and 

Simmons 2011). Enfin, le menthol peut également agir centralement sur les récepteurs 

nicotiniques dans l'aire tegmentale ventrale et avoir un impact sur les effets aigus et les 

propriétés de renforcement central de la nicotine (Hans, Wilhelm, and Swandulla 2012; 

Wickham 2015). 

iii.   Propriétés cellulaires et moléculaires du menthol 

Les propriétés rafraichissantes du menthol sont dues à l’activation de récepteurs canaux de la 

superfamille des Transient Receptor Potential (TRP). Les canaux TRP ont des structures 

tétramériques formées par 6 sous-unités transmembranaires et des pores cations-sélectifs avec 

une forte perméabilité pour le Ca2+. Ces canaux sont activés par des stimuli physiques tels que 

l'étirement, la pression osmotique ou la température, ainsi que des stimuli chimiques comme 

les acides gras et des lipides membranaires (Bradshaw, Raboune, and Hollis 2013).  

Le menthol stimule plus spécifiquement les récepteurs TRPM8 (TRP melastatin member 8) à 

des concentrations allant de 10 µM à 1 mM. L'activation de ces récepteurs stimule l’influx du 

Ca2+ dans la cellule. L’action du menthol sur les cellules présente de fortes similitudes avec 

celle induite par le froid (McKemy, Neuhausser, and Julius 2002; Peier et al. 2002). Ainsi, pour 

induire ces effets, le menthol ne semble pas se fixer sur les récepteurs, mais plutôt modifier les 

caractéristiques physico-chimiques des bicouches lipidiques par ses propriétés lipophiles, ce 
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qui induit des altérations dans le fonctionnement des récepteurs. Les récepteurs TRPM8 ne sont 

pas les seules cibles moléculaires du menthol car d’autres effets ont été décrits dans la littérature 

notamment des effets passant par d’autres familles de récepteurs de type protéine-canal ou 

encore des canaux voltage-dépendants (Oz et al. 2017). 

Dans la littérature, les e-liquides contenant du menthol sont à l’origine d’une augmentation du 

Ca2+ cytoplasmique des cellules épithéliales bronchiques humaines primaires et de la lignée 

cellulaire de cancer de poumon humain Calu-3 (Rowell et al. 2020). Par ailleurs, le Ca2+ 

cellulaire exerce un rôle important dans l’homéostasie pulmonaire, mais aussi dans la régulation 

de l'activation des cellules immunitaires et le contrôle de l'initiation et de la persistance de 

l'inflammation (Immler, Simon, and Sperandio 2018). Sur un modèle d’embryons de poisson 

zèbre, le e-liquide « Mint » a induit une réponse pro-inflammatoire, entraînant la migration des 

polynucléaires neutrophiles à partir de la niche vasculaire du tissu hématopoïétique caudal sur 

une surface tissulaire plus grande que les embryons témoins qui possédaient des polynucléaires 

neutrophiles regroupés et au stade de repos (Onyenwoke et al. 2022). En plus de l’effet pro-

inflammatoire des e-liquides contenant du menthol, Lamb et ses collègues ont constaté que 

l'exposition des cellules épithéliales bronchiques à des e-cigarettes aromatisées au menthol 

provoquait un dysfonctionnement mitochondrial, modifiant l’activité de la chaine de respiration 

mitochondriale basale et maximale et affectant par conséquent le stress oxydant mitochondrial 

(Lamb, Muthumalage, and Rahman 2020). La présence de (+/-)-menthol a également été 

associée à une diminution de la viabilité cellulaire et à une augmentation des dommages à 

l'ADN, même à de faibles niveaux dans les cellules lymphoblastoïdes humaines TK6 et les 

cellules ovariennes de hamster chinois (Al-Saleh et al. 2020). Enfin, l’apparition de processus 

apoptotiques identifiés par l’augmentation du ratio bax/bcl-2 et de la caspase-3 et de processus 

autophagiques suivis par l’augmentation du marqueur LC3-II, ont été décrits après exposition 
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des cellules épithéliales humaines de l’oreille moyenne aux e-liquides mentholés (Go et al. 

2020). 

5) Additifs 

En plus des 4 composants majoritairement retrouvés dans les e-liquides (PG, VG, nicotine et/ou 

arômes), d’autres composants peuvent être présents comme des colorants, des alcools ou encore 

de l’eau. Tous ces éléments additifs peuvent être à un moment ou un autre à l’origine d’effets 

cellulaires qui ne sont que peu étudiés à l’heure actuelle.  
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IV. Les aérosols de cigarette électronique 

Quand un utilisateur tire une bouffée sur une e-cigarette, le e-liquide est chauffé, mis en aérosol, 

et inhalé. Si les différents composants d’un e-liquide sont bien caractérisés et ont pu être décrits 

plus haut, la composition de l’aérosol inhalé est beaucoup plus complexe car en fonction du e-

liquide et du dispositif utilisés, une pléthore de produits chimiques peut être présente. Pour 

exemple peuvent être mentionnés des composés liés à la matrice de la résistance, des impuretés 

liées à la nicotine et à son éventuelle extraction à partir du tabac, des arômes, des métaux ou 

encore des composés liés à la dégradation thermique du liquide ou du dispositif utilisé. La 

variabilité et la possibilité de personnalisation de ces dispositifs complexifient l'analyse de 

l’aérosol émis, et peuvent dissimuler des substances dangereuses qui peuvent être délivrées à 

l'utilisateur ou à son environnement.  

Premièrement, comme décrit dans le chapitre précédent, il a été démontré que le PG et la VG 

se décomposent à des températures élevées en générant des composés organiques volatils 

comme le formaldéhyde, l'acétaldéhyde, le glyoxal ou le méthylglyoxal avec des propriétés 

toxiques potentielles (Kosmider et al. 2014; Ooi et al. 2019; Son, Weisel, et al. 2020). Leur 

formation est directement liée à la température du dispositif de e-cigarette pendant la formation 

de l'aérosol. Certains dispositifs rechargeables à haute puissance paramétrés avec une résistance 

inférieure à 1 Ω) peuvent produire des niveaux de composés organiques bien supérieurs à ceux 

des cigarettes classiques (Talih et al. 2017). La présence de benzène et de toluène attire 

également l’intérêt des scientifiques, même si la concentration de ces polluants cancérogènes 

dans l’air expiré des vapoteurs s'est avérée inférieure à celle des fumeurs (Marco and Grimalt 

2015). Des concentrations nettement plus faibles de pesticides et d’hydrocarbures aromatiques 

polycycliques ont également été mesurées dans les aérosols de cigarette électronique par rapport 

à la fumée de cigarette classique (Beauval et al. 2017; Dusautoir et al. 2021). 



 54 

Deuxièmement, l’utilisation de nicotine extraite du tabac augmente le risque de présence de 

nombreux dérivés et impuretés de la nicotine comme l’anabasine, la myosmine ou encore les 

nitrosamines. Ces dernières sont formées principalement lors de la réaction de nitrosation d’une 

amine des précurseurs alcaloïdes (nicotine, nornicotine, anabasine et anatabine) pendant les 

étapes de séchage, fermentation et vieillissement du tabac. Deux membres de cette famille, la 

N-nitrosonornicotine (NNN) et la 4-(méthylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) ont 

été classés comme cancérogènes connus pour l'Homme par le Centre International de 

Recherche sur le Cancer (CIRC). Des études ont montré la présence de nitrosamines et 

d’impuretés liées à la nicotine dans les liquides pour cigarette électronique et les aérosols 

produits à des niveaux faibles et largement inférieurs à ceux contenus dans la fumée de cigarette 

classique (Goniewicz et al. 2014; Han et al. 2016; Margham et al. 2016).  

Troisièmement, l’utilisation d’arômes dans les liquides pour cigarette électronique comme le 

diacétyle, la 2,3-pentanedione, l'acétoïne (arômes « beurre » ou « crème »), le cinnamaldéhyde 

(arôme « cannelle »), le benzaldéhyde (arôme « cerise ») a été remise en question, surtout après 

que le diacétyle associé à la bronchiolite oblitérante ou maladie du « poumon de pop-corn » a 

été retrouvé dans 39 des 51 des liquides analysés par Allen et ses collaborateurs (Allen et al. 

2016). Des équipes de recherche ont également observé que d’autres substances chimiques 

peuvent être néoformées à partir de ces arômes par réaction avec les véhicules (PG ou VG) à 

température ambiante ou lors de l’aérosolisation du liquide. Dans des études in vitro, les 

molécules néoformées étaient plus nocives que les arômes initiaux (Erythropel et al. 2019; 

Jabba et al. 2020; Kerber and Peyton 2022).  

Divers métaux lourds comme l’aluminium, le nickel, le cuivre, le chrome, le plomb ou le zinc, 

probablement émis par la résistance lors de son chauffage ou lors de sa dégradation, ont 

également été identifiés dans l’aérosol de e-cigarette, principalement lors d’un vapotage intensif 

(Olmedo et al. n.d.; Rastian, Wilbur, and Curtis 2022; Zhao et al. 2022).  
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V. Les problématiques posées par la e-cigarette 

La cigarette électronique est de plus en plus prisée par les utilisateurs de tabac en tant que 

nouveau dispositif délivrant de la nicotine. En 2019, une première étude clinique randomisée et 

contrôlée ayant pour critère principal de jugement l’abstinence tabagique à 52 semaines a 

montré la supériorité de la cigarette électronique par rapport aux substituts nicotiniques 

classiques présents sur le marché (Hajek et al. 2019). En 2020, une méta-analyse a montré que 

l’utilisation de la e-cigarette contenant de la nicotine aide les fumeurs à quitter le tabac par 

rapport aux e-cigarettes sans nicotine et par rapport aux substituts nicotiniques (Hartmann-

Boyce et al. 2020). Toutefois, en 2021, une autre méta-analyse indiquait qu'il n'y a pas de 

preuves irréfutables d'une différence d'effet entre les e-cigarettes contenant de la nicotine et les 

traitements substitutifs nicotiniques sur l'incidence de l'arrêt du tabac à 24-26 semaines 

(Quigley et al. 2021). Tous ces éléments laissent planer une incertitude concernant l’efficacité 

réelle des e-cigarettes dans le sevrage tabagique (Annexe 1). Par ailleurs, si les premières 

générations de e-cigarettes délivraient des quantités insuffisantes de nicotine et ne satisfaisaient 

pas les utilisateurs, l’évolution rapide des systèmes électroniques de délivrance de la nicotine 

et notamment les e-cigarettes de 3ème génération, a permis l’apparition de dispositifs plus 

efficaces permettant des apports en nicotine proches de ceux d’une cigarette classique. De plus, 

en modifiant les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine selon le paramétrage de ces 

systèmes et selon le e-liquide utilisé, le risque de maintenir voire d’induire une addiction à la 

nicotine n’est plus négligeable. Ainsi, une étude de laboratoire a montré que le ratio des 

composants PG/VG dans le e-liquide peut moduler la présence de nicotine dans l’aérosol 

produit. Toutefois, aucune étude clinique de pharmacocinétique n'a évalué l'absorption de 

nicotine en comparant deux e-liquides qui varient par leur composition en PG et en VG.  

A ce jour, il est bien établi que la fumée de tabac engendre des effets graves sur la santé des 

utilisateurs par des mécanismes qui font intervenir des médiateurs du stress oxydant et de 



 56 

l'inflammation sur de nombreux organes (poumon, cœur, vaisseaux…). Les e-cigarettes, quant 

à elles, sont commercialisées comme étant sans danger ou moins dangereuses que le tabac, leurs 

défenseurs affirment le bénéfice net de ces systèmes dans la réduction du tabagisme et, par 

conséquent, des maladies liées au tabagisme. Cependant, de plus en plus de travaux mettent en 

évidence la cytotoxicité des e-cigarettes. Par ailleurs, le marché très dynamique de la « vape » 

et la grande variabilité dans la composition des e-liquides complexifient les recherches 

scientifiques sur ce sujet. En effet, les e-liquides contiennent une variété abondante d'arômes 

(naturels ou obtenus par synthèse) présents dans différents ratios PG/VG, sans ou avec de la 

nicotine présente à différentes concentrations.  

Au regard de tous ces éléments, la question des effets des principaux composants des liquides 

des e-cigarettes chez l’Homme, in vivo et in vitro, reste essentielle et totalement ouverte.   
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VI. Objectifs des travaux de thèse 

Pour apporter des éléments de réponse aux problématiques développées dans le paragraphe 

précédent, mes travaux de thèse ont eu pour principaux objectifs : 

1) Chez l’Homme : dans l’étude clinique VAPexp’AIR, l’objectif était de comparer la 

pharmacocinétique de la nicotine et la formation d’espèces pro-oxydantes après 

vapotage de deux e-liquides qui diffèrent par leur ratio PG/VG chez des sujets adultes 

sains qui maitrisent l’acte de vapotage. 

2) Chez la souris : l’objectif était de valider un modèle murin sensible à l’exposition 

chronique à la cigarette classique en développant une inflammation chronique des voies 

respiratoires, ce modèle devant ensuite être utilisé comme contrôle positif (tabagique) 

en comparaison à des groupes de souris exposés aux e-cigarettes. 

3) In vitro dans un modèle cellulaire de barrière alvéolo-capillaire : l’objectif était de 

comparer les effets pulmonaires des principaux composants des e-liquides (véhicules, 

nicotine) et de cinq e-liquides commercialisés, aromatisés avec et sans nicotine, sur un 

nouveau modèle cellulaire robuste de barrière alvéolo-capillaire. Un focus a été fait sur 

les modifications de l’intégrité membranaire, du stress oxydant, de l’inflammation et de 

la viabilité cellulaire induites par les composants et les 5 e-liquides commercialisés. 
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1ère partie : Pharmacocinétique de la nicotine et 

formation de radicaux libres de l’oxygène chez 

l’Homme : étude clinique VAPexp’AIR 
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I. VAPexp’Air : Objectifs de la recherche 

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer les profils pharmacocinétiques nicotiniques 

obtenus après vapotage de deux e-liquides qui diffèrent par leur composition en PG/VG chez 

des sujets adultes sains qui maitrisent l’acte de vapotage. 

Les objectifs secondaires sont de :  

- Modéliser, par une étude de population, la pharmacocinétique de la nicotine. 

- Identifier les molécules absorbées et/ou modifiées par l’organisme lors du vapotage 

pour 2 e-liquides dont la composition en excipients change. 

- Mesurer la cinétique d’absorption d’autres molécules (s’il en existe) dans le 

compartiment systémique. 

- Mesurer la cinétique de production de radicaux libres de l’oxygène (RLO) dans le 

compartiment systémique. 

Le critère principal de jugement s’appuie sur l’étude pharmacocinétique de la nicotine par la 

mesure de la nicotine plasmatique après vapotage des deux liquides à différents temps de 

prélèvement (T0, T10, T20, T40, T80 minutes après le début du vapotage). 

Ici, seront abordés deux de ces objectifs, c’est-à-dire comparer la pharmacocinétique de la 

nicotine et la formation de RLO après vapotage de deux e-liquides qui diffèrent par leur ratio 

en PG/VG. 

II. Autorisations légales et financement de l’essai clinique  

1) Autorisations légales 

L’essai clinique VapEexp’Air promu par les Hôpitaux Universitaires de Strasbourg (HUS) (PRI 

2016 – HUS n°6911) est un essai clinique de catégorie 2 de la Loi Jardé (RIPH2) c’est-à-dire 

classé comme recherche interventionnelle à risques et contraintes minimes (avis favorable du 
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Comité de Protection des Personnes du 24/04/2018). L’ensemble des sujets participant à l’étude 

ont donné au préalable leur consentement libre et éclairé. Les résultats présentés ici concernent 

les 19 premiers individus inclus dans l’étude.  

2) Financement 

Cette recherche a fait l’objet d’un financement par la société GAÏATREND SARL (10 Route 

de Strasbourg, F-57410 Rohrbach-lès-Bitche). 

III. Plan expérimental 

Cette étude est monocentrique, randomisée en cross-over, en simple-insu et se compose de deux 

bras d’étude. Le bras A reçoit le e-liquide 1 (EL1) à la première visite et le e-liquide 2 (EL2) à 

la deuxième, alors que le bras B reçoit le EL2 à la première visite et le EL1 à la deuxième. Le 

schéma de l’étude est le suivant (Figure 15) :  

 

Figure 15 – Schéma expérimental de l’étude VAPexp’AIR. 

IV. Population de l’étude  

1) Calcul du nombre de sujets nécessaires 

Au moment de la construction de l’essai clinique VAPexp’AIR, dans la mesure où très peu 

d’études pharmacocinétiques des produits de vapotage existaient, il était difficile d’anticiper les 

valeurs attendues. De ce fait, un nombre de sujets nécessaire a été obtenu de manière très 

empirique de la façon suivante : en normant l’aire sous la courbe de sorte que l’AUC moyenne 

A  

B 
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E-liquide 2  E-liquide 1 

E-liquide 1 E-liquide 2 

Visite d’inclusion Randomisation  Visite 1  Visite 2  
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soit de 1 avec un écart-type de 0,1, un échantillon de 50 sujets permettra d’avoir une largeur 

d’intervalle de confiance de l’AUC sur une mesure de pharmacocinétique qui soit comprise 

dans un intervalle d’une précision de 0,062 (intervalle de confiance à 95 %) avec une probabilité 

de l’ordre de 83,4 %. Avec ce même effectif, la précision de l’intervalle est de 0,064 dans 

environ 90 % des intervalles. Nous considérons donc que cet effectif est suffisant dans le 

contexte présent. 

2) Recrutement et critères d’inclusion/non-inclusion 

Le recrutement des sujets s’effectue via une affiche postée sur le site intranet des HUS, sur les 

plateformes de communication avec les étudiants en études de santé (facultés de médecine et 

de pharmacie, école d’orthophonie et instituts de formation des soins infirmiers), ainsi que par 

transmission de l’information de personne à personne. Des sujets sains, âgés de 18 à 35 ans 

(femmes et hommes) maitrisant l’acte de vapotage, utilisant habituellement un e-liquide dont 

la concentration en nicotine est supérieure à 6 mg/mL, étant des vapoteurs exclusifs ou 

utilisateurs de cigarettes classique et électronique (« dual users ») peuvent être inclus. Les 

sujets recrutés doivent être aptes à comprendre les objectifs et les risques liés à la recherche et 

à donner leur consentement pour participer à l’étude. Ils ne doivent souffrir d’aucune pathologie 

chronique, ni avoir de dépendance à l’alcool ou à des stupéfiants. L’ensemble des critères 

d’inclusion et de non-inclusion sont listés dans l’Annexe 2. 

V. Déroulement de l’essai clinique 

1) Visite de pré-sélection 

La pré-sélection des sujets est réalisée par contact téléphonique par l’équipe du centre 

d’investigation clinique (CIC) du Nouvel Hôpital Civil de Strasbourg (NHC). Ce contact 

téléphonique a pour objectif de présenter l’essai, de juger de la motivation des sujets à participer 
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et à se conformer au calendrier de l’étude, d’informer les sujets des critères d’exclusion et de 

leur envoyer la notice d’information concernant l’étude. 

Ce contact téléphonique est effectué entre 1 semaine et 1 mois avant la visite d’inclusion. Pour 

les sujets potentiellement éligibles, un premier délai de réflexion leur est ainsi laissé. 

2) Visite d’inclusion V0 

La visite d’inclusion V0 est réalisée au CIC avant tout examen lié à la recherche. L’investigateur 

recueille le consentement libre, éclairé et écrit du volontaire. La date à laquelle le sujet a accepté 

de participer à la recherche est notée dans le dossier médical. Le cas échéant, la date éventuelle 

d’opposition à sa participation y est également notée.  

Les examens/actes suivants sont réalisés, afin de confirmer l’éligibilité du sujet et la poursuite 

de sa participation à l’étude : 

• Recueil des antécédents médicaux et chirurgicaux. 

• Examen physique : poids, taille, signes vitaux (fréquence cardiaque, pression artérielle, 

fréquence respiratoire, saturation en oxygène), examen médical. 

• Prélèvement sanguin pour l’analyse des paramètres de sécurité : urée, glycémie, 

créatinine, ionogramme, ASAT, ALAT, bilirubine totale, GGT, NFS, CRP, β-HCG 

chez la femme. 

• Bilan spirométrique : le sujet est assis au repos au moins 5 minutes avant la réalisation 

de l’examen. Les valeurs mesurées sont le volume courant, la fréquence respiratoire et 

la ventilation minute. Un bilan spirométrique anormal fait l’objet d’une non-inclusion 

du sujet. 
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Les résultats de cette visite médicale et les résultats des paramètres biologiques mesurés 

permettent de confirmer l’éligibilité des volontaires. Si tel est le cas, un rendez-vous leur est 

fixé par téléphone pour la poursuite du protocole. 

3) Randomisation 

La randomisation s’effectue après la visite d’inclusion et la vérification que tous les critères 

d’éligibilité sont conformes. La randomisation est effectuée via l’eCRF CleanWeb par le 

technicien de recherche clinique du CIC. Pour cette étude en cross-over, l’ordre d’attribution 

des 2 produits est ainsi fonction de la randomisation.  

4) Déroulement de la visite de suivi V1 

Cette visite est réalisée dans le Service des Épreuves Fonctionnelles Respiratoires (EFR) du 

NHC. Les volontaires doivent être à jeun (hors eau) depuis au moins 1 heure avant l’heure de 

rendez-vous. La consommation de tabac et/ou de e-cigarette, d’alcool, de bonbons ou sprays 

aromatisés est proscrite 1 heure avant l’expérimentation. La pratique d’un sport intensif la veille 

et le jour de l’expérimentation est interdite. 

Le jour de l’évaluation, le volontaire est accueilli dans le service. A son arrivée, le déroulement 

de l’expérimentation lui est présenté (Annexe 3), ainsi que le système de prélèvement de l’air 

expiré. Les signes vitaux (fréquence cardiaque, pression artérielle, fréquence respiratoire, 

saturation en oxygène) sont vérifiés. Avant tout vapotage, les analyses en conditions de base 

sont réalisées : prélèvement d’air ambiant de la pièce, analyse de la capacité respiratoire du 

sujet par spirométrie (volume courant, fréquence respiratoire et ventilation minute), 

prélèvement d’air expiré du sujet.  

Un cathéter veineux périphérique est inséré dans une veine de l’avant-bras pour les 

prélèvements sanguins de pharmacocinétique et d’étude du stress oxydant. 
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Un premier prélèvement sanguin est réalisé avant l’étape de vapotage (T0). 

Le vapotage se fait selon une méthodologie standardisée grâce à une vidéo incluant un 

chronomètre et des alarmes de rappel pour les différentes étapes. Une inhalation de 3 secondes 

suivie d’une pause de 30 secondes sont répétées 20 fois. L’angle entre la e-cigarette et le sujet 

est d’environ 45° pendant le vapotage et lors des 30 secondes d’interruption le système de 

vapotage est maintenu verticalement de manière que le e-liquide soit constamment en contact 

avec la résistance. L’étape de vapotage dure 11 minutes au total.  

D’autres prélèvements sanguins sont effectués à 10 minutes (T10), 20 minutes (T20), 40 minutes 

(T40) et à 80 minutes (T80) après le début du vapotage. Deux prélèvements d’air expiré sont 

réalisés à 5 minutes et 1 heure après la fin du vapotage. 

Le sujet complète un questionnaire détaillé sur les habitudes alimentaires et de vie et sur sa 

consommation nicotinique (Annexe 4). De plus, le test de Fagerström en 6 questions en lien 

avec l’addiction nicotinique est à compléter par le sujet (Annexe 5). 

Avant la fin de la visite, l’air ambiant de la pièce est à nouveau prélevé et l’analyse de la capacité 

respiratoire du sujet par spirométrie est effectuée (volume courant, fréquence respiratoire et 

ventilation minute). Pour finir, un prélèvement urinaire est effectué pour la recherche de 

métabolites de la nicotine.  

L’évaluation de la tolérance et de la survenue d’effets indésirables en lien avec 

l’expérimentation (nausées, vomissements, sueurs, vertiges, somnolence, hallucinations, 

bouche sèche, malaise) est réalisée tout le long de la visite.  

Une période de wash-out de minimum 2 jours doit être respectée entre les deux visites de 

l’étude. 
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5) Déroulement de la visite de suivi V2 et fin de l’étude 

Le déroulement de la visite V2 reproduit celui de la première visite, à l’exception du fait que le 

e-liquide vapoté change en fonction du groupe de randomisation du sujet et que le questionnaire 

à compléter est construit de manière à identifier les changements survenus depuis la visite V1 

(Annexe 6).  

Un document de fin d’étude est complété et le sujet est indemnisé pour sa participation à l’étude 

par la Direction de la Recherche Clinique et des Innovations (DRCI) des HUS.  

Le schéma suivant résume le déroulement des visites V1 et V2 (Figure 16).  

 
Figure 16 – Figure résumant le déroulement des visites de suivi V1 et V2 de l’étude VAPexp’AIR. 

VI. Les systèmes de délivrance de la nicotine utilisés lors de 

l’étude 

1) Dispositif de délivrance de la nicotine 

Le générateur d’aérosol utilisé est composé d’une batterie de capacité de 1050 mAh de type 

iStick miniTM (20W) (Eleaf, Chine) et d’un clearomiseur GS Air-MTM (Eleaf, Chine). Il a été 

fourni par la société Gaiatrend SARL (Rohrbach-lès-Bitche, France). L’écran LED situé sur le 

haut de la batterie permet de vérifier le niveau de chargement de la batterie, la valeur de la 
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résistance (de 1,00 à 5,00 Ω), de la puissance (8,0 à 20,0 W) et du voltage (3,0 à 5,5 V). Pour 

l’ensemble des sujets, les paramètres de puissance et de voltage ont été sélectionnés par défaut 

à 8,5 W et à 3,3 V, respectivement. Le clearomiseur est changé à chaque nouvelle visite.   

2) E-liquides 

Il s’agit de 2 liquides aromatisés à l’arôme « tabac blond » pour cigarette électronique contenant 

chacun 6 mg/mL de nicotine. Ces 2 produits sont commercialisés sous le nom de « Alfaliquid 

– 6 mg/mL, PG/VG 50/50 ou 76/24 » et sont fournis par la société Gaiatrend SARL (Rohrbach-

lès-Bitche, France) conditionnés dans des flacons de 10 mL. La densité du e-liquide 1 est de 

1,14, alors que la densité du liquide 2 est de 1,08.  

La composition des e-liquides 1 et 2 est détaillée dans le tableau suivant, selon les données du 

fournisseur (Tableau II) : 

Tableau II – Composition des e-liquides 1 et 2 selon les données du fournisseur. 

Nom des composants E-liquide 1 E-liquide 2 

Glycérine végétale 50,0 % 24,0 % 

Propylène glycol 40,2 % [60,0-71,2] % 

Éthanol non-applicable 2,0 % 

Arômes 9,3 % [2,3-13,5] % 

Nicotine 0,5 % 0,5 % 

Lors de chaque visite, la masse de e-liquide consommée est mesurée par la pesée du dispositif 

juste avant et juste après la visite. La masse de nicotine vaporisée est calculée en prenant en 

compte la concentration en nicotine, la masse volumique du e-liquide et la masse de e-liquide 

consommée :  

	Masse!"#$%"!&	()*$+",é&	(mg) = 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛	./012/.3	(𝑚𝑔/𝑚𝐿)	𝑥	
∆	𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒345/67/83	(𝑚𝑔)

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒	𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑖𝑞𝑢𝑒345/67/83	(𝑚𝑔/𝑚𝐿)
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VII. Méthodes analytiques 

1) Dosage de la nicotine et de la cotinine par LC-MS2 

Le sang est prélevé sur tube hépariné et à la fin de chaque visite les prélèvements sont acheminés 

au Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire (LBBM), puis centrifugés, décantés et 

congelés à -20°C jusqu’à analyse. 

La quantification de la nicotine et de la cotinine, son principal métabolite dans le plasma, est 

effectuée par une méthode de chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse 

(LC-MS) au LBBM. Pour décrire succinctement la méthode, à 100 µL d’échantillons (patient, 

gamme d’étalonnage, contrôles internes) sont ajoutés 20 µL d’une solution de standards 

internes à 1 µg/mL. Les standards internes utilisés sont deutérés (nicotine-D4 et cotinine-D3). 

Une première étape de déprotéinisation est réalisée grâce à un mélange de NaOH 10 N et de 

sulfate de zinc 5 %, puis une seconde étape d’extraction liquide-liquide est opérée avec du 

dichlorométhane pur. Après centrifugation, un volume de 700 µL de la phase organique 

inférieure est récupéré et 5 µL de HCl pur (37 %) y sont ajoutés pour éviter l’évaporation de la 

nicotine lors de l’étape d’évaporation sous flux d’azote. L’extrait sec est récupéré avec 100 µL 

de phase mobile composée d’un mélange de méthanol absolu/formiate d’ammonium 10 mM 

(70:30, V/V, pH = 6,2). Après transfert du mélange dans les flacons adaptés à la LC-MS (Sciex, 

France), 30 µL sont injectés dans le système analytique. La colonne de chromatographie utilisée 

est une colonne Kinetex® C18 50 x 2,1 mm. La transition m/z 163,0 → 130,0 a été choisie pour 

la quantification de la nicotine, alors que celle de la cotinine a été 176,9 → 98,2 (Tableau III). 

La limite de quantification de cette méthode est de 2 ng/mL, alors que la limite supérieure de 

linéarité est de 100 ng/mL. Afin d’assurer des résultats dans l’intervalle de linéarité de cette 

méthode, les échantillons plasmatiques sont d’emblée analysés purs et dilués au 1/5ème.  
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Tableau III – Transitions et paramètres analytiques de la LC/MS2 (triple quadripôle Sciex 5500®). 

 

2) Mesure de la production du stress oxydant 

Le sang est prélevé dans un tube hépariné en même temps que les prélèvements de 

pharmacocinétique (avant le début du vapotage, à 10, 20, 40 et 80 minutes après le début du 

vapotage). Les échantillons sanguins sont conservés dans de la glace durant le transport et 

l’analyse est faite dans l’heure qui suit le prélèvement dans le Laboratoire UR 3072 

Mitochondrie, stress oxydant et protection musculaire au Centre de Recherche en Biologie de 

Strasbourg (CRBS). 

La détection des RLO se fait grâce à l’identification des rayonnements électromagnétiques des 

électrons non appariés lorsqu’ils sont placés dans un champ magnétique par Résonance 

Paramagnétique Électronique (RPE). Le protocole a été adapté d’après le protocole de Mrakic-

Sposta et ses collaborateurs et se déroule comme décrit ci-dessous (Mrakic-Sposta et al. 2012). 

Un volume de 25 µL de sang est ajouté à 25 µL d’une solution de 1-hydroxy-3-

méthoxycarbonyl-2,2,5,5-tetraméthylpyrrolidine (CMH) à 400 µM. Immédiatement après, 40 

µL de la solution obtenue sont introduits dans un capillaire. Le capillaire est fermé avec de la 

pâte à scellement et placé dans un porte-capillaire qui est lui-même positionné à l’intérieur du 

spectromètre e-Scan (Brucker, Allemagne) qui permet l’acquisition des données. La 

température des échantillons est stabilisée à 37°C grâce à l’appareil Temperature & Gas 

Controller BIO III (Noxygen, Allemagne).  
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La durée d’acquisition des données est de l’ordre de 8 à 10 minutes. Le signal RPE est 

proportionnel au nombre d’électrons non appariés et donc aux RLO produits, et il est exprimé 

en µmol/min.  

VIII. Analyse des données 

1) Analyse pharmacocinétique 

L’analyse pharmacocinétique des résultats a été effectuée par une méthode non-

compartimentale pour déterminer l’aire sous la courbe (AUC), la Cmax et le temps nécessaire 

pour atteindre cette concentration maximale (Tmax) (GraphPad Prism®, version 9.4.1).  

Les concentrations plasmatiques en fonction du temps ont été évaluées par une approche non-

compartimentale. Les Cmax ont été obtenues par l’analyse graphique. L’aire sous la courbe entre 

le premier et le dernier temps de prélèvement (AUC0-80min) a été déterminée par la méthode des 

trapèzes à l’aide du logiciel GraphPad Prism®. L’extrapolation de l’AUC à l’infini (AUCinf) a 

été calculée comme la somme de AUC0-80min + C80min/λz où C80min correspond à la dernière 

concentration plasmatique quantifiée après la fin du vapotage et λz est la constante d’élimination 

apparente. Cette dernière a été calculée à partir de la régression linéaire du logarithme népérien 

des concentrations sur la partie terminale de la courbe en fonction du temps. Si le pourcentage 

d'extrapolation est supérieur à 20 % par rapport à l’AUCinf, cette dernière est beaucoup trop 

variable et cela indique qu’un nombre de prélèvements plus important serait nécessaire sur la 

partie terminale de l’élimination pour une estimation plus précise de la constante de vitesse 

d'élimination et de l’AUCinf observées.  

2) Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été conduites grâce au logiciel GraphPad Prism®. Les moyennes 

entre deux groupes ont été comparées grâce à un test de Student avec 𝛼 = 0,05 %. Les 
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différences entre les groupes (quand plus de deux groupes) ont été analysées à l'aide de tests 

ANOVA à 1 ou 2 facteurs suivis d'un test de comparaison multiple. Une valeur p inférieure à 

0,05 était requise pour considérer la significativité statistique. Les données sont rapportées sous 

forme de moyenne ± écart-type, sauf indication contraire. 

IX. Résultats 

1) Caractéristiques de la population de l’étude 

a) Données démographiques et habitudes de vie 

Entre le 11/01/2019 et le 28/02/2020, 19 sujets ont été inclus dans l’étude et 17 sujets ont été 

randomisés. Les 2 patients non-inclus présentaient des spirométries s’écartant des valeurs de 

référence à la visite d’inclusion. L’ensemble des sujets randomisés présentait des paramètres 

respiratoires normaux et aucun syndrome obstructif des voies aériennes n’a été mis en évidence 

(indice de Tiffeneau > 70 %). Le sex-ratio (H/F) a été de 1,8 avec 6 femmes (35,3 %). L’âge 

moyen de la population a été de 27,8 ± 4,3 ans (20,8-34,8) et l’IMC moyen de 22,5 ± 3,7 kg/m2 

(17,4-29,2). Un pourcentage de 52,9 % avait une activité sportive régulière et 64,7 % un rythme 

de sommeil régulier. La totalité des sujets randomisés avait initié leur consommation 

nicotinique avec la cigarette traditionnelle. Une différence statistiquement significative pour le 

poids et le nombre moyen d’heures de sommeil par nuit a été trouvée entre le bras A et le bras 

B. Les données démographiques des patients randomisés, les paramètres respiratoires à la visite 

d’inclusion, ainsi que leurs habitudes de vie sont résumés dans le Tableau IV. 
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Tableau IV - Données démographiques, fonction respiratoire et habitudes de vie des patients randomisés.  

Variables 
 

   

 Total 

Bras A  

(N = 9) 

Bras B  

(N = 8) 
p-

value* 

Démographie     

Sexe, % (n)     

Féminin  35,3 (6) 44,4 (4) 25,0 (2)  

Masculin  64,7 (11) 55,6 (5) 75,0 (6)  

Age, moyenne ± écart-type (ans) 27,8 ± 4,3 29,1 ± 4,7 26,3 ± 3,3 0,1846 

Poids, moyenne ± écart-type (kg) 68,9 ± 14,9 62,2 ± 8,1 76,4 ± 17,6 0,0455 

Taille, moyenne ± écart-type (cm) 174,4 ± 9,7 170,8 ±8,2 178,4 ± 10,1 0,1068 

IMC, moyenne ± écart-type (kg/m2) 22,5 ± 3,7 21,4 ± 3,4 23,8 ± 3,9 0,1958 

Paramètres respiratoires à l’inclusion, moyenne 
± écart-type     

Volume courant (L) 1,0 ± 0,4 0,9 ± 0,4 1,1 ± 0,2 0,2900 

Fréquence respiratoire (/min) 14,1 ± 3,7 14,1 ± 3,4 14,1 ± 4,4 0,9972 

Ventilation minute (L/min) 13,6 ± 4,0 12,2 ± 3,9 15,2 ± 3,8 0,1360 

Rapport de Tiffeneau (%) 82,6 ± 5,2 83,0 ± 6,4 82,3 ± 3,8 0,7855 

Habitudes de vie, % (n) 
 

   

Activité sportive régulière, % (n) 52,9 (9) 55,6 (5) 50,0 (4)  

Régime alimentaire, % (n) 
 

   

Omnivore 88,2 (15) 78,8 (7) 100 (8)  

Végétarien 11,8 (2) 22,2 (2) 0 (0)  

Sommeil     

Rythme régulier, % (n) 64,7 (11) 66,7 (6) 62,5 (5)  

Heures par nuit, moyenne ± 
écart-type (nombre) 7,2 ± 0,8 7,7 ± 0,7 6,6 ± 0,5 0,0038 

Tabagisme, % (n)     

« Dual users »  70,6 (12) 56,6 (5) 87,5 (7)  

Antécédent de tabagisme 100 % (17) 100 % (9) 100 % (8)  

* Les moyennes des variables démographiques continues ont été comparées grâce à un test de Student 
pour échantillons non-appariés avec 𝛼 = 0,05 %.  
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b) Consommation nicotinique 

i. Habitudes de consommation et dépendance nicotinique 

Un pourcentage de 29,4 % (N = 5) de la population randomisée était des vapoteurs exclusifs, le 

pourcentage restant représentant les utilisateurs de cigarette électronique et de cigarette 

classique (« dual users »). La moitié des sujets consommait habituellement des e-liquides avec 

une concentration de nicotine comprise entre 6 et 10 mg/mL, alors que seulement un quart 

consommait des e-liquides avec plus de 10 mg/mL de nicotine. Concernant la dépendance à la 

nicotine mesurée à l’aide du questionnaire de Fagerström en 6 questions, un tiers des sujets 

avait une dépendance moyenne (29,4 %, N = 5), un tiers des sujets avait une dépendance faible 

(35,3 %, N = 6) et le tiers restant ne présentait pas de dépendance (35,3 %, N = 6). Aucun 

patient n’était fortement ou très fortement dépendant à la nicotine. La masse de nicotine estimée 

comme étant inhalée est de 1,20 ± 0,44 mg pour l’ensemble de la population étudiée. Le tableau 

suivant résume les données relatives à la consommation nicotinique habituelle et à la 

dépendance nicotinique des sujets, ainsi que la consommation nicotinique à partir de chaque e-

liquide pendant les visites de l’essai clinique (Tableau V). 

Tableau V – Résumé des données relatives à la consommation nicotinique habituelle, les antécédents de sevrage 
nicotinique et la prise de nicotine à partir des e-liquides 1 et 2 (EL1 et EL2) lors du protocole de vapotage aux 

visites 1 et 2 de l’essai clinique VAPexp’AIR.  

Variables 
 

  p-
value* 

 Total 

Bras A  
(N = 9) 

V1 : EL1 
V2 : EL2 

Bras B  
(N = 8) 

V1 : EL2 
V2 : EL1 

 

Type de consommation nicotinique, % (n)     

Vapotage exclusif  29,4 (5) 44,4 (4) 12,5 (1)  

Cigarette classique et électronique 
(« dual users »)  70,6 (12) 55,6 (5) 87,5 (7)  

Fumeurs quotidiens, % (n) 29,4 (5) 0 (0) 62,5 (5)  

Fumeurs irréguliers, % (n) 41,2 (7) 55,6 (5) 25,0 (2)  
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Autres (cigare, tabac à chiquer…) 5,9 (1) 0 (0) 12,5 (1)  

Age du début de consommation tabagique, 
moyenne ± écart-type (ans) 18,3 ± 3,9 19,2 ± 5,3 17,6 ± 2,9 0,5059 

Concentration habituelle de nicotine dans le 
liquide de cigarette électronique, % (n)     

< 6 mg/mL 29,4 (5) 44,4 (4) 12,5 (1)  

≥ 6 et ≤ 10 mg/mL  47,1 (8) 33,3 (3) 62,5 (5)  

> 10 mg/mL 23,5 (4) 22,2 (2) 25,0 (2)  

Cigarettes fumées par les fumeurs 
quotidiens, moyenne ± écart-type (nombre) 5,6 ± 2,7 0 ± 0 5,6 ± 2,7 NA 

Cigarettes fumées par semaine par les 
fumeurs irréguliers, moyenne ± écart-type 
(nombre) 3,6 ± 4,1 3,6 ± 4,7  3,5 ± 3,5 0,9799 

Nombre total d’utilisateurs réguliers de 
tabac au sein du foyer, moyenne ± écart-
type (nombre) 1,0 ± 1,1 1,1 ± 1,3  0,9 ± 0,8 0,6616 

Score de Fagerström sur l’addiction 
nicotinique, % (n)     

Pas de dépendance : score de 0 à 2 35,3 (6) 33,3 (3) 37,5 (3)  

Dépendance faible : score de 3 à 4 35,3 (6) 33,3 (3) 37,5 (3)  

Dépendance moyenne : score de 5 à 
6 29,4 (5) 33,3 (3) 25,0 (2)  

Dépendance forte ou très forte : 
score de 7 à 10 0 (0) 0 (0)  0 (0)  

Tentatives de sevrage tabagique dans les 
deux précédentes années, moyenne ± écart-
type (nombre) 1,2 ± 1,3 1,3 ± 1,7 1,1 ± 0,8 0,7616 

Quantité estimée de nicotine inhalée lors du 
protocole de l’essai, moyenne ± écart-type 
(mg)     

Visite 1 1,097 ± 0,404 0,876 ± 0,238 1,345 ± 0,419 0,0115 

Visite 2  1,311 ± 0,457 1,276 ± 0,449 1,352 ± 0,491 0,7423 

* Les moyennes des variables démographiques continues ont été comparées grâce à un test de Student pour 
échantillons non-appariés avec 𝛼 = 0,05 %. NA : non-applicable en raison d’absence de fumeurs quotidiens dans 
le bras A. 

ii. Impact des covariables suivies sur la masse de nicotine inhalée 

• Impact des paramètres démographiques sur la prise de nicotine 
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Aucune différence n’a été mise en évidence sur la prise de nicotine entre les hommes et les 

femmes (p = 0,0616), ni aucune corrélation significative entre la prise de nicotine et le poids 

(R2 = 0,3296) ou l’IMC (R2 = 0,2470) (Figure 17). 

 
Figure 17 – Influence des facteurs démographiques (A) sexe, (B) poids et (C) IMC sur la prise de nicotine. 

Aucune différence n’a été mise en évidence pour ces trois paramètres. Analyses statistiques : (A) comparaison 
des moyennes par un test de Student avec 𝛼 = 0,05, (B) et (C) régression linéaire simple et intervalle de 

confiance à 95%. 

• Les habitudes de consommation nicotinique 

Malgré une tendance à l’augmentation de la masse de nicotine consommée lors de l’étude chez 

les vapoteurs exclusifs, aucun effet significatif n’a été mis en évidence (p = 0,1349) (Figure 

18(A)). De même, aucune différence n’a été démontrée sur la prise de nicotine en fonction de 

la concentration en nicotine habituelle dans le e-liquide habituellement consommé par les 

individus participant à l’étude (Figure 18(B)). En revanche, il a été mis en évidence que les 

sujets n’ayant pas de dépendance à la nicotine (score de Fagerström entre 0 et 2) avait une prise 

de nicotine statistiquement plus réduite que les sujets faiblement dépendants (score de 

Fagerström de 3 ou 4) (p = 0,0221), cependant aucune différence statistiquement significative 

n’a été avec le groupe des individus moyennement dépendants (p = 0,4005) (Figure 18(C)).  
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Figure 18 – Graphiques illustrant l’analyse des covariables de consommation nicotinique comme (A) la 

consommation exclusive de e-cigarette ou la consommation concomitante de tabac et de e-cigarette, (B) la 
concentration de nicotine habituelle dans le e-liquide et (C) la dépendance à la nicotine selon le questionnaire de 
Fagerström en 6 questions. Analyses statistiques : (A) comparaison des moyennes avec un test de Student, (B) et 

(C) les comparaisons entre les différents groupes ont été réalisées à l’aide d’un test ANOVA à 1 facteur (α = 
0,05) suivi d’un test de comparaison multiple de Dunnett. * : p = 0,0221. 

• Impact de la composition du e-liquide inhalé lors de la visite 

Les sujets volontaires sains participant à l’étude ont consommé plus de nicotine lors du 

vapotage du e-liquide 2 (ratio PG/VG = 76/24, masse de nicotine = 1,31 ± 0,42 mg) en 

comparaison du e-liquide 1 (ratio PG/VG = 50/50, masse de nicotine = 1,10 ± 0,44 mg). Cette 

différence a été statistiquement significative (p = 0,0137) (Figure 19). 

 
Figure 19 – Masse de nicotine inhalée estimée à partir de la masse de e-liquide consommée (cadre de gauche) et 

la moyenne des différences entre le e-liquide 2 et le e-liquide 1 (cadre de droite). La différence de masse de 
nicotine entre les deux e-liquides a été statistiquement significative, p = 0,0137. Analyse statistique paramétrique 

pour des échantillons appariées (test de Student, 𝛼 = 0,05). 

L’étude d’impact de chaque covariable sur la prise de nicotine en fonction du groupe de e-

liquide (EL1 et EL2) n’a pas mis en évidence une (ou des) covariable(s) ayant un effet 

statistiquement significatif (Figure 20). 
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Figure 20 – Graphiques illustrant l’analyse des effets des covariables : démographiques (A) sexe, (B) poids et 

(C) IMC, (D) des habitudes de consommation nicotinique du sujet, (E) de la concentration de nicotine habituelle 
dans le e-liquide et (F) de la dépendance à la nicotine mesurée selon le questionnaire de Fagerström, sur la prise 
de nicotine dans les groupes du e-liquide 1 (vert) et du e-liquide 2 (rose). Aucun effet de ces covariables n’a été 

mis en évidence sur la prise de nicotine que ce soit pour le groupe du e-liquide 1 ou du e-liquide 2. Analyses 
statistiques : (A), (D) – (F) les comparaisons entre les différents groupes ont été réalisées à l’aide d’un test 
ANOVA à 2 facteurs (α = 0,05) suivi d’un test de comparaisons multiples de Šídák ; (B) et (C) régression 

linéaire simple avec intervalle de confiance à 95%. 

2) Cinétiques 

a) Analyse pharmacocinétique de la nicotine dans le plasma 

i. Paramètres pharmacocinétiques  

Seuls 16 patients ont été inclus dans l’analyse pharmacocinétique à cause d’une absence de 

données pharmacocinétique chez un des patients randomisés dans le bras A. Une analyse non-

compartimentale a été réalisée pour chaque individu. Le profil des concentrations moyennes de 

nicotine par e-liquide en fonction du temps est présenté dans la figure 21. La Cmax moyenne de 

nicotine plasmatique est de 16,6 ± 12,4 ng/mL, le Tmax moyen est de 14,4 ± 6,7 min et 

l’AUC0-80 min moyenne est de 916,0 ± 656,9 ng.min/mL.  
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Figure 21 – Profils pharmacocinétiques obtenus pour la nicotine plasmatique dans l’ensemble de la population 

étudiée. La ligne continue représente la moyenne des concentrations à un temps donné. 

Comme le montre la figure 22, la masse de nicotine consommée par l’ensemble des sujets et 

pour les deux e-liquides est faiblement corrélée à la Cmax (R2 = 0,4021) et à l’AUC0-80 

(R2 = 0,3205). En revanche, il existe une excellente corrélation entre les résultats de Cmax et 

d’AUC0-80 (R2 = 0,8665). 

 
Figure 22 – Corrélations entre la masse de nicotine consommée et les paramètres pharmacocinétiques (A) 
concentrations maximales dans le plasma (Cmax) (R2 = 0,4021) et (B) aires sous la courbe (AUC0-80) (R2 = 

0,3205). (C) Corrélation entre les Cmax et les AUC0-80 (R2 = 0,8665) mesurées. Analyse statistique : régression 
linéaire simple avec intervalle de confiance à 95%. 

Des profils de corrélation similaires ont été obtenus dans chaque groupe de e-liquides (EL1 et 

EL2) (Figure 23). 
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Figure 23 – (A) Corrélations entre la masse de nicotine consommée et les concentrations maximales de nicotine 
dans le plasma (Cmax) pour le e-liquide 1 (vert, R2 = 0,3039) et le e-liquide 2 (rose, R2 = 0,5074) et (B) entre la 

masse de nicotine consommée et les aires sous la courbe (AUC0-80) pour le e-liquide 1 (vert, R2 = 0,2433) et le e-
liquide 2 (rose, R2 = 0,4466). (C) Corrélations entre les Cmax et les AUC0-80 pour le e-liquide 1 (vert, R2 = 

0,9292) et le e-liquide 2 (rose, R2 = 0,8187). Analyse statistique : régression linéaire simple avec intervalle de 
confiance à 95%. 

ii. Influence des covariables sur les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine  

• Influence des paramètres démographiques 

Malgré une tendance à l’augmentation des Cmax et AUC0-80 chez les hommes, aucune différence 

statistiquement significative n’a été mise en évidence par rapport aux Cmax et AUC0-80 observées 

chez les femmes (p = 0,0902 et p = 0,1412, respectivement). L’ajout de données 

pharmacocinétiques supplémentaires est nécessaire. Par ailleurs, aucune influence du poids (R2 

= 0,1917) ou de l’IMC (R2 = 0,1537) n’a été identifiée sur la Cmax, ni du poids (R2 = 0,1119) et 

de l’IMC (R2 = 0,08714) sur l’AUC0-80.  

• Les habitudes de consommation nicotinique 

Le fait d’utiliser exclusivement la e-cigarette augmente significativement la Cmax (p = 0,0131) 

et l’exposition à la nicotine (AUC0-80) (p = 0,0031) par rapport aux sujets ayant une utilisation 

concomitante de e-cigarette et de cigarettes classiques (Figure 24(A) et (D)).  
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Figure 24 – Graphiques illustrant l’effet des covariables caractérisant la consommation nicotinique sur la Cmax et 
l’AUC0-80. La consommation exclusive de e-cigarette a montré un effet significativement différent par rapport à 
la consommation concomitante de tabac et de e-cigarette sur (A) la Cmax (p = 0,0131) et (D) l’AUC (p = 0,0031). 

(E) Le groupe des individus ayant une concentration de nicotine habituelle dans leurs e-liquides > 10 mg/mL 
possèdent une AUC0-80 supérieure comparée aux individus ayant une concentration de nicotine habituelle dans 
leurs e-liquides < 6 mg/mL (p = 0,0019) ou compris entre 6 et 10 mg/mL (p = 0,0058), mais (B) aucun impact 
n’a été identifié sur la Cmax. Malgré une tendance à l’augmentation de (C) la Cmax et (F) l’AUC en fonction du 

score de Fagerström, aucune différence significative n’a été démontrée. Analyses statistiques : (A) et (D) 
comparaison des moyennes avec un test de Student ; (B), (C), (E) et (F) analyses des variances ANOVA à un 

facteur (α = 0,05) suivi d'un test de comparaison multiple de Dunnett. 

Malgré une tendance à l’augmentation de la Cmax chez les sujets utilisant habituellement une 

concentration de nicotine élevée (> 10 mg/mL) par rapport aux deux autres groupes de sujets, 

aucune différence significative n’a pu être mise en évidence (Figure 24(B)). En revanche, des 

différences significatives ont été démontrées sur l’AUC0-80 selon la concentration en nicotine 

des e-liquides habituellement consommés par les sujets participant à l’étude. Ainsi, des AUC0-80 

plus élevées sont plus souvent retrouvées chez les sujets utilisant des e-liquides contenant une 

concentration de nicotine élevée (> 10 mg/mL) en comparaison aux sujets utilisant de faibles 

concentrations de nicotine (< 6 mg/mL) (p = 0,0019) ou des concentrations moyennes (≥ 6 et ≤ 

10 mg/mL) (p = 0,0058) dans leurs e-liquides habituels (Figure 24(E)).  
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En ce qui concerne la dépendance à la nicotine évaluée par le score de Fagerström, aucune 

différence n’a été retrouvée entre le niveau de dépendance et l’AUC0-80 ou la Cmax (Figure 24(C) 

et (F)). 

• Influence de la composition du e-liquide vapoté lors de la visite 

Les paramètres pharmacocinétiques sont résumés, pour chaque e-liquide (EL1 et EL2) dans le 

tableau VI. Une forte tendance à l’augmentation de la Cmax après vapotage du e-liquide 2 par 

rapport au e-liquide 1 a été observée (p = 0,0624), mais l’ajout de données supplémentaires est 

nécessaire avant de pouvoir conclure par rapport à un éventuel effet de la composition en e-

liquide sur les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine. 

Tableau VI – Résumé des paramètres pharmacocinétiques obtenus pour la nicotine après vapotage du e-liquide 1 
(EL1) et du e-liquide 2 (EL2).  

Paramètre pharmacocinétique 

Total 

(N = 32) 

E-liquide 1 

(N = 16) 

E-liquide 2 

(N = 16) 

EL1 vs. EL2* 

(p-value) 

Concentration maximale (Cmax) en 
ng/mL 16,6 ± 12,4 15,4 ± 12,3 17,7 ± 12,8 0,0624 

Aire sous la courbe 0 – 80 min 
(AUC0-80) en ng.min/mL 916,0 ± 656,9 910,7 ± 695,9 929,8 ± 638,0 0,6968 

Temps pour atteindre la Cmax (Tmax) 
en min 14,4 ± 6,7 14,4 ± 5,1 14,4 ± 8,1 > 0,9999 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. * Test statistique : analyse 
paramétrique pour échantillons appariées par un test de Student, 𝛼 = 0,05. 

En raison d’un pourcentage d’AUC extrapolée par rapport à l’AUCinf largement supérieur à 

20 % (moyenne ± écart-type = 167,0 ± 151,9 %, minimum = 1,2 %, maximum = 557,6 %), 

l’AUCinf moyenne n’a pas pu être estimée de manière fiable.  

En analysant l’impact de chaque covariable préalablement testée sur la Cmax dans le groupe du 

e-liquide 1 et celui du e-liquide 2, aucun résultat statistiquement significatif n’est mis en 

évidence (Figure 25). 
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Figure 25 – Graphiques illustrant l’influence des covariables sur la Cmax dans les groupes des e-liquides (EL1 et 
EL2). Les covariables sont (A) le sexe, (B) le poids et (C) l’IMC, mais aussi (D) la consommation exclusive de 
e-cigarette ou la consommation concomitante de tabac et e-cigarette, (E) la concentration de nicotine dans les e-
liquides habituellement consommés par les sujets et (F) le score de Fagerström calculé pour le sujet. Aucune de 

ces covariables n’a montré une influence sur la Cmax de la nicotine. Analyses statistiques : (A), (D), (E) et (F) 
analyses des variances ANOVA à deux facteurs suivies d'un test de comparaisons multiples de Šídák, 𝛼 = 0,05 ; 

(B) et (C) régression linéaire simple avec intervalle de confiance à 95%. 

La recherche d’impact de chaque covariable, préalablement testée sur l’ensemble des individus, 

a démontré une influence de la concentration en nicotine consommée habituellement par le sujet 

sur l’AUC0-80 dans le groupe du e-liquide 1. En effet, des AUC0-80 plus élevées ont été 

identifiées chez les sujets utilisant habituellement une concentration de nicotine élevée 

(> 10 mg/mL) par rapport aux sujets utilisant habituellement une faible concentration de 

nicotine (< 6 mg/mL) (p = 0,0225) ou une concentration moyenne comprise entre 6 et 10 

mg/mL (p = 0,0459) (Figure 26 (E)). Les autres covariables n’ont pas montré d’influence 

statistiquement significative sur les expositions à la nicotine (AUC0-80) (Figure 26). 
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Figure 26 – Graphiques illustrant l’effet des covariables sur l’AUC0-80 dans le groupe des e-liquides à l’étude 
(EL1 en vert et EL2 en rose). Les covariables sont (A-C) démographiques et (D-F) liées à la consommation 

nicotinique. (E) Dans le groupe du e-liquide 1, les individus ayant une concentration de nicotine habituelle dans 
leurs e-liquides > 10 mg/mL possèdent une AUC0-80 supérieure à celle des individus ayant une concentration de 
nicotine habituelle dans leurs e-liquides < 6 mg/mL (p = 0,0225) ou comprise entre 6 et 10 mg/mL (p = 0,0459), 

cependant cet effet n’a pas été identifié dans le groupe du e-liquide 2. Aucune autre covariable n’a montré 
d’impact sur l’exposition à la nicotine. Analyses statistiques : (A), (D), (E) et (F) analyse des variances ANOVA 

à deux facteurs suivie d'un test de comparaisons multiples de Šídák, 𝛼 = 0,05 ; (B) et (C) régression linéaire 
simple avec intervalle de confiance à 95%. * : p < 0,05. 

b) Cinétique de la cotinine dans le plasma 

Une analyse pharmacocinétique non-compartimentale de la cotinine a été réalisée après 

vapotage pour chaque individu. Le profil des concentrations de cotinine en fonction du temps 

obtenu est présenté dans la Figure 27. La Cmax moyenne pour la cotinine plasmatique est de 

240,2 ± 147,7 ng/mL, le Tmax moyen est de 35,6 ± 27,4 min et l’AUC0-80 min moyenne est de 

16638 ± 10752 ng.min/mL. 
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Figure 27 – Profils pharmacocinétiques obtenus pour la cotinine plasmatique dans l’ensemble de la population 
étudiée. La ligne continue représente la moyenne des concentrations obtenues. 

Les paramètres pharmacocinétiques moyens obtenus pour la cotinine après vapotage des e-

liquides (EL1 et EL2) sont résumés dans le tableau VII. Aucune différence statistiquement 

significative n’a été mise en évidence pour ces paramètres (p > 0,05). 

Tableau VII – Résumé des paramètres pharmacocinétiques obtenus pour la cotinine plasmatique après vapotage 
du e-liquide 1 (EL1) et du e-liquide 2 (EL2).  

Paramètres pharmacocinétiques 
de la cotinine 

Total 

(N = 32) 

E-liquide 1 

(N = 16) 

E-liquide 2 

(N = 16) 

Comparaison  

EL1 et EL2* 

(p-value) 

Concentration maximale (Cmax), 
en ng/mL 240,2 ± 147,4 251,2 ± 157,7 229,2 ± 140,7 0,1783 

Aire sous la courbe 0-80 min 
(AUC0-80) en ng.min/mL 16638 ± 10752  16770 ± 11426 16506 ± 10407 0,7793 

Temps pour atteindre la Cmax 
(Tmax), en min 35,6 ± 27,4 30,6 ± 22,9 40,6 ± 31,1 0,2532 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart-type. *Test statistique paramétrique pour l’analyse 
d’échantillons appariées (test de Student, 𝛼 = 0,05). 
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c) Analyse de la production de radicaux libres de l’oxygène dans le sang veineux des 

sujets 

i. Cinétique de la production de radicaux libres dans le sang veineux des sujets 

La mesure des RLO produits dans le sang total après vapotage a permis de mettre en évidence 

une production maximale au temps de prélèvement T20 (Tmax RLO), correspondant au premier 

temps de prélèvement après la fin du protocole de vapotage. De même, les Tmax RLO pour le e-

liquide 1 et le e-liquide 2 ont été de 20 minutes et aucune différence n’a été démontrée entre les 

deux e-liquides (p = 0,855). La production maximale de RLO (RLO à Tmax) a été de 0,851 

µmol/min (0,849 µmol/min pour le e-liquide 1 et 0,853 µmol/min pour le e-liquide 2, p = 

0,773). L’AUC pour la formation de RLO (AUC0-80 RLO) a été de 57,50 min.µmol/min (58,84 

min.µmol/min pour le e-liquide 1 et 56,07 min.µmol/min pour le e-liquide 2, p = 0,3596). 

Si aucune différence significative n’a été mise en évidence entre la formation de RLO à T20 et 

le temps de prélèvement précédant le début du vapotage (T0), une différence existe entre les 

RLO formées à T20 par rapport à T80, ce dernier représentant le point de prélèvement le plus 

tardif du protocole (p < 0,05) (Figure 28(A)). Cependant, ce résultat n’a pas été significatif dans 

les deux sous-groupes de e-liquides (Figure 28(B), (C)) et l’ajout de données supplémentaires 

est nécessaire pour conforter ces observations.   

 

Figure 28 – Formation de radicaux libres de l’oxygène (RLO) dans le sang au cours du temps pour (A) les deux 
e-liquides, (B) le e-liquide 1 et (C) le e-liquide 2.  Analyse statistique : Comparaison des moyennes avec un test 

de Student avec α = 0,05. * : p = 0,0256. 
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ii. Corrélation entre les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine et la 

production de stress oxydant 

Aucune corrélation n’a été identifiée entre les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine et 

la formation de RLO pour les deux e-liquides administrés (Tableau VIII), ni pour le e-liquide 1 

ou le e-liquide 2 séparément. 

Tableau VIII – Tableau récapitulatif des analyses de corrélation entre les paramètres pharmacocinétiques de la 
nicotine plasmatique et les paramètres de production de radicaux libres de l’oxygène (RLO) dans le sang total 

après vapotage. 

Paramètres 
PK nicotine 

Formation de radicaux libres de l’oxygène (RLO) 

RLO à T0 RLO à T20 RLO à Tmax AUC0-80 RLO Tmax RLO 

C0 R2 = 0,000652 R2 = 0,00883 R2 = 0,0337 R2 = 0,0417 R2 = 0,0454 

Cmax R2 = 0,00248 R2 = 0,00179 R2 = 0,0106 R2 = 0,0253 R2 = 0,0384 

AUC0-80 R2 = 0,00020 R2 = 0,0128 R2 = 0,0336 R2 = 0,0347 R2 = 0,0212 

Tmax R2 = 0,0199 R2 = 0,00414 R2 = 0,004204 R2 = 0,02302 R2 = 0,0483 

C0 : concentration résiduelle de nicotine ; Cmax : Concentration maximale (ng/mL) ; AUC0-80 : aire sous la courbe 
0-80 min (ng.min/mL) ; Tmax : temps nécessaire pour atteindre la Cmax (min). 

X. Discussion 

L’étude VAPexp’AIR est la première étude clinique randomisée, chez des sujets adultes sains 

maitrisant l’acte de vapotage, visant à comparer directement la délivrance de nicotine après 

vapotage de deux e-liquides qui diffèrent par leur ratio en PG/VG. Les 2 liquides contiennent 

une concentration de nicotine à 6 mg/mL et un arôme « tabac blond », qui est habituellement 

choisi par les sujets vapoteurs, soit anciens fumeurs, qui ont complétement arrêté la 

consommation de cigarettes classiques, soit « dual users » qui utilisent concomitamment la 

cigarette classique et la e-cigarette. Majoritairement, ces sujets veulent retrouver les mêmes 

sensations que celles de la cigarette classique lorsqu’ils vapotent. Les résultats préliminaires de 

VAPexp’AIR montrent que la masse de nicotine inhalée lors du vapotage de e-liquide ayant un 

ratio PG/VG de 76/24 est supérieure à celle inhalée lors du vapotage du e-liquide avec un ratio 
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PG/VG de 50/50. Après analyse pharmacocinétique par la méthode non-compartimentale, la 

Cmax de nicotine dans le plasma présentait une forte tendance à être supérieure après vapotage 

du e-liquide le plus riche en PG par rapport au e-liquide ayant une proportion équivalente de 

PG/VG, mais cette différence reste statistiquement non significative au regard du faible nombre 

de sujets inclus. Par ailleurs, aucune différence statistique n’a été mise en évidence entre les 

deux e-liquides que ce soit pour le Tmax ou pour l’AUC0-80.  

Les cigarettes électroniques ou dispositifs électroniques de délivrance de la nicotine de 3ème et 

4ème génération, sont les seules à posséder des caractéristiques qui ressemblent à celles des 

cigarettes classiques tant en termes de gestuelle, de comportement du consommateur et de profil 

pharmacocinétique de délivrance de la nicotine. La nicotine est la molécule responsable de 

l’addiction tabagique. La très large majorité des vapoteurs étant d’anciens fumeurs ou des 

« dual users », ils consomment des e-liquides contenant de la nicotine et dont la concentration 

moyenne se situe autour de 6 mg/mL. Cette concentration est par ailleurs la plus vendue et la 

plus souvent déclarée par les fabricants comme entrant dans la composition des e-liquides. Elle 

est suivie de près par les e-liquides contenant des concentrations de 3 et 12 mg/mL de nicotine, 

alors que des e-liquides ayant des concentrations en nicotine de 11, 16, 18 ou 20 mg/mL sont 

fabriqués en moindre quantité sur la période 2016 – 2020 en France 

(https://www.anses.fr/en/system/files/CONSO2018SA0189Ra-1.pdf, site consulté le 7 octobre 

2022). Il est aussi à noter que les vapoteurs débutant la e-cigarette en ayant pour objectif 

l’abstinence à la nicotine, vont souvent débuter la phase de sevrage par des e-liquides très 

concentrés (16 ou 18 mg/mL) pour progressivement diminuer palier par palier le dosage en 

nicotine. Chaque étape et chaque consommateur a sa vitesse de progression qui peut s’étaler 

sur quelques mois à plusieurs années.  

Dans l’étude VAPexp’AIR, un dispositif de 3ème génération a été utilisé. Ces dispositifs 

délivrent une quantité de nicotine semblable à celle délivrée à partir d’une cigarette classique 
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(0,9 à 2,1 mg) (Digard et al. 2013). Dans notre étude, la quantité moyenne de nicotine inhalée 

a été estimée à 1,2 mg par séance de vapotage (concentration de nicotine dans le liquide à 6 

mg/mL, 20 puffs de 3 secondes), confortant les études préexistantes sur les systèmes récents de 

vapotage (Hajek et al. 2017; Wagener et al. 2017; Yingst et al. 2019).  

Ces dispositifs ouverts permettent aux utilisateurs de choisir la composition des e-liquides en 

fonction de leurs préférences, certaines personnes fabriquant même leur e-liquide « maison » à 

partir de PG, VG, d’arômes et de nicotine vendus séparément, qu’elles assemblent selon leurs 

envies et goûts. Ainsi, les utilisateurs souhaitant une sensation dans la gorge ou « hit » similaire 

à celle obtenue lors de la consommation d’une cigarette classique vont choisir des liquides ayant 

une concentration plus élevée en PG, alors que les utilisateurs souhaitant générer un aérosol 

plus visible (nuage ou « cloud ») vont choisir un liquide riche en VG. Les ratios de PG/VG 

50/50 et 76/24 sont les plus couramment commercialisés par les fabricants de liquides pour 

cigarette électronique et c’est la raison pour laquelle ils ont été choisis dans le protocole de 

l’étude VAPexp’AIR. Si la modification des proportions en PG et VG, servant de véhicule à la 

molécule de nicotine, peut avoir un impact sur l'aérosolisation de la nicotine, elle peut aussi 

avoir un impact sur son absorption pulmonaire. Cela expliquerait la forte tendance à 

l’augmentation de la Cmax observée pour le e-liquide enrichi en PG, par rapport au e-liquide 

ayant une proportion égale de PG et de VG. Si une première étude de laboratoire a montré que 

la quantité de nicotine présente dans l’aérosol augmentait quand le pourcentage de PG 

augmentait (EL-Hellani et al. 2016), les premiers résultats de l’étude clinique VAPexp’AIR 

évoquent que l’absorption de la nicotine par l’organisme dépend du pourcentage de PG dans le 

véhicule.   

L’étude VAPexp’AIR a été construite sur un modèle de type cross-over et cela permet 

d’augmenter la puissance statistique de l’étude puisque chaque sujet est son propre témoin. Un 

nombre important de sujets sera inclus (N = 50), ce qui n’est pas toujours le cas pour les études 
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de pharmacocinétique. La présente analyse des résultats a inclus une faible proportion de sujets 

(N = 17) par rapport au nombre de sujets prévus dans l’étude (N = 50 sujets). La période 

d’inclusion des sujets s’est étendue du 11/01/2019 au 28/02/2020 et a dû être suspendue à cause 

de la crise sanitaire provoquée par le virus SARS-CoV-2. En effet, le vapotage et le prélèvement 

d’air expiré dans un espace clos ne permettent pas le respect des règles sanitaires de 

distanciation et le port du masque imposés à l’hôpital. Ces gestes présentent un risque d’exposer 

les personnes présentes à une contamination aéroportée. Une reprise des inclusions est prévue 

dès amélioration de la situation sanitaire.  

Les sujets inclus dans l’étude VAPexp’AIR sont soit des vapoteurs exclusifs, soit des 

utilisateurs concomitants de e-cigarette et de cigarette classique. Des études ont montré que les 

vapoteurs expérimentés inhalent plus de nicotine et ont ainsi des concentrations systémiques de 

nicotine plus élevées que les sujets naïfs à l’utilisation de la e-cigarette (Farsalinos, Spyrou, 

Stefopoulos, et al. 2015; Fearon et al. 2017). Dans l’étude VAPexp’AIR, bien que l’ensemble 

des sujets maitrise l’acte de vapotage et que le protocole de vapotage soit standardisé, une 

tendance à l’augmentation de la masse de nicotine inhalée (p = 0,1349) et une augmentation 

significative de la Cmax (p = 0,0131) et de l’AUC0-80 (p = 0,0031) ont été démontrées chez les 

vapoteurs exclusifs par rapport aux « dual users ». Cet effet pourrait s’expliquer par des 

habitudes d’inhalation différentes entre les vapoteurs et les fumeurs, avec notamment une 

inhalation plus profonde ou intense lors de l’utilisation des e-cigarettes par rapport à l’inhalation 

à partir des cigarettes classiques. Ainsi, si les fumeurs gardaient la même topographie pour 

vapoter que pour fumer, la nicotine absorbée et ses paramètres pharmacocinétiques (Cmax, 

AUC) seraient certainement diminués. Pour éviter ce biais, le protocole de vapotage s’est basé 

sur une session standardisée alternant un puff de 3 secondes et une pause de 30 secondes répétés 

20 fois avec un rythme donné par une vidéo que le sujet devait suivre. Cependant, le protocole 

n’a pas été filmé et analysé a posteriori pour vérifier la durée et l’intensité réelles d’inhalation, 
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comme réalisé dans d’autres études (Behar, Hua, and Talbot 2015; Evans and Hoffman 2014; 

Norton, June, and O’Connor 2014). Le but premier de ces études était l’analyse typographique 

du vapotage, alors que l’étude VAPexp’AIR analyse premièrement la délivrance de la nicotine 

et sa pharmacocinétique.  

Les paramètres pharmacocinétiques après analyse non-compartimentale ont montré que la 

nicotine était rapidement absorbée (Tmax = 14,4 min) et que la moyenne des concentrations 

plasmatiques maximales était élevée (Cmax =16,6 ng/mL) après vapotage. L’AUC0-80 moyenne 

est de 916,0 min.ng/mL soit 15,3 h.ng/mL. Ces résultats sont cohérents avec les résultats de la 

littérature pour les paramètres pharmacocinétiques de la nicotine après une cigarette classique 

(Tmax = 5 à 8 min, Cmax = 12 à 50 ng/mL, AUC = 14,8 h.ng/mL soit 888 ng.min/mL) et ceux 

après vapotage à l’aide de dispositifs de délivrance de la nicotine récents (Tmax = 2 à 12 min, 

Cmax = 7 à 30 ng/mL, AUC = 843 min.ng/mL ou 14,05 h.ng/mL) (Digard et al. 2013; Jacobson 

et al. 2021; St.Helen et al. 2016; Wagener et al. 2017). Cependant, les paramètres 

pharmacocinétiques Cmax et AUC0-80 ont été estimés selon les concentrations réellement 

quantifiées chez les sujets, sans prendre en compte la variabilité de la concentration de nicotine 

avant vapotage (C0 = 7,9 ± 9,1 ng/mL, CV = 115,2 %). Le protocole de l’étude VAPexp’AIR 

prévoyait un arrêt de la prise de nicotine sous toutes ses formes une heure avant les visites de 

suivi. Cependant, les sujets n’ont pas toujours été prévenus lors de la visite d’inclusion ou n’ont 

pas respecté cette consigne et ont, par conséquent, consommé de la nicotine juste avant le début 

du protocole de vapotage. Ainsi, certaines concentrations à T0 ont été très élevées chez certains 

sujets (C0 = 7,9 ± 9,1 ng/mL, min C0 = 0 ng/mL et max C0 = 37,1 ng/mL) et en conséquence, 

les concentrations et l’AUC de nicotine post-vapotage ont été majorées. De plus, les valeurs de 

l’AUC extrapolée ont aussi été augmentées, rendant impossible le calcul de l’AUCinf. 

Un premier objectif secondaire de cette étude est l’analyse de l’air expiré immédiatement après 

vapotage. A l’aide d’un embout buccal, l’air expiré est concentré dans un sac de type Tedlar® 
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puis extrait à l’aide d’une pompe péristaltique. A la sortie de la pompe péristaltique, les 

molécules de l’air expiré sont fixées sur une cartouche de type Tenax®. Les molécules fixées 

sur la cartouche sont ensuite extraites par une méthode de thermodésorption, puis analysées par 

chromatographique en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (TD-GC-MS). Un 

prélèvement d’air ayant été fait également avant le protocole de vapotage, cette méthode 

permettra d’identifier les molécules apparues ou modifiées dans l’air expiré lors du vapotage. 

Un autre objectif secondaire de l’étude VAPexp’AIR concerne l’analyse par LC-MS des urines 

prélevées à la fin de la visite avec notamment dosage de la 3-hydroxycotinine, principal 

métabolite urinaire de la nicotine. Son dosage urinaire, nous permettra d’estimer le ratio 3-

hydroxycotinine/cotinine (NMR). De plus, dans les urines, l’analyse de la présence des 

nitrosamines sera effectuée. Les nitrosamines sont des composants naturellement présents dans 

le tabac mis en cause dans le développement de certains cancers induits par la consommation 

tabagique (Hecht 2006). Il sera alors intéressant de voir si la concentration en nitrosamines 

change entre les vapoteurs exclusifs et les vapoteurs consommateurs réguliers de cigarette 

classique.  

Il a été montré que l’aérosol des e-cigarettes pouvait déclencher du stress oxydant, suivi d'autres 

processus pathologiques comme l’endommagement des protéines, des lipides et de l'ADN, puis 

de la mise en place d’un processus pro-inflammatoire observé in vitro et in vivo (Merecz-

Sadowska et al. 2020). Le stress oxydant provoqué par le vapotage a été mesuré dans le sang 

total aux mêmes temps de prélèvement que pour l’étude pharmacocinétique (avant le début du 

vapotage, à 10, 20, 40 et 80 minutes après le début du vapotage). Les RLO sont des molécules 

hautement réactives possédant des électrons non appariés dans la couche externe. Dans l’étude 

VAPexp’AIR, la détection des RLO a été effectuée grâce à l’identification des rayonnements 

électromagnétiques des électrons non appariés lorsqu’ils sont placés dans un champ magnétique 

par RPE (Mrakic-Sposta et al. 2012). La production maximale de RLO a été identifiée à 20 
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minutes après le début du vapotage, ce qui correspond également au premier temps de 

prélèvement après la fin du protocole de vapotage. Aucune différence n’a été observée pour la 

production de RLO entre les deux e-liquides (Cmax, Tmax ou AUC0-80 de RLO). De plus, aucune 

différence n’a été mise en évidence entre la production de RLO au temps de prélèvement pré-

vapotage (T0) et le T20. Le non-respect du délai de d’abstinence tabagique initialement demandé 

par le protocole de l’étude peut également expliquer ce résultat puisque les taux de production 

de RLO ont pu être anormalement élevés chez certains patients. Par ailleurs, il a été remarqué 

une réduction entre la présence de RLO à 80 minutes par rapport à celle à 20 minutes pour 

l’analyse groupée des deux e-liquides. Ce résultat peut s’expliquer par l’élimination des RLO 

produits par le vapotage par les systèmes antioxydants de l’organisme. En effet, après le 

protocole de vapotage, les sujets restent sans fumer ou vapoter jusqu’à la fin de la visite et il 

existe dans l’organisme des systèmes de défense qui ont pour fonction de dégrader les RLO 

comme les superoxydes dismutases (SOD), qui catalysent la dismutation des anions 

superoxydes en peroxyde d’hydrogène. La quantité de peroxyde d’hydrogène, elle-même pro-

oxydante, est régulée par d’autres enzymes (l’enzyme héminique catalase ou la glutathion 

peroxydase) qui possèdent une forte capacité réductrice.  

En raison de l'évolution constante des dispositifs délivrant de la nicotine et de leur présentation 

comme étant sans risques, l’urgence de générer rapidement des résultats décrivant les effets 

réels de ces dispositifs est nécessaire pour des raisons de santé publique mais surtout garantir 

la protection des vapoteurs. Cet immense manque d’information a conduit notre équipe à mettre 

en place un projet qui s’intéresse aux effets pro-inflammatoires et pro-oxydants des nouveaux 

systèmes de vapotages in vivo chez la souris et in vitro grâce à un modèle de co-culture mimant 

la barrière alvéolo-capillaire.  
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2ème partie : Validation d’un modèle murin 

d’inflammation chronique post-exposition à la cigarette 

classique 
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I. Contexte du projet in vivo 

Les nouveaux systèmes de délivrance de nicotine sont commercialisés comme étant des 

« produits non ou moins nocifs » que le tabac et leurs défenseurs invoquent le bénéfice de ces 

systèmes pour permettre la réduction du tabagisme et, en conséquence, la diminution des 

pathologies qui lui sont liées (Public Health England, site consulté le 07/10/2022, 

https://www.gov.uk/government/news/phe-health-harms-campaign-encourages-smokers-to-

quit). Cependant, les premières études scientifiques sur ces dispositifs évoquent des produits 

dangereux du fait de la présence de nicotine et d’arômes pouvant être pro-inflammatoires et 

pro-oxydants (Garcia-Arcos et al. 2016; Lerner et al. 2015; Schaal et al. 2018). D’autres études 

montrent peu de toxicité après une exposition aiguë, mais les effets d’une exposition chronique 

restent peu connus (Li 2016; Phillips et al. 2015).  

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une limitation persistante du flux 

d’air dans les voies aériennes, généralement progressive et associée à une réponse 

inflammatoire chronique des voies respiratoires et des alvéoles pulmonaires 

(https://goldcopd.org) (Figure 28).  

 
Figure 29 – Illustration de la pathophysiologie de la bronchopneumopathie chronique obstructive (Scarlata et al. 

2020). 

La bronchite chronique est causée par une augmentation exagérée de la sécrétion de mucus par 

les cellules caliciformes en voie de différenciation. Elle se traduit par une couche de mucus plus 

épaisse dans les voies respiratoires (Turner et al. 2011). L’emphysème a pour origine la 
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destruction des espaces aériens situés au-delà des bronchioles terminales et donc des surfaces 

d'échanges gazeux du poumon, et peut exister concomitamment avec la bronchite chronique.  

L’évolution de ces pathologies entraîne une diminution de la fonction pulmonaire et de la 

qualité de vie des patients. Selon le rapport de 2022 de la Global Initiative for Chronic 

Obstructive Lung Disease (GOLD), la sévérité de la BPCO est déterminée par le degré du 

trouble ventilatoire obstructif persistant, qui est mesuré par spirométrie. Un rapport Volume 

Expiratoire Maximal à la première Seconde (VEMS)/Capacité Vitale Forcée (CVF) < 70 % 

après un bronchodilatateur pose le diagnostic de BPCO (Tableau IX). Toutefois, une approche 

globale tenant compte de plusieurs facteurs comme l’état nutritionnel, le nombre 

d’exacerbations, les comorbidités associées, est nécessaire pour évaluer la sévérité de la 

maladie. 

Tableau IX – Classification de la sévérité de la BPCO selon la GOLD 2022. La valeur prédite est définie par des 
abaques, prenant en compte l'âge, le sexe, la taille et l'origine ethnique. 

Volume expiratoire maximal par seconde (VEMS)/capacité vitale forcée (CVF) < 70 % 

GOLD I Léger VEMS ≥ 80 % valeur prédite 

GOLD II Modéré 50 % ≤ VEMS < 80 % valeur prédite 

GOLD III Sévère 30 % ≤ VEMS < 50 % valeur prédite 

GOLD IV Très sévère 
VEMS < 30 % valeur prédite ou 

VEMS < 50 % valeur prédite avec 
insuffisance respiratoire chronique grave 

L’exposition chronique à la fumée de cigarette est le facteur de risque principal contribuant à 

la pathogénèse de la BPCO. En effet, environ 90 % des patients diagnostiqués BPCO sont des 

anciens fumeurs ou des fumeurs actuels (Kamal, Srivastava, and Kesavachandran 2015).  

Dans la deuxième partie de ce projet, une étude in vivo concernant les effets de l’exposition des 

souris femelles C57bl/6 à la fumée de cigarette classique a été réalisée. Ce travail a consisté à 

mettre en place un modèle de BPCO induit par la fumée de cigarette chez la souris de manière 

à l’utiliser pour la suite de nos recherches comme contrôle positif dans des expérimentations 
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exposant des souris à l’aérosol de e-cigarette, dans les mêmes conditions d’exposition 

nicotinique.  

Cette partie du projet a été réalisée en collaboration avec la plateforme d’analyse des fonctions 

cardiovasculaires et pulmonaires de l’Institut Clinique de la Souris (ICS, Illkirch-

Graffenstaden). L’ICS est une infrastructure d’excellence pour la recherche translationnelle et 

la génomique fonctionnelle. L’ICS développe de nombreuses méthodes pour des études pré-

cliniques, dont la validation de cibles thérapeutiques ou des études pharmacologiques et 

toxicologiques chez la souris. 

II. Pistes physiopathologiques de la BPCO  

Actuellement, il n’existe pas de traitement curatif et la prise en charge de la BPCO reste 

symptomatique. Le traitement passe principalement par l’arrêt du tabac et l’administration de 

bronchodilatateurs par voie inhalée selon le stade de la maladie et le nombre d’exacerbations 

annuelles. Les objectifs de la recherche scientifique fondamentale sont de déterminer de 

nouvelles cibles thérapeutiques dans la BPCO à travers la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques mis en jeu dans cette pathologie.  

1) Rôle du déséquilibre entre les espèces oxydantes et antioxydantes 

Le stress oxydant peut être un mécanisme déclencheur et amplificateur important dans la 

BPCO. La charge oxydante dans les poumons due aux substances toxiques de la fumée de 

cigarette est renforcée par la libération d’espèces réactives de l’oxygène (reactive oxygen 

species ou ROS) par les macrophages et les neutrophiles présents en réponse à la signalisation 

des chémokines. Par exemple, une seule bouffée de cigarette contient 1015 molécules oxydantes 

et un gramme de goudron contient 1017 radicaux détectables (Cantin 2010). Il a été démontré 

que le H202 et le 8-isoprostane, qui est un marqueur de la peroxydation lipidique, sont 

augmentés dans la circulation systémique des patients atteints de BPCO (Kostikas et al. 2003). 



 96 

Dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire de fumeurs, l'alpha 1-antitrypsine a été retrouvée 

sous forme oxydée et des concentrations élevées de 8-hydroxydésoxyguanosine, un indicateur 

de l'ADN oxydé, ont également été observées et corrélées avec le nombre de cigarettes fumées 

par jour (Asami et al. 1997; Gadek, Fells, and Crystal 1979). Ainsi, dans la BPCO, les ROS, 

qu'elles soient radicalaires (RLO) ou non, entraînent une variété de mécanismes moléculaires 

et cellulaires délétères sur le parenchyme pulmonaire allant de la peroxydation des lipides et la 

carbonylation des protéines à la mort cellulaire par nécrose cellulaire, apoptose et autophagie. 

D’autres réponses comme une réponse inflammatoire exagérée, le remodelage de la matrice 

extracellulaire et des vaisseaux sanguins, une inactivation des antiprotéases, l’hypersécrétion 

de mucus et l'altération des systèmes de réparation tissulaire sont également engendrés par les 

ROS (Yao and Rahman 2011) (Figure 30).  

 

Figure 30 – Mécanismes de développement de la BPCO induits par le stress oxydant (He et al. 2020). 
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L’équilibre oxydants/antioxydants est davantage perturbé par consommation des antioxydants 

endogènes. Ainsi, le facteur de transcription Nuclear factor-erythroid factor 2-related factor 2 

(Nrf2) régule de nombreux gènes codant pour des protéines ayant des activités antioxydantes 

(HO‐1, NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 ou NQO1) (Cui et al. 2018). De ce fait, les 

molécules activatrices de Nrf2 sont des options thérapeutiques prometteuses et très étudiées 

dans la BPCO (Estornut et al. 2019).  

2) Rôle de l’excès de protéases 

Dans la BPCO, un déséquilibre entre les protéases qui dégradent la matrice extracellulaire du 

tissu conjonctif et les antiprotéases qui contrent cette action a été identifié. Des niveaux 

augmentés de plusieurs protéases, sécrétées par des cellules inflammatoires et des cellules 

épithéliales, ont également été observés chez les patients atteints de BPCO. De tout cela découle 

que l’accumulation de collagène et d’élastine résultant de la destruction du tissu conjonctif par 

les protéases est considérée comme une caractéristique importante de l'emphysème pulmonaire. 

En outre, ces produits de décomposition favorisent la migration des cellules inflammatoires et 

induisent une inflammation persistante du système respiratoire chez les patients atteints de 

BPCO, pouvant conduire à une inflammation systémique corrélée à un mauvais pronostic 

(Agustí et al. 2012).  

Par ailleurs, 1 à 5 % des cas de BPCO ont une composante génétique sous-jacente causée par 

un déficit en alpha 1-antitrypsine. Cette protéine est la principale antiprotéase à sérine 

responsable de la protection du parenchyme pulmonaire contre l’action des protéases pro-

inflammatoires, notamment l'élastase libérée par les polynucléaires neutrophiles lors de 

l'inflammation. 
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La régulation du déséquilibre entre les protéases et leurs inhibiteurs a également été proposée 

en tant que cible thérapeutique dans la BPCO (Dahl et al. 2012; Kuna et al. 2012; Wang et al. 

2020). 

3) Rôle de l'inflammation  

La BPCO se caractérise par une augmentation du nombre de macrophages dans les voies 

aériennes distales et le parenchyme pulmonaire, ainsi que par une augmentation des 

neutrophiles activés et des lymphocytes (Di Stefano et al. 1998; Selby et al. 1991; Stănescu et 

al. 1996). Le nombre de polynucléaires éosinophiles peut également être augmenté chez 

certains patients (Mulvanny et al. 2022). Ces cellules inflammatoires, ainsi que les cellules 

épithéliales des voies aériennes agressées libèrent de multiples médiateurs inflammatoires 

comme l'IL-6, l'IL-8, le leucotriène B4 (LTB4), le MCP-1 et le Tumour Necrosis Factor alpha 

(TNF-α). Ces facteurs chimiotactiques amplifient le processus inflammatoire et induisent des 

changements structurels. Les concentrations de cytokines et de chémokines pro-inflammatoires 

sont augmentées à la fois localement dans les voies aériennes, mais aussi dans le plasma des 

patients atteints de BPCO (de Boer et al. 2000; Lea et al. 2018; Mulvanny et al. 2022; Tanabe 

et al. 2015; Traves 2002). L'hypoxie retrouvée dans les cas de BPCO sévères provoque 

également une sécrétion d’IL-8 par les macrophages alvéolaires (Hirani et al. 2001). 

De nombreux facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation des marqueurs de 

l’inflammation dans la BPCO, parmi lesquels le NF-κB possède un rôle crucial puisque les 

gènes codant pour les médiateurs pro-inflammatoires, notamment IL-1β, IL-6, IL-8, MCP-1 et 

TNF-α, sont tous régulés par NF-κB. Chez les fumeurs et les patients atteints de BPCO, le 

nombre de cellules épithéliales et de macrophages présentant une augmentation de NF-κB ainsi 

que l'expression nucléaire de ce dernier étaient augmentés (Di Stefano et al. 2002; 

Rajendrasozhan et al. 2010; Yagi, Aoshiba, and Nagai 2006). C’est pourquoi, le développement 

d'inhibiteurs des récepteurs de cytokines et de chémokines pourrait également représenter une 
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piste thérapeutique dans la BPCO. Certains médicaments ont déjà montré une efficacité 

thérapeutique lors d’études in vivo, d'autres ont présenté des effets secondaires importants lors 

des essais cliniques, tandis que d'autres encore sont toujours au stade d’hypothèse dans la prise 

en charge de la BPCO (Wang et al. 2020). 

Actuellement, les mécanismes de cette inflammation exagérée ne sont que partiellement 

compris. Le déséquilibre des espèces oxydantes/antioxydantes et celui des 

protéases/antiprotéases est susceptible d’amplifier la signalisation des voies inflammatoires. 

Ainsi, le mécanisme physiopathologique plurifactoriel de la BPCO rend la recherche de 

nouvelles cibles thérapeutiques difficile car l’action sur une seule voie de signalisation 

cellulaire donne des résultats cliniques insuffisants.  

Ainsi, en raison du chevauchement des fonctions des signaux inflammatoires moléculaires dans 

la BPCO, il est important de proposer une cible thérapeutique impliquée dans plusieurs 

mécanismes aboutissant à l’apparition de la BPCO. 

4) L’hypothèse de la sérotonine 

Dans notre laboratoire, nous travaillons sur le rôle de la sérotonine dans diverses pathologies 

du système cardiovasculaire et du système nerveux central (Ayme-Dietrich et al. 2019; Becker 

et al. 2021). La sérotonine est une monoamine impliquée dans de nombreux processus 

biologiques, la complexité de ses activités pharmacologiques étant due à l’existence de 7 classes 

de récepteurs identifiés (5-HTR) qui sont couplés à des signalisations intracellulaires différentes 

(Figure 31).  
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Figure 31 – Récepteurs et actions de la sérotonine. Source : site consulté le 07/10/2022, 
https://manualofmedicine.com/ 

Entre autres, la sérotonine joue un rôle important dans les fonctions pulmonaires comme le 

rythme respiratoire ou la vasoconstriction pulmonaire (Hilaire et al. 2010; Morecroft et al. 

2005). Par ailleurs, la sérotonine est connue pour être un puissant modulateur immunitaire (Wu 
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et al. 2019). Les concentrations plasmatiques en sérotonine sont physiologiquement basses en 

raison de la recapture de la sérotonine plasmatique par les plaquettes (Mercado and Kilic 2010). 

Cependant, lors d’une agression pulmonaire, le niveau local en sérotonine va augmenter et la 

sérotonine va réguler la production de cytokines via ses récepteurs ou son transporteur SERT 

(Hart and Block 1989; Lowery, Woulfe, and Kilic 2019; Mann and Oakley 2013). Ainsi, 

l’altération de la réponse sérotoninergique par ses récepteurs localisés sur diverses cellules 

immunitaires, peut induire des conditions inflammatoires comme dans certaines maladies 

inflammatoires de l’intestin ou l’arthrite rhumatoïde (Banskota, Ghia, and Khan 2019; Shajib 

and Khan 2015). Concernant la BPCO, les concentrations plasmatiques de sérotonine étaient 

significativement plus élevées chez les patients atteints de BPCO (96,6 ng/mL) que chez les 

non-fumeurs sains (32,4 ng/mL) ou les anciens fumeurs (41,4 ng/mL) (W. K. W. Lau et al. 

2012). Enfin, une morbi-mortalité respiratoire plus importante a été retrouvée chez les patients 

BPCO traités par des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (Vozoris et al. 2018) 

et l’hypothèse d’une augmentation de la synthèse et/ou de l’activité de la sérotonine a été 

évoquée comme piste pouvant expliquer l’hypertension pulmonaire induite par l’hypoxie (Chan 

and Loscalzo 2008). Néanmoins, aucune preuve moléculaire du rôle physiopathologique de la 

sérotonine dans la BPCO n’a pu être apportée jusqu’à présent.  

Devant les mécanismes inflammatoires et hypoxiques induits par l’exposition à la fumée de 

cigarette et devant la possibilité de faire un ciblage pharmacologique, la question de 

l’implication de la sérotonine comme médiateur de la réponse inflammatoire dans la BPCO et 

dans les pathologies induites par la BPCO est une piste intéressante à explorer. L’exploration 

de cette piste pourrait révéler de nouveaux marqueurs diagnostiques ou pronostiques et/ou de 

nouveaux médicaments capables de prévenir ou de ralentir le long processus de dégradation des 

voies respiratoires dans la BPCO. 
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III. Objectifs du projet in vivo 

Les objectifs de ce travail in vivo étaient de : 

• Valider un modèle murin sensible à l’exposition chronique à la cigarette classique et qui 

développe une inflammation chronique des voies respiratoires. 

• Identifier les conséquences pulmonaires macroscopiques, microscopiques et 

moléculaires induites par l’exposition à la cigarette classique, avec un focus sur les 

acteurs du système sérotoninergique. 

• Utiliser ce modèle comme contrôle positif pour le comparer à une exposition aux 

nouveaux ENDS de manière à évaluer les différences d’impacts sur les poumons entre 

les ENDS et la cigarette classique pour une même exposition à la nicotine. 

IV. Choix du modèle animal 

Les modèles animaux ont été d'une utilité exceptionnelle pour investiguer les mécanismes de 

développement de la BPCO lors de l'exposition à la fumée de cigarette puisqu’ils reproduisent 

fidèlement les caractéristiques critiques de la maladie humaine dans un délai court. Le défi de 

l’exploration chez l’animal consiste à sélectionner le modèle animal adéquat pour l'induction 

de la BPCO, l'utilisation d'un appareil correct avec une exposition à la fumée de cigarette 

validée selon le nombre de cigarettes et la durée de l'exposition. 

Généralement, les animaux sont exposés à la fumée de cigarette dans une machine génératrice 

de fumée selon une des deux modalités suivantes : l’exposition « nose-only » mime le 

tabagisme actif, alors que l’exposition « whole-body » correspond davantage au tabagisme 

passif.  

Selon la configuration de l’appareillage et les cigarettes utilisées, la fumée de cigarette peut être 

filtrée en amont de l’exposition des animaux. En règle générale, des cigarettes de qualité 
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recherche sont utilisées, ce qui permet de normaliser leur contenu en nicotine et en goudrons. 

Les cigarettes normalisées proviennent le plus souvent de l'Université de Kentucky 

(http://www.ca.uky.edu/refcig/, site consulté le 07/10/2022). 

Une étape cruciale représente le choix du modèle animal puisque les différentes espèces 

animales ont des sensibilités variables à la fumée de cigarette, et ces sensibilités peuvent même 

être particulières à chaque souche au sein d'une même espèce. Dans la littérature, de nombreuses 

espèces ont été utilisées, notamment les rongeurs, les cobayes, les chiens, les singes et les 

moutons (Abraham 2008; Chapman 2008; Heck et al. 2002; Wang et al. 2008; Wright and 

Churg 1990). Cependant, devant la grande variété de lignées existantes, la possibilité de 

modification génétique, l'abondance de réactifs moléculaires et immunologiques, ainsi que les 

coûts d’entretien relativement faibles, le modèle murin a été le plus choisi pour étudier la 

physiopathologie de la BPCO.  

L’ensemble des procédures in vivo ont été réalisées sur des souris C57bl/6, cette lignée murine 

apparait sensible à la fumée de tabac et est la plus utilisée, dans la littérature, comme modèle 

de BPCO et d’emphysème induit par le tabagisme (Leberl, Kratzer, and Taraseviciene-Stewart 

2013). Différentes caractéristiques décrites dans la BPCO ont été retrouvées après exposition 

de ces souris au tabac, comme l’inflammation pulmonaire chronique, l’infiltration de cellules 

inflammatoires dans le parenchyme pulmonaire, l’augmentation des marqueurs de 

l’inflammation, le remodelage des voies respiratoires et l’élargissement des espaces alvéolaires 

traduisant la présence d’emphysème (D’hulst et al. 2005; Leberl et al. 2013; K. M. Lee et al. 

2018).  
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V. Étude pilote : Exposition des souris à la fumée de cigarette 

classique selon un régime « normal » d’exposition en vue 

d’obtenir une inflammation pulmonaire chronique 

1) Schéma expérimental de l’étude 

Lors de l’étude pilote, 24 souris (femelles C57bl/6, âgées de 8 semaines au début de 

l’expérimentation) ont été randomisées en 2 groupes : un groupe exposé à la cigarette classique 

(12 souris) et un groupe exposé à l’air ambiant qui sert de groupe contrôle (12 souris). Le 

protocole d’exposition repose sur une durée d’exposition de 4 semaines suivi du sacrifice de la 

totalité des animaux à la fin de cette période. 

2) Le protocole d’exposition 

L’exposition s’est faite de manière progressive, afin d’habituer les souris à la fumée de cigarette 

(Figure 32) : 

• La première semaine : le premier jour, les souris ont été exposées pendant 10 min et 

chaque jour ont été ajoutées 10 minutes supplémentaires d’exposition à la fumée de 

cigarette classique avec 10 min de ventilation entre chaque séquence d’exposition à la 

fumée, pendant 5 jours successifs. 

• La deuxième semaine : les souris ont été exposées 2 x 40 minutes avec 40 minutes de 

ventilation entre les 2 séquences et ceci 5 jours sur la semaine. 

• La troisième et la quatrième semaine : les souris ont été exposées 2 x 60 minutes avec 

60 minutes de ventilation entre les 2 séquences et ceci 5 jours par semaine. 
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Figure 32 – Protocole d’exposition progressif des souris à la fumée de cigarette dans l’étude pilote incluant 24 
souris réparties dans 2 bras expérimentaux (12 souris exposées à la fumée de cigarette classique et 12 souris 

exposées à l’air ambiant) 

Les souris du groupe expérimental « cigarette classique » ont été exposées à la fumée par une 

méthode dite « nose-only », en respectant le protocole WHO de régime d’exposition « normal » 

selon les recommandations ISO (ISO 3308:2012). Dans ce régime d’exposition, des inhalations 

de 2 secondes et d’un volume de 35 mL sont effectuées toutes les 60 secondes, sans 

modification préalable du filtre de la cigarette. Les souris du groupe contrôle ont été exposées 

par la même méthode « nose-only » à l’air ambiant ventilé sur une tour d’exposition jamais 

utilisée avec de la fumée. Les cigarettes de référence pour la recherche (3R4F, Kentucky) ont 

été utilisées. La machine génératrice de fumée (InExpose system, EMKA technologies) permet 

une inhalation uniquement par le museau de la souris et une exposition simultanée et identique 

de 12 souris par groupe (Figure 33). Une tour d’exposition différente est réservée pour chaque 

groupe expérimental de manière à éviter les contaminations. 
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Figure 33 – Machine d’exposition InExpose system (EMKA technologies) permettant une exposition à la fumée 

de cigarette classique en mode « nose-only ». Les flèches indiquent l’emplacement des souris. Des filets de 
contention pour souris sont fixés sur une tour avec des orifices individuels permettant la distribution équivalente 

de la fumée à chaque souris exposée. 

3) Résultats de l’étude pilote 

a) Suivi de l’état général et du poids des souris 

L’état de santé général des souris a été suivi tout au long des semaines. Il a consisté à suivre le 

poids (lundi et vendredi de chaque semaine), la vie en groupe, la présence de blessures par 

morsure ou d’autres lésions externes. La mortalité et la morbidité dans chaque groupe ont été 

relevées tous les jours. La Figure 34 illustre la variation du poids des 2 groupes expérimentaux 

pendant le mois d’expérimentation (Figure 34). Aucune différence statistiquement significative 

n’a été mise en évidence sur le mois d’exposition. Une souris du groupe contrôle est morte à J5 

à cause d’une dislocation cervicale dans l’appareil d’exposition.  

 
Figure 34 – Variation du poids au cours du mois d’exposition par groupe expérimental (n = 12 souris par groupe 

en début d’expérimentation). 
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b) Résultats de l’exploration fonctionnelle respiratoire en fin d’expérimentation 

L’exploration fonctionnelle respiratoire a été faite par pléthysmographie non-invasive sur 

souris conscientes, en respiration spontanée (Flexivent system, Scireq) après provocation des 

bronches à des concentrations croissantes de méthacholine. La méthacholine est un analogue 

ß-méthylé de l’acétylcholine qui agit comme agoniste non sélectif des récepteurs muscariniques 

et mime les effets du système nerveux parasympathique. Le muscle lisse bronchique contient 

une importante innervation cholinergique avec présence des récepteurs M2 et M3.  

Parmi les paramètres mesurés par la pléthysmographie non-invasive, le PENH (« enhanced 

pause » ou pause améliorée) est un indicateur de la résistance bronchique associée à la 

bronchoconstriction (Lomask 2006). Plus les concentrations de méthacholine augmentent, plus 

elle se fixe sur ses récepteurs, plus la bronchoconstriction est importante et plus le PENH 

augmente. Les souris du groupe contrôle répondent à la méthacholine pour des concentrations 

basses, l’effet maximal est atteint après 0,2 M de méthacholine, puis il y a un plateau et une 

diminution de la réponse (Figure 35 (A)). Cette courbe s’explique par une fixation rapide de la 

méthacholine sur ses récepteurs, puis leur saturation et pour finir, leur désensibilisation pour 

les concentrations les plus fortes de méthacholine. En revanche, dans le groupe expérimental 

exposé à la fumée de cigarette, les récepteurs de la méthacholine semblent être moins présents 

ou moins disponibles à la fixation de la méthacholine ou leur voie de couplage modifiée, 

entrainant un effet décalé vers la droite et une hyperréactivité bronchique plus importante après 

nébulisation de 0,4 M de méthacholine (p < 0,05). La figure 35(B) illustre les variations du 

PENH à 4 minutes post-nébulisation de sérum physiologique (0 mol/L) et de concentrations 

croissantes de méthacoline (0,01 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 mol/L). L’analyse par RT-qPCR 

des récepteurs de la méthacholine dans les deux groupes apportera des informations 

supplémentaires sur une possible modification de leur expression génique.  
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Figure 35 – (A) Évolution du PENH au cours du temps après nébulisation de solutions de méthacholine à des 
concentrations croissantes (0,01 à 0,4 M). (B) Effet des différentes concentrations de méthacholine sur le PENH 

à 4 minutes post-nébulisation. Analyse statistique : comparaison des moyennes de PENH obtenues dans les 2 
groupes après chaque nébulisation par test de Student pour échantillons non-appariés avec 𝛼 = 0,05 % ; ngroupe 

contrôle = 11 ; ngroupe fumée = 12. * p < 0,05. 

c) Résultats des études moléculaires et tissulaires  

i. Dosage de la sérotonine sanguine 

Le sang total a été prélevé sur tube hépariné après ponction intra-cardiaque. Afin d’éviter 

l’oxydation de la sérotonine, le sang est rapidement transféré dans des tubes contenant de 

l’acide ascorbique, puis conservé à -20°C jusqu’à analyse par chromatographie liquide de haute 

performance couplée à une détection spectrofluorimétrique. La figure 36 montre les 

concentrations de sérotonine obtenues dans le sang total pour les deux groupes expérimentaux. 

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les deux groupes après un mois d’exposition.  
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Figure 36 – Concentration de sérotonine sanguine dans les deux groupes expérimentaux. Les résultats obtenus 

par chromatographie liquide de haute performance couplée à une détection spectrofluorimétrique n’ont pas 
montré de différence entre les 2 groupes de souris. Analyse statistique : test de Student pour échantillons non-

appariés avec 𝛼 = 0,05 ; n groupe contrôle = 11 ; n groupe fumée = 12. 

ii. Comptage des cellules immunitaires dans le liquide broncho-alvéolaire  

Le comptage des globules blancs totaux (GBT) dans le liquide broncho-alvéolaire (LBA) a été 

réalisé grâce à un analyseur d’hématologie (Advia 120, Siemens). Malgré une tendance à 

l’augmentation du nombre de GBT dans le groupe de souris exposé à la cigarette classique, 

aucune différence statistiquement significative n’a été observée entre les deux groupes 

expérimentaux (p = 0,1182). L’analyse des populations cellulaires par cytométrie de flux (BD 

Biosciences LSRII) n’a également pas montré de différence significative entre les deux groupes 

expérimentaux, que ce soit pour les macrophages (p = 0,7294), les polynucléaires neutrophiles 

(p = 0,3037), les lymphocytes totaux (p = 0,8394), les lymphocytes T (p = 0,2396) ou les 

lymphocytes B (p = 0,8810) (Figure 37).  
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Figure 37 – Analyse des cellules immunitaires retrouvées dans le LBA des souris des 2 groupes expérimentaux 
(groupe contrôle en vert et groupe exposé à la fumée de cigarette en orange). Les populations cellulaires 

mesurées sont (A) les globules blancs totaux, (B) les macrophages, (C) les polynucléaires neutrophiles, (D) les 
lymphocytes totaux, (E) les lymphocytes T et (F) les lymphocytes B. Analyse statistique : comparaison des 

moyennes de chaque groupe par test de Student pour échantillons non-appariés avec 𝛼 = 0,05 ; ngroupe contrôle = 6 ; 
ngroupe fumée = 5. 

iii. L’analyse moléculaire : Quantification des ARNm par RT-qPCR 

Les poumons des 3 souris de chaque groupe expérimental ont été retirés, mis dans de l’azote 

liquide et utilisés pour des analyses biomoléculaires. L’ARN a été extrait avec du TRIzol puis 

la quantification des niveaux de l’ARNm des métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9), des 

récepteurs muscariniques périphériques (M1, M2 et M3), des marqueurs de l’inflammation 

comme le récepteur aux produits de la glycation avancée (RAGE), de l’apoptose (ratio 

bax/bcl2) (Figure 38), des récepteurs sérotoninergiques, de SERT et de TPH-1 a été faite par 

RT-qPCR (Figure 39). Aucune différence statistiquement significative n’a été mise en évidence 

entre les deux groupes expérimentaux quel que soit le marqueur analysé, principalement à cause 

d’un très faible nombre d’individus par groupe. 
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Figure 38 – Résultats des modifications de l’expression d’ARNm pulmonaires obtenus par RT-qPCR. Aucune 
différence n’a été mise en évidence entre les médianes dans les 2 groupes expérimentaux pour (A) MMP-2, (B) 

MMP-9, les récepteurs muscariniques périphériques (C) M1, (D) M2 et (E) M3, (F) le marqueur RAGE, les 
marqueurs apoptotiques (G) bax, (H) bcl2 et (I) le ratio bax/bcl2 (p > 0,05). Analyse statistique : test non-

paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney avec 𝛼 = 0,05 et n = 3 par groupe expérimental. 
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Figure 39 – Résultats des modifications de l’expression d’ARNm pulmonaires obtenus par RT-qPCR. Aucune 

différence n’a été mise en évidence entre les médianes dans les 2 groupes expérimentaux pour les marqueurs du 
système sérotoninergique : (A) l’enzyme TPH-1, (B) le transporteur de recapture de la sérotonine SERT, les 

récepteurs (C) 5-HTR2A, (D) 5-HTR2B, (E) 5-HTR4, (F) 5-HTR6, (G) 5-HTR7, p > 0,05. Analyse statistique : 
test non-paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney avec 𝛼 = 0,05 et n = 3 par groupe expérimental. 
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pulmonaire. Aucune différence n’a été mise en évidence entre les deux groupes expérimentaux.  

4) Conclusions de l’étude pilote du projet in vivo 
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instillation de méthacholine décalée vers la droite, mais sans qu’un remodelage des voies 

respiratoires ne puisse être mis en en évidence. Malheureusement, la durée et/ou l’intensité 

d’exposition n’ont pas été suffisantes pour obtenir un modèle d’inflammation chronique 

pulmonaire chez la souris.  

Dans la deuxième partie de ce projet in vivo, nous avons réalisé une étude des effets de 

l’exposition des souris femelles C57bl/6 à la fumée de cigarette classique selon un mode 

d’exposition plus intense. 

VI. Étude principale : Exposition des souris à la fumée de 

cigarette classique selon un régime intense d’exposition en vue 

d’obtenir une inflammation pulmonaire chronique 

1) Schéma expérimental de l’étude 

Avant la mise en place de l’étude principale, plusieurs modèles murins d’inflammation 

pulmonaire ont été passés en revue afin d’adapter au mieux le protocole initial d’exposition à 

nos besoins (Tableau X) (Austin, Miller, and Vlahos 2019; Lee et al. 2014; K. M. Lee et al. 

2018; Murray et al. 2017; Valença et al. 2004). Le modèle expérimental de Lee et ses 

collaborateurs a été choisi pour la suite de ce projet car c’est celui qui est le plus proche de nos 

conditions expérimentales (nose-only, exposition 5 jours/semaine) (K. M. Lee et al. 2018).  

Tableau X – Modèles expérimentaux décrits dans la littérature permettant de développer une inflammation 
pulmonaire à la suite d’une exposition à la fumée de cigarette classique. 

Référence Cellules immunitaires (LBA) Cytokines 
(LBA) Protocole d’exposition 

Valença, 2008 
Whole-body 

exposure 

➚ Macrophages à J10, J20, J30 
et J60 

➚ MMP-12, TIMP-2 

➚ TNF-α et IL-
6 à partir de J10 

3 cigarettes x 3/j (9 
cigarettes/jour), 7 j/semaine, 

10, 20, 30 ou 60 jours 

Lee, 2014 
Whole-body 

exposure 

➚ Macrophages, Neutrophiles et 
Lymphocytes à S2 

➚ TNF-α, IL-6 
et KC à S2 

5 cigarettes x 4/j (20 
cigarettes/j), 30 min de pause 
entre séances, 6 j/semaine, 2 

semaines 
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Murray, 2017 
Whole-body 

exposure 

➚ Macrophages, Neutrophiles et 
Lymphocytes à J19 

➚ TGFβ1, 
GSK3β et 

col1α1 à J19 

10 cigarettes sans filtre x 2/j 
(20 cigarettes/j), 7 j/semaine, 

18 jours 
Lee, 2018 
Nose-only 
exposure 

➚ Macrophages, Neutrophiles et 
Lymphocytes à S3 

➚ IP-10, MIP-
1b 

4 heures/j, 5 j/semaine, 3 
semaines 

5 jours d’acclimatation 

Austin, 2019 
Whole-body 

exposure 

Pas d’effet sur les macrophages 
à S2 

➚ Macrophages, Neutrophiles et 
Lymphocytes à S8 et S12 

- 9 cigarettes/j, 5 j/semaine, 2, 
8 et 12 semaines 

 

2) Protocole d’exposition 

Un total de 24 souris (femelles C57bl/6Nhsd âgées de 12 semaines au début de l’exposition) a 

été randomisé en 2 groupes : un groupe exposé à la fumée de cigarette classique (12 souris) et 

un groupe contrôle exposé à l’air ambiant (12 souris). Le protocole d’exposition a une durée de 

3 semaines et le sacrifice de la totalité des animaux est réalisé à la fin de cette période. La 

première semaine, l’exposition s’est faite de manière progressive (0,5 ; 1 ; 2 ; 3 et 4 heures pour 

les jours 1 ; 2 ; 3 ; 4 et 5, respectivement) afin d’acclimater les souris à la fumée de cigarette 

classique (Figure 40). 

 
Figure 40 – Illustration du modèle expérimental implanté pour l’étude principale d’exposition des souris à la 

fumée de cigarette classique. 

Les souris du groupe expérimental « cigarette classique » ont été exposées à la fumée par une 

méthode « nose-only », en respectant le protocole Health Canada (1999) de régime d’exposition 

« intense ». Ce régime d’exposition consiste en des inhalations de 2 secondes et un volume de 

55 mL effectuées toutes les 30 secondes, avec 8 puffs par cigarette et sans modification 
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préalable du filtre de la cigarette (Tableau XI). Les souris du groupe contrôle ont été exposées 

en parallèle par la méthode « nose-only » à l’air ambiant ventilé sur une autre tour d’exposition. 

La nouvelle référence des cigarettes de l’université de Kentucky a été utilisée (1R6F, 

Kentucky). 

Tableau XI – Protocole d’exposition avec le nombre de cigarettes prévues par le protocole de Lee et al., 2018. 

Jour 1 8 cigarettes – 30 minutes 

Jour 2 15 cigarettes – 60 minutes 

Jour 3 30 cigarettes – 120 minutes 

Jour 4 45 cigarettes – 180 minutes 

Jour 5 60 cigarettes – 240 minutes 

Semaine 2 et 3 60 cigarettes/jour soit 240 minutes (4 heures) 
 

3) Résultats de l’étude principale 

a) Suivi de l’état général et du poids 

L’état de santé général des souris a été suivi tout au long des semaines. Il a consisté à suivre le 

poids (lundi et vendredi), la vie en groupe, la présence de blessures par morsure ou d’autres 

lésions externes. La figure 41 illustre la variation du poids des animaux (Figure 41(A)) et le 

poids des poumons le jour du sacrifice (Figure 41(B)) dans les 2 groupes expérimentaux. 

Aucune différence statistiquement significative n’a été mise en évidence entre les deux groupes 

pour ces deux paramètres.  
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Figure 41 – (A) Suivi du poids des animaux dans les deux groupes expérimentaux sur la durée de l’étude. Malgré 
une tendance à des poids plus faibles chez les souris exposées à la fumée de cigarette 1R6F, aucune différence 

n’a été identifiée entre les deux groupes d’exposition. (B) Poids des poumons le jour du sacrifice. Analyse 
statistique : comparaison des moyennes de chaque groupe par test de Student pour échantillons non-appariés 

avec 𝛼 = 0,05 ; n groupe contrôle = 12 ; n groupe fumée = 6. 

La mortalité et la morbidité dans chaque groupe ont été suivies tous les jours. Des souris du 

groupe exposé à la fumée de cigarette étaient léthargiques après l’exposition quotidienne, mais 

toutes les activités de la vie courante sont revenues à la normale 2 heures après la remise en 

cage des souris. Deux souris du groupe exposé à la cigarette classique sont mortes à J4 pendant 

l’exposition. A partir du 5ème jour d’exposition, le protocole d’exposition a été réadapté comme 

le montre le tableau suivant en raison d’une suspicion de toxicité de la fumée trop importante 

(Tableau XII) : 

Tableau XII – Protocole d’exposition avec ajustement du nombre de cigarettes consommées à partir du 5ème jour 
d’exposition. 

Jour 1 8 cigarettes – 30 minutes 

Jour 2 15 cigarettes – 60 minutes 

Jour 3 30 cigarettes – 120 minutes 

Jour 4 45 cigarettes – 180 minutes 

Jour 5 16 cigarettes (64 minutes) – pause 3H – 16 cigarettes (64 minutes) 

Semaine 2 et 3 16 cigarettes (64 minutes) – pause 3H – 16 cigarettes (64 minutes) 
  

Au 15ème jour d’exposition, 4 autres souris du groupe exposé à la fumée de cigarette classique 

sont mortes pendant l’exposition. A partir du 16ème jour, le protocole a été de nouveau adapté 

en diminuant le nombre de cigarettes par deux et en passant au régime « normal » d’exposition 
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avec une inhalation par minute (Tableau XIII). Ce régime normal d’exposition a été mieux 

toléré par les souris.  

Tableau XIII – Protocole d’exposition avec ajustement du nombre de cigarettes consommées à partir du 16ème 
jour d’exposition avec passage à une exposition selon un régime normal (ISO 3308:2012) 

Jour 1 8 cigarettes – 30 minutes 

Jour 2 15 cigarettes – 60 minutes 

Jour 3 30 cigarettes – 120 minutes 

Jour 4 45 cigarettes – 180 minutes 

Jour 5 16 cigarettes (64 minutes) – pause 3H – 16 cigarettes (64 minutes) 

Semaine 2 16 cigarettes (64 minutes) – pause 3H – 16 cigarettes (64 minutes) 

Semaine 3 8 cigarettes (64 minutes) – pause 3H – 8 cigarettes (64 minutes) selon 
un régime normal d’exposition 

 

b) Niveaux d’exposition des souris à la fumée de cigarette classique 

La concentration moyenne en particules contenues dans la fumée lors de l’exposition des souris 

a été calculée à J4 et à la fin de la deuxième semaine à partir de la masse recueillie sur des filtres 

placés à différents emplacements du système d’exposition et du volume total de fumée produit. 

L’homogénéité de la répartition des concentrations de particules présentes dans la fumée a été 

déterminée en déposant des filtres de façon aléatoire au niveau des deux étages de la tour 

d’exposition.  

Ainsi, l’exposition selon le régime intense a produit en moyenne 736 ± 44 µg et 985 ± 94 µg 

de particules/L de fumée produite à J4 et à la fin de la deuxième semaine, respectivement. 

c) Les études moléculaires et tissulaires  

i. Comptage des cellules immunitaires dans le liquide broncho-alvéolaire  

Le comptage des GBT dans le LBA a permis de mettre en évidence une augmentation des GBT 

dans le groupe exposé à la fumée de cigarette classique par rapport au groupe exposé à l’air 

(p = 0,0001). L’analyse des populations des cellules immunitaires par cytométrie en flux a 



 118 

montré une augmentation significative des macrophages (p = 0,0038), des polynucléaires 

neutrophiles (p = 0,0006), des lymphocytes T (p = 0,0011) et des polynucléaires éosinophiles 

(p = 0,0030). En revanche, aucune différence n’a été observée entre les deux groupes pour les 

lymphocytes B (Figure 42).  

 
Figure 42 – Analyse des cellules immunitaires retrouvées dans le LBA des 2 groupes (exposé à l’air en vert et 

exposé à la fumée de cigarette en rouge). Les populations cellulaires analysées sont (A) les globules blancs 
totaux, (B) les macrophages, (C) les polynucléaires neutrophiles, (D) les lymphocytes T, (E) les lymphocytes B 

et (F) les polynucléaires éosinophiles. Analyse statistique : comparaison des moyennes obtenues dans les 2 
groupes par test de Student pour échantillons non-appariés avec 𝛼 = 0,05 % ; ngroupe contrôle = 12 ; ngroupe fumée = 6. * 

p < 0,05. ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

ii. Dosage des cytokines et chémokines dans le lavage broncho-alvéolaire 

Le dosage de 6 cytokines et chémokines (IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-33, IL-10 et MCP-5) dans le 

LBA, effectué en duplicata par une technique ELISA, n’a pas permis de montrer de différence 

de profil cytokinique entre les souris exposées à la cigarette classique et les souris exposées à 

l’air (Figure 43).  
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Figure 43 – Dosage d’un panel de cytokines et chémokines (IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-33, IL-10 et MCP-5) dans le 

lavage broncho-alvéolaire des souris exposées à l’air et à la fumée de cigarette classique 1R6F. Analyse 
statistique : comparaison des moyennes obtenues dans les 2 groupes par test de Student pour échantillons non-

appariés avec 𝛼 = 0,05 ; n groupe contrôle = 12 ; n groupe fumée = 6. 

iii. Analyse histologique des poumons 

Les poumons entiers des souris ont été fixés au paraformaldéhyde puis inclus dans la paraffine. 

Des coupes de 5 μm des poumons entiers ont été colorées à l'hématoxyline-éosine pour 

identifier un éventuel remodelage des voies respiratoires. Sur les coupes de poumons de souris 

exposées à la fumée de cigarette classique, un élargissement des espaces alvéolaires est visible, 

avec des parois des alvéoles rompues évocatrices d’un emphysème pulmonaire (Figure 44).  

 
Figure 44 – Coupes histologiques de poumons de souris du groupe contrôle (CTL) exposé à l’air et du groupe 

exposé à la fumée de cigarette de référence (1R6F). Les coupes colorées à l'hématoxyline (noyaux) et à l'éosine 
(cytoplasme) montrent un élargissement des espaces alvéolaires et une rupture des alvéoles. Ces éléments sont 

caractéristiques d’un emphysème se développant dans le groupe de souris exposées à la fumée de cigarette.  
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VII. Discussion 

Dans cette partie du projet, un modèle d’inflammation pulmonaire chronique à la suite d’une 

exposition à la fumée de cigarette classique a été développé afin qu’il puisse être utilisé par la 

suite comme témoin positif lors d’expositions aux systèmes électroniques délivrant de la 

nicotine. Les résultats de la première étude effectuée lors de ce projet in vivo ont montré une 

tendance à l’augmentation pour certaines cellules de l’inflammation, mais la durée et/ou 

l’intensité de l’exposition n’ont pas été suffisantes pour obtenir un modèle d’inflammation 

pulmonaire chronique chez la souris. Dans la deuxième expérimentation, une intensification du 

régime d’exposition a été suffisante pour obtenir une augmentation du nombre de cellules 

inflammatoires dans le LBA, ainsi qu’une destruction des parois alvéolaires sans toutefois 

montrer d’augmentation de cytokines et chémokines inflammatoires dans le LBA.  

Le modèle murin est majoritairement utilisé pour étudier les pathologies pulmonaires causées 

par les particules inhalées lors du tabagisme actif et passif, mais également causées par la 

pollution de l’air. La fumée de tabac est un aérosol chimique complexe, comportant une phase 

liquide dispersée en fines gouttelettes (phase particulaire) dans un mélange de gaz (phase 

gazeuse). Les chercheurs ont estimé que la fumée de cigarette contient 109 à 1010 particules/cm3 

et plus de 7000 composés appartenant à de nombreuses classes chimiques différentes. La phase 

particulaire contient par exemple de la nicotine (6,2 %), des goudrons (78,2 %) et de l’eau 

(15,6%), alors que la phase gazeuse est composée d’azote (59 %), de CO2 (12,5 %), de CO 

(4 %), et d’un mélange d’hydrocarbures et d’autres composants (24,5 %) (Rodgman et Perfetti 

2009). Cependant, la composition chimique de la fumée de cigarette peut être très différente en 

raison de nombreux facteurs comme le mélange ou le type de tabac, la préparation du tabac (par 

exemple, la largeur de coupe des feuilles, la présence d’additifs et le niveau d'humidité), les 

dimensions de la cigarette, le poids de la tige de tabac, la porosité du papier, la présence d'un 

filtre et même le type de filtre (Perfetti et al. 1998). Pour ces raisons, lors d’expérimentations 
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animales, il est primordial d’utiliser des cigarettes standardisées, comme les cigarettes de 

l’Université de Kentucky, pour pouvoir comparer les données générées par les différents 

laboratoires. La cigarette de référence 3R4F n'étant plus disponible à l'achat depuis le 31 

décembre 2018, la deuxième partie du projet in vivo a été réalisée avec la nouvelle référence 

1R6F. 

1) L’étude de faisabilité 

Le protocole d’exposition de l’étude pilote a suivi les recommandations ISO 3308:2012 qui 

définissent les conditions standard nécessaires pour la génération de fumée de cigarettes par 

une machine en routine au laboratoire. L’exposition à un régime standard pendant 4 semaines, 

qui consiste en la répétition d’inhalations de 2 secondes et un volume de 35 mL toutes les 60 

secondes sans modification préalable du filtre de la cigarette, n’a pas permis d’obtenir un 

modèle murin d’inflammation de type BPCO. En effet, l’analyse pléthysmographique de 

l’hyperréactivité bronchique après instillation de concentrations croissantes de méthacholine a 

montré un décalage de la courbe effet-dose vers la droite dans le groupe exposé à la fumée de 

cigarette. Ce décalage se traduit par une diminution de la réactivité des bronches face à la 

méthacholine qui est un agoniste non sélectif des récepteurs muscariniques mimant donc les 

effets du système nerveux parasympathique au niveau du muscle lisse bronchique. Cette 

diminution inattendue de la réactivité des bronches peut s’expliquer par une diminution du 

nombre de récepteurs muscariniques ou de leur disponibilité pour la fixation de la méthacholine. 

L’analyse moléculaire des récepteurs muscariniques n’a pas identifié de diminution 

d’expression de l’ARNm des récepteurs muscariniques M1, M2 ou M3, mais le faible effectif 

dans chaque groupe ne nous permet pas d’exclure un effet du tabac sur l’expression génique de 

ces récepteurs. Des études d’immunohistochimie sur des coupes histologiques des voies 

aériennes inférieures et des études subcellulaires pourraient apporter des informations 

complémentaires sur la disponibilité de ces récepteurs. Par ailleurs, lors de l’étude pilote, aucun 
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remodelage des voies aériennes n’a été mis en évidence dans le groupe exposé à la fumée de 

cigarette classique par rapport au groupe contrôle. Les mécanismes de réparation des voies 

respiratoires semblent être suffisants pour empêcher le déséquilibre observé lors d’une 

agression chronique après un premier mois d'exposition à la fumée de cigarette selon un régime 

normal. De plus, l’analyse moléculaire des métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9), des 

marqueurs de l’inflammation comme RAGE et de l’apoptose (ratio bax/bcl2) n’a pas démontré 

de différence statistiquement significative entre les 2 groupes expérimentaux. 

Au regard des résultats de l’étude de faisabilité, l’hypothèse de l’implication des acteurs du 

système sérotoninergique dans la physiopathologie de la BPCO n’a pu être confirmée. En effet, 

aucune différence n’a été mise en évidence entre les deux groupes, pour la concentration de 

sérotonine dans le sang total, ni pour les autres acteurs du système sérotoninergique (récepteurs, 

TPH-1, SERT) par RT-qPCR. Une fois de plus, les effectifs pour cette dernière analyse étaient 

sûrement trop faibles pour aboutir à une significativité statistique. Une équipe de chercheurs a 

montré une augmentation de la sérotonine chez les patients atteints de BPCO par rapport aux 

non-fumeurs sains ou aux anciens fumeurs (W. K. W. Lau et al. 2012). In vivo chez les rats 

mâles Sprague Dawley exposés une heure par jour et 56 jours consécutifs à la fumée de 

cigarette, une augmentation significative de la concentration de sérotonine sérique a été 

observée, sans cependant observer d’augmentation de la concentration de sérotonine dans le 

LBA ou le poumon (W. K.-W. Lau et al. 2012). Enfin, la sérotonine et ses récepteurs 5-HT2 

ont été associés à plusieurs fonctions pulmonaires rencontrées dans la BPCO, telles que le 

remodelage vasculaire (Esteve et al. 2007; Launay et al. 2002) et la bronchoconstriction, ex vivo 

et dans les voies aériennes du rat et de la souris (Kummer et al. 2006; Larsson-Callerfelt et al. 

2013; Löfdahl et al. 2018). La dégradation de la sérotonine est majoritairement effectuée au 

niveau pulmonaire par la MAO-A (Tyce 1990). Il a été montré que cette enzyme contribue à 

l'augmentation du stress oxydant par l’augmentation de la production d’anion superoxyde dans 
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les valves cardiaques et les artères pulmonaires humaines exposées à la sérotonine (Peña-Silva 

et al. 2009). De plus, l’activité de la MAO-A pulmonaire des rats est augmentée lors de 

l’exposition à la fumée de cigarette (W. K.-W. Lau et al. 2012). Ainsi, pour les futures 

expérimentations, la voie de dégradation de la sérotonine constitue également une piste 

mécanistique dans la physiopathologie de la BPCO.  

2) L’étude principale 

Au regard des résultats insuffisants obtenus lors de l’étude pilote, de nouvelles souris ont été 

exposées à la fumée de cigarette classique selon un régime « intense » (K. M. Lee et al. 2018). 

Ce dernier prévoit notamment l’augmentation de la fréquence et du volume des inhalations 

(1 inhalation de 2 secondes et un volume de 55 mL et toutes les 30 secondes). Les niveaux 

d’exposition des souris ont été estimés à 736 µg et 985 µg de particules/L de fumée produite à 

J4 et à la fin de la deuxième semaine, respectivement. Ces niveaux d’exposition mesurées 

correspondent aux valeurs hautes décrites dans la littérature (Ansari et al. 2016; Hodge-Bell et 

al. 2007). En effet, dans le protocole de Lee et ses collègues, une concentration particulaire de 

550 µg/L de fumée a été atteinte après 4 heures d’exposition à un régime intense (K. M. Lee et 

al. 2018). Une des raisons pouvant expliquer cette discordance est le type de filtre utilisé pour 

notre expérimentation qui n’est pas celui habituellement recommandé (#361042545, Fisher 

scientific) et qui pourrait adsorber différemment les particules présentes dans l’aérosol, 

influençant ainsi la masse de particules déposées. Selon les recommandations ISO 3308:2012, 

la capture de la fumée se fait à travers un filtre en fibre de verre appelé filtre de Cambridge. Il 

s’agit d'une des procédures les plus efficaces pour le piégeage d’un aérosol de fumée pour les 

particules de 0,3 μm de diamètre et plus (efficacité supérieure à 99,9 %). D’autres explications 

pourraient être apportées par la machine génératrice d’aérosol utilisée qui n’est pas identique à 

celle de Lee et ses collègues, ou encore par la référence de cigarettes utilisées (3R4F pour Lee 

et al., 1R6F dans notre projet). Enfin, ces hauts niveaux d’exposition peuvent expliquer 
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l’importante perte d’animaux observée dans ce projet. Par la suite, une vérification de la 

calibration de l’appareil d’exposition en amont de l’expérimentation sera incontournable. 

Les cellules épithéliales constituent une première ligne de défense contre les effets délétères de 

la fumée de cigarette et l'exposition à la fumée de cigarette entraîne une libération accrue de 

cytokines et de chémokines pro-inflammatoires par l’épithélium respiratoire avec recrutement 

consécutif de cellules immunitaires. Les procédures effectuées à la fin de la période 

d’exposition ont montré une infiltration de la région broncho-alvéolaire par les polynucléaires 

neutrophiles, les macrophages, les lymphocytes T et les polynucléaires éosinophiles. Le 

recrutement de ces cellules sur le site agressé par la fumée de tabac confirme les observations 

de la littérature.  

En effet, le nombre de polynucléaires neutrophiles est plus élevé dans les sécrétions 

pulmonaires des patients atteints de BPCO que chez les fumeurs en bonne santé (Stănescu et 

al. 1996). Les polynucléaires neutrophiles se caractérisent par la présence de granules et 

vésicules cytoplasmiques contenant un arsenal complexe de produits impliqués dans la 

communication cellulaire, la chimiotaxie, la destruction microbienne, la dégradation, la 

réparation et le remodelage des tissus. La migration et l’activation des polynucléaires 

neutrophiles passent par des facteurs tels que le GM-CSF, le G-CSF, le LTB4, l’IL-8 ou le 

CXCL5 et libèrent le contenu des granules comme l'élastase neutrophile, la cathepsine G et la 

protéinase 3 dans l'espace extracellulaire. Les substrats de ces protéinases comprennent 

l'élastine, le collagène et la fibronectine, qui sont des composants majeurs de la matrice 

extracellulaire, et leur dégradation contribue à la destruction du tissu conjonctif et des cellules 

alvéolaires du poumon, ainsi qu’à l'hypersécrétion de mucus, induisant l'emphysème. Ces 

éléments physiopathologiques correspondent à toutes les facettes cliniques de la BPCO. Ainsi, 

le nombre de polynucléaires neutrophiles et la présence de leurs produits sécrétés sont corrélés 

à la gravité de la maladie (Lonergan et al. 2020), évaluée par le degré d'obstruction des voies 
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aériennes (Pilette et al. 2007), les signes d'emphysème (Ekberg-Jansson et al. 2001) et la 

présence de bronchite chronique (Hill et al. 2000).  

Au cours d'une inflammation continue, les monocytes sont également recrutés par le poumon 

pour se différencier en macrophages alvéolaires. Les monocytes de patients atteints de BPCO 

présentent une réponse chimiotactique plus importante à CXCL1 que les cellules de fumeurs et 

de non-fumeurs en bonne santé. Cela ne s'explique pas par une augmentation de son récepteur, 

CXCR2, mais semble être dû à un renouvellement plus important de ses récepteurs (Traves et 

al. 2004). Dans l’agression par la fumée de tabac, le nombre de macrophages est multiplié par 

5 à 10 fois dans les bronches, le parenchyme pulmonaire et le lavage broncho-alvéolaire (Ando 

et al. 1984; Di Stefano et al. 1998; Pratt et al. 1969). De plus, il existe une forte corrélation entre 

le nombre de macrophages dans les voies respiratoires et la sévérité de la BPCO (Di Stefano et 

al. 1998). 

Les macrophages font preuve de plasticité et peuvent changer leur phénotype en fonction de 

l'environnement local. In vitro, les macrophages ont traditionnellement été décrits comme 

formant un phénotype au repos ou non activé (M0) et deux phénotypes polarisés (ou activés) 

distincts après exposition aux cytokines. Les macrophages M1, classiquement activés par le 

lipopolysaccharide (LPS), l'IFN-γ ou le TNF-α, produisent des cytokines pro-inflammatoires et 

sont impliqués dans la destruction directe des pathogènes intracellulaires. Les macrophages M2, 

généralement activés par l'IL-4 et l'IL-10, sont impliqués dans la régulation négative de 

l'inflammation ou dans la réparation des tissus. In vivo, ces phénotypes sont moins distincts et 

de nombreux marqueurs M1/M2 sont co-exprimés sur les mêmes macrophages. Une étude 

récente s’intéressant à la polarisation des macrophages dans la BPCO, a montré que dans les 

poumons sains de donneurs, plus de 80 % des macrophages alvéolaires n'expriment aucun 

marqueur de polarisation, mais que ce pourcentage diminue progressivement avec le tabagisme 

et la gravité de la maladie, pour atteindre 20 % dans les cas de BPCO sévères. De plus, l’étude 
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décrit une augmentation significative de la polarisation des macrophages et une co-expression 

des macrophages M1 et M2 selon le niveau de gravité de la BPCO (Bazzan et al. 2017). Les 

macrophages semblent extrêmement dynamiques au cours de la maladie inflammatoire, passant 

des phénotypes M1 à M2 pour faire face aux besoins du microenvironnement pulmonaire. Alors 

que le tabagisme et les lésions tissulaires qui en découlent favorisent le phénotype M1, les 

signaux homéostatiques de l'environnement local, en réponse à la réaction inflammatoire 

déclenchée par les M1, incitent les macrophages à adopter le phénotype M2 lié au remodelage 

et à la réparation des tissus.  

Les macrophages produisent une multitude de médiateurs inflammatoires tels que l'IL-1β, le 

TNF-α, l'IL-8, le MCP-1, les ROS et les MMP. Les macrophages des patients atteints de BPCO 

libèrent plus de protéines inflammatoires, telle l’IL-8, que les macrophages des fumeurs en 

bonne santé et des non-fumeurs, ce qui accroit encore leur activation (Culpitt et al. 2003). La 

production de ces médiateurs pro-inflammatoires va permettre le recrutement d'autres cellules 

immunitaires innées telles que les polynucléaires neutrophiles et d’autres monocytes circulants. 

Les macrophages jouent également un rôle d’éboueurs dans la niche inflammatoire par le 

processus d'efferocytose des polynucléaires neutrophiles apoptotiques et la phagocytose de 

leurs produits tels que l'élastase. Dans la BPCO, les macrophages des patients atteints de BPCO 

sont moins compétents dans l’élimination des cellules apoptotiques, ce qui pourrait contribuer 

à l'incapacité à réduire l'inflammation locale chez ces patients. La nature de ce défaut de 

phagocytose n'est pas entièrement comprise mais semble être due à un défaut de la fonction 

microtubulaire, qui est nécessaire pour englober les corps apoptotiques, plutôt qu'à une 

anomalie de reconnaissance des particules phagocytées (Minematsu, Blumental-Perry, and 

Shapiro 2011). 

Dans notre étude, un élargissement des parois alvéolaires a été observé chez les souris exposées 

à la fumée de cigarette. Les macrophages pulmonaires sécrètent les MMP (notamment la MMP-
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2, 9 et 12) et les cathepsines K, L et S, qui contribuent à la dégradation des agents pathogènes, 

mais également du parenchyme pulmonaire (Punturieri et al. 2000). Ces dégradations sont 

suivies d’une réparation et d’un remodelage tissulaire qui se traduit, avec le temps, par un 

épaississement des tissus. Cela peut expliquer nos observations.  

Enfin, les macrophages jouent un rôle central dans l'initiation de la réponse immunitaire 

adaptative en servant de cellules présentatrices d'antigènes aux lymphocytes et en libérant 

également les chémokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11, qui attirent les lymphocytes T 

auxiliaires et cytotoxiques. Ainsi, les lymphocytes s'accumulent dans le parenchyme 

pulmonaire des patients atteints de BPCO (Cosio and Guerassimov 1999). Les cellules T 

cytotoxiques entraînent également la destruction de la paroi alvéolaire en activant la voie de 

l'apoptose. Dans notre étude, les lymphocytes T étaient augmentés. Ils produisent également de 

l’IFN-γ qui est la cytokine la plus puissante activant les macrophages.   

Une caractéristique importante de la BPCO est la libération d'un certain nombre de médiateurs 

inflammatoires tels que le TNF-α, l'IL-1β, le GM-CSF, le TGFβ et le CXCL-8, par les cellules 

épithéliales pulmonaires. Isajevs et ses collaborateurs ont démontré que l'inflammation 

chronique dans la BPCO est pilotée par NF-κB (Isajevs et al. 2011). Les patients atteints de 

BPCO à un stade sévère peuvent présenter un état inflammatoire compromis, caractérisé par 

une concentration plus élevée d'IL-6 et une concentration plus faible d'IL-10 (Silva et al. 2018). 

Dans notre étude, aucune modification des marqueurs inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-

33, IL-10 et MCP-5) n’a pu été observée. Dans d’autres études chez la souris, l’exposition 

relativement courte à la fumée de cigarette n’a pas produit de changement sur les niveaux de 

sécrétion du TNF-α, de l’IL-1β, de l’IL-10 et de RANTES (Hodge-Bell et al. 2007; Obot et al. 

2004). Les mécanismes de compensation pulmonaires semblent être suffisants pour les 

premières semaines d'exposition à la fumée de cigarette. Pour observer l’ensemble des 
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caractéristiques de la BPCO, il semble que des études plus longues soient nécessaires (Wright 

and Churg 2008). 

Pour la suite de nos expérimentations, une augmentation de la durée d’exposition est à envisager 

afin d’aboutir à un modèle de BPCO qui reflète mieux les caractéristiques physiopathologiques 

retrouvées dans cette pathologie. Enfin, une adaptation de l’appareil d’exposition avec un 

module permettant l’aérosolisation du liquide pour cigarette électronique est prévue. Il sera 

alors nécessaire de normaliser des facteurs tels que la fréquence et la topographie des puffs ou 

encore les niveaux d'exposition à la nicotine, afin de garantir une exposition à l’aérosol de e-

cigarette comparable à celle à la fumée de cigarette classique, l’objectif étant de comparer le 

niveau d’inflammation pulmonaire pour une même exposition nicotinique des souris en utilisant 

les 2 modalités d’exposition (e-cigarette et cigarette classique). Il sera aussi possible d’étudier 

l’effet de la substitution du tabac par l’usage de la e-cigarette sur le modèle qui a développé une 

inflammation pulmonaire et de comparer l’évolution pathologique des souris. 

En conclusion, la partie in vivo chez la souris a permis de développer un modèle murin de BPCO 

regroupant certaines caractéristiques pathologiques de la maladie telles que le recrutement des 

cellules immunitaires (polynucléaires neutrophiles, macrophages, lymphocytes T et 

polynucléaires éosinophiles) dans les voies aériennes inférieures ou encore l’emphysème 

pulmonaire. D’autres traits de la BPCO n’ont pas pu être modélisés comme la présence de 

marqueurs d’inflammation chronique (IL-1β, IL-6, TNF-α…). En conséquence, ce modèle 

murin nécessite davantage d’ajustements avant son utilisation comme contrôle positif lors de 

l’exposition à l’aérosol de cigarette électronique.  
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3ère partie : Effets des liquides pour cigarettes 

électroniques sur un modèle de co-culture cellulaire 

mimant la barrière alvéolo-capillaire 
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I. Importance de la barrière alvéolo-capillaire dans l’étude de 

l’exposition aux liquides pour cigarette électronique 

Les voies respiratoires sont un des principaux points de dépôt des particules contenues dans la 

fumée de tabac et l’aérosol des dispositifs électroniques délivrant la nicotine. Les voies 

respiratoires sont structurées sur plusieurs étages (nez, bouche, pharynx, larynx, trachée, 

bronches et bronchioles) et jouent un rôle essentiel dans la filtration de l’air inhalé. Le lieu de 

dépôt des particules inhalées dans les voies respiratoires et leurs effets lorsqu'elles s'y sont 

déposées dépendent de la taille, de la forme et de la masse volumique de ces particules, ainsi 

que de leurs propriétés chimiques. En général, les particules dont le diamètre aérodynamique 

est supérieur à 10 µm se déposent dans la zone rhinopharyngienne (voies aériennes supérieures) 

et les plus petites particules d'un diamètre aérodynamique inférieur à 5 µm se déposent dans les 

régions trachéobronchiques et alvéolaires par sédimentation.  

 
Figure 45 – Schématisation du tractus respiratoire inférieur avec focus sur la barrière alvéolo-capillaire et les 

effets des particules de fumée de cigarette sur la réaction inflammatoire. « tar » : goudrons, CD : cellules 
dentritiques, MON : monocytes, PMN : polynucléaires neutrophiles, Mɸ : Macrophage, TLR : toll-like receptor, 

Type I cell : pneumocyte de type I, Type II cell : pneumocyte de type II. 
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Au niveau distal des bronchioles se trouvent les alvéoles qui sont des petits sacs d’un volume 

de 4,2 x 106 µm3 ayant des parois très minces de l’ordre de 0,2 µm (Figure 45). Le corps humain 

compte environ 480 millions d'alvéoles (Ochs et al. 2004). Chaque alvéole est séparée de l'autre 

par un septum alvéolaire, qui contient le tissu conjonctif et les capillaires pulmonaires 

participant aux échanges gazeux. La barrière alvéolo-capillaire qui représente une surface 

d’échange air-sang d’environ 120 m2, est le siège des échanges gazeux et joue un rôle central 

dans certaines pathologies pulmonaires comme la BPCO induites par l’exposition à des micro- 

et nanoparticules. La barrière alvéolo-capillaire est également le principal lieu d’absorption de 

la molécule de nicotine (Takano et al. 2017). Cette barrière est principalement la résultante 

d’une interaction entre un épithélium alvéolaire exposé à l’air et un endothélium exposé au sang 

capillaire.  

L’épithélium alvéolaire est de type pavimenteux simple et est composé d’une monocouche 

cellulaire de deux types morphologiques distincts, les pneumocytes de type I et les pneumocytes 

de type II.  Les pneumocytes de type I sont des cellules très aplaties qui couvrent la très grande 

majorité de la surface alvéolaire (95 %). Ces pneumocytes possèdent sur leurs membranes 

latérales des jonctions serrées imperméables à l'infiltration de liquide ou de particules et leur 

cytoplasme contient des vésicules de micropinocytose, d'abondants ribosomes et quelques 

lysosomes. Les pneumocytes de type II, de forme cuboïde et de répartition variable, sont 

habituellement nichés entre les capillaires, mais peuvent faire saillie dans la cavité alvéolaire. 

Ils sont unis aux pneumocytes de type I par des complexes de jonction. Leur pôle apical est 

irrégulier et leur cytoplasme renferme de nombreux corps lamellaires, de nombreuses 

mitochondries, des lysosomes et un abondant réticulum endoplasmique rugueux. Les 

pneumocytes de type II ont des fonctions métaboliques à l’origine de nombreuses sécrétions. 

Pour exemple, ils sont responsables de la production du surfactant et sont impliqués dans 

l’inflammation par la sécrétion de cytokines et chémokines. Ils servent également de 
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progéniteurs aux pneumocytes de type I durant le développement pulmonaire ou lors d’une 

agression cellulaire (Adamson and Bowden 1974; Uhal 1997). Pour arriver dans la circulation 

sanguine, une molécule inhalée doit traverser la membrane basale et la deuxième couche 

cellulaire composée de l’endothélium capillaire continu de la microvascularisation profonde du 

poumon. 

De multiples modèles cellulaires ont été utilisés dans les études toxicologiques de la cigarette 

classique (Li 2016; Manuppello and Sullivan 2015) et de la cigarette électronique (Neilson et 

al. 2015; Vasanthi Bathrinarayanan et al. 2018) sur les voies respiratoires supérieures. 

A cause du rôle central de la barrière alvéolo-capillaire dans les fonctions pulmonaires, la 

modélisation in vitro de la barrière alvéolo-capillaire nous serait utile pour étudier les effets de 

la cigarette électronique et analyser la diffusion des molécules au travers de la barrière. 

Les premières modélisations in vitro de cette barrière ont été publiées dans les années 2000 

(Birkness et al. 1999; Hermanns et al. 2004). Depuis, plusieurs modèles multicellulaires (3 ou 

plus de types cellulaires), comprenant l’ajout d’autres cellules ayant soit un rôle de structure 

soit jouant un rôle dans la réaction inflammatoire, ont été développés et ont été utilisés pour 

étudier l’effet de certains xénobiotiques ou de certaines particules sur la barrière alvéolo-

capillaire (Klein et al. 2013; Lehmann et al. 2011). Cependant, à notre connaissance, peu de 

modèles multicellulaires mimant cette interface air-sang ont été utilisés pour explorer l’effet 

des nouveaux systèmes de délivrance de la nicotine (Bengalli et al. 2017; Ganguly et al. 2020). 
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II. Modélisation de la barrière alvéolo-capillaire in vitro 

1) Choix des lignées cellulaires utilisées dans notre modèle de barrière 

alvéolo-capillaire 

Le premier choix qui a été fait réside dans l’utilisation de lignées cellulaires plutôt que de 

cellules primaires. En effet, devant la grande variabilité des cellules primaires et leur 

disponibilité limitée, des modèles bi- voire multi-cellulaires permanents et plus robustes 

doivent être davantage développés. 

a) Les cellules épithéliales alvéolaires choisies pour notre modèle de barrière alvéolo-

capillaire 

En dehors des cultures de cellules primaires, trois lignées cellulaires humaines sont décrites 

dans la littérature comme ayant les caractéristiques des pneumocytes : les pneumocytes de types 

II transformés en pneumocytes de type I (Kemp et al. 2008), les cellules A549 (Lieber et al. 

1976; Shapiro et al. 1978) et les cellules NCI-H441 (Gazdar et al. 1990). Si chacune de ces 

lignées apportent une simplicité d’utilisation en comparaison aux cellules primaires, elles 

présentent aussi des inconvénients. Les pneumocytes de types I immortalisés ne produisent plus 

le surfactant qui a un rôle important dans la réduction de la tension de surface et dans la défense 

locale de la barrière alvéolo-capillaire et plus générale du poumon (Kemp et al. 2008). La lignée 

A549 est communément décrite comme ayant les caractéristiques des pneumocytes de types II, 

mais, même après plusieurs jours de culture, la formation d’une barrière fonctionnelle n’a pas 

pu être démontrée. Seule la lignée cellulaire NCI-H441 possède les caractéristiques 

métaboliques, de transport et de barrière semblables aux cultures de cellules alvéolaires 

humaines (Hermanns et al. 2004; Salomon et al. 2014). Cette dernière lignée, obtenue à partir 

d’un adénocarcinome papillaire pulmonaire, reste capable de produire les composants du 

surfactant (protéines SP-A, SP-B, SP-D, phospholipides) et de les stocker dans des organelles 
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(Weaver, Na, and Stahlman 2002) dans les conditions de culture cellulaire in vitro. De plus, les 

NCI-H441 ont une activité phosphatase alcaline similaire aux pneumocytes, expriment les 

protéines des jonctions serrées et le facteur 1 de transcription de la thyroïde (TTF-1) impliqué 

dans la production du surfactant. Pour finir, le NCI-H441 forment des corps lamellaires comme 

les cellules alvéolaires primaires (Chess, Ryan, and Finkelstein 1998; Hermanns et al. 2004).  

La lignée cellulaire NCI-H441 (ATCC® HTB-174™) se cultive dans un milieu RPMI-1640 

(ATCC 30-2001™) enrichi en sérum de veau fœtal (SVF, 10 %) et antibiotiques Pénicilline-

Streptomycine (10 000 UI/mL - 10 mg/mL, à 1 %) correspondant à des conditions de culture 

cellulaire simple.  

b)  Les cellules endothéliales choisies pour notre modèle de barrière alvéolo-capillaire 

Pour notre modèle cellulaire mimant la barrière alvéolo-capillaire, nous avons choisi la lignée 

endothéliale HULEC-5a. Ces cellules issues de poumon sain et immortalisées par transfection 

avec un vecteur pSVT contenant le gène 40A qui code pour l’oncoprotéine SV40 large T 

antigen, présentent les caractéristiques des cellules endothéliales. Elles ont déjà été utilisées 

dans divers modèles de barrière alvéolo-capillaire, notamment en infectiologie (Mehta et al. 

2006).   

La lignée cellulaire HULEC (ATCC® CRL-3244™) se cultive dans un milieu MCDB131 

enrichi en EGF (10 ng/mL), hydrocortisone (1 µg/mL), glutamine (10 mM), SVF (10%) et 

antibiotiques Pénicilline-Streptomycine (10 000 UI/mL - 10 mg/mL, à 1 %).  
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2) Mise en œuvre et validation de notre modèle de barrière alvéolo-

capillaire 

a) Choix du milieu optimal pour la co-culture 

Comme décrit ci-dessus, les 2 lignées cellulaires choisies n’ont pas de conditions de culture 

communes. Pour trouver un milieu de culture commun qui permettrait la croissance optimale 

de chaque lignée, différentes conditions ont été testées pour chaque lignée, et sont présentées 

dans le Tableau XIV. Le milieu de culture spécifique à chaque lignée a été utilisé comme 

contrôle. Les cellules ont été cultivées sur des plaques de 24 puits (5 x 104 cellules/puits), avec 

3 puits par condition de culture et 500 µL de milieu.  

Tableau XIV – Conditions de culture testées pour obtenir la croissance des lignées.  

 Milieu 
Pyruvate de 

sodium* 
(% (v/v)) 

hEGF 
(ng/mL) 

Héparine sodique 
(µg/mL) 

N
C

I H
44

1 Contrôle RPMI1640 _______ _______ _______ 

Milieu A RPMI1640 1 10 25 
Milieu B RPMI1640/MCDB131 (50:50) 1 10 25 
Milieu C MCDB131 1 10 25 

H
U

L
E

C
-5

a  Contrôle MCDB131 1 10 _______ 
Milieu A RPMI1640 1 10 25 
Milieu B RPMI1640/MCDB131 (50:50) 1 10 25 
Milieu C MCDB131 1 10 25 

*Le pyruvate de sodium, absent du milieu RPMI1640 est une source d’énergie supplémentaire présente dans le milieu 
MCDB131 utilisé pour les cellules endothéliales. 
 

À J3, J6 et J8 après ensemencement, les cellules de 3 puits ont été décollées avec 200 µL de 

trypsine-EDTA (5 min d’incubation à 37°C), centrifugées puis le culot resuspendu dans 800 µL 

de milieu et la densité cellulaire a été mesurée (Scepter™ 2.0 Handheld Automated Cell 

Counter, Merck) et comparée au contrôle (Figure 46).  
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Figure 46 – Nombre de cellules viables (A) NCI-H441 et (B) HULEC-5a cultivées dans différentes conditions 

pendant 8 jours. 

Comme le montre la figure 46(A), le nombre de cellules viables NCI-H441 change selon le 

milieu de culture utilisé. L’ajout du pyruvate de sodium et de facteurs de croissance semble être 

néfaste pour cette lignée considérée comme peu exigeante. Par rapport au contrôle, le « milieu 

C » semble le plus adapté pour permettre la croissance des cellules même si elle est un peu 

retardée dans le temps. Par ailleurs, un mélange 50/50 des deux milieux de culture (« milieu 

B ») n’est pas suffisant pour permettre une croissance optimale de la lignée endothéliale alors 

que le « milieu C » semble le plus adapté (Figure 46(B)). Le « milieu C » semble donc le mieux 

adapté pour la co-culture. Cependant, cultivées à la même densité cellulaire (5x104 

cellules/puits), la croissance des cellules épithéliales atteint un plateau plus rapidement à partir 

de J6, alors que les cellules endothéliales nécessitent un temps supplémentaire de 2 jours pour 

atteindre ce plateau. 

À ces différents temps de culture (J3, J6, J8), des images des cellules ont été prises à l’aide du 

microscope inversé (Evos XL Core, Thermo Fisher) et ont confirmé que la co-culture doit se 

faire dans un milieu MCDB131 enrichi en EGF (10 ng/mL), hydrocortisone (1 µg/mL), 

glutamine (10 mM), SVF (10 %) et héparine sodique (25 µg/mL) pour que les cellules forment 

un tapis cellulaire homogène et ne présentent pas de modifications morphologiques laissant 

suspecter une différenciation cellulaire.  
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Pour la suite des expérimentations, nous avons donc déterminé les conditions optimales 

permettant la construction de notre modèle de BAC, en suivant les étapes comme l’indique le 

protocole ci-dessous (Figure 1 de l’article 1) :  

#1 – Cultiver les HULEC-5a sur le côté basolatéral d’un insert cellulaire pendant 2 jours 

(J0-J2) dans leur milieu de culture. 

#2 – A J2, ajouter la lignée NCI-H441 du côté apical dans le milieu de culture choisi 

commun aux deux lignées (même densité que les HULEC-5a). 

#3 – Laisser les cellules en culture de J2 à J8, avec un changement du milieu tous les 3 

jours.  

b) Validation fonctionnelle du modèle de co-culture de notre modèle de barrière 

alvéolo-capillaire 

i. Test de perméabilité au Bleu Trypan 

Le bleu Trypan est une petite molécule (873 g/mol) souvent utilisée pour des tests de viabilité 

cellulaire. Les cellules vivantes dont la membrane est intacte n’absorbent pas cette molécule, 

alors que les cellules dont la membrane est perméabilisée vont laisser passer le bleu Trypan 

dans leur cytoplasme.  

Ici, les propriétés absorbantes du bleu Trypan ont été utilisées pour une étude de l’intégrité de 

la barrière formée par les cellules en monoculture ou en co-culture, par rapport à un contrôle 

représenté par un insert poreux de culture cellulaire. 

Les cellules ont été ensemencées à une densité de 5 x 104 cellules par insert cellulaire. A 

différents temps de culture (J4, J7 et J9), 200 µL d’une solution de bleu Trypan dilué au 1/16ème 

sont déposés du côté apical de l’insert cellulaire, soit des cellules en monoculture (NCI-H441 

ou HULEC-5a), soit des cellules en co-culture de chaque côté de l’insert, soit sur des inserts 

sans cellules qui servent de contrôle négatif correspondant à l’absence de barrière cellulaire 

(Figure 47(A)). La cinétique de passage du bleu Trypan est effectuée en prélevant 100 µL de 
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milieu basolatéral à différents temps (0, 15, 30, 60, 120 et 240 minutes). Les 100 µL prélevés 

sont déposés dans une plaque 96 puits et la lecture de l’absorbance des puits se fait par 

spectrophotométrie à la longueur d’onde de 490 nm (Figure 47(B)). Plus le bleu Trypan passe 

rapidement du niveau apical vers le niveau basolatéral, plus la barrière cellulaire est perméable 

et donc dysfonctionnelle (Figure 47(C)). 

 
Figure 47 – Illustrations de l’expérimentation de perméabilité de la barrière cellulaire au bleu Trypan. (A) Les 
monocultures (NCI-H441 et HULEC-5a), la co-culture des 2 lignées et le contrôle sont mis en contact, sur la 

partie apicale de l’insert, d’une solution de bleu Trypan dilué au 1/16ème dans le milieu spécifique. (B) Plaque de 
96 puits contenant les 100 µL prélevés du côté basolatéral à des temps prédéfinis. (C) Cinétiques des 

absorbances normalisées par rapport au T0 correspondant pour chaque condition, à J4, J7 et J9 de culture. 
Analyse statistique : Comparaison des monocultures (NCI-H441 (▲ et *) et HULEC-5a (● et *) et de la co-
culture (■ et *) versus contrôle (◆) à l’aide d’un test ANOVA à 2 facteurs suivi d’un test de comparaison 
multiple de Tukey. * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 ; **** p < 0,0001. n = 3 expérimentations en 

triplicata. 
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La cinétique de passage du bleu Trypan montre que les cellules NCI-H441 assurent un rôle 

majeur dans l’efficacité de l’intégrité de barrière alvéolo-capillaire de notre modèle.  

A partir de J7, la barrière formée par la lignée endothéliale HULEC-5a limite le passage du bleu 

Trypan et les barrières comprenant des NCI-H441 en monoculture et en co-culture sont 

fonctionnelles plus précocement, dès J4. Ainsi, le temps de culture à J7 semble être le plus 

approprié pour la suite des expérimentations. A J9, une désorganisation de la barrière, 

certainement due à une toxicité de contact peut être suspectée. En effet, un trop grand nombre 

de cellules présentes dans la culture cellulaire est à l’origine du décollement des cellules du 

support ce qui produit des surfaces sans cellules et donc où le passage du bleu Trypan est 

totalement libre comme pour le contrôle. 

La mesure de la résistance électrique trans-épithéliale/endothéliale (TEER) nous a permis de 

consolider ces résultats en sachant que cette mesure est plus sensible que l’analyse par le bleu 

Trypan car celle-ci suit les ions qui ont des tailles inférieures au bleu Trypan. La mesure de 

TEER permet d’identifier une rupture plus précoce des barrières cellulaires. 

ii. Mesure de la résistance électrique de la barrière 

La mesure de la résistance électrique trans-épithéliale/endothéliale (TEER) est une technique 

qui évalue la résistance ohmique entre les compartiments apical et basolatéral d’un insert, tout 

en préservant les populations cellulaires étudiées. Elle indique donc le degré d’intégrité des 

jonctions mises en place par les cellules endothéliales et épithéliales en monoculture et en co-

culture. 

La résistance étant inversement proportionnelle à la surface de l’insert, généralement le produit 

de la résistance et de l’aire de l’insert est calculé (Ω.cm2), après avoir soustrait la résistance du 

blanc (insert sans cellules). La formule de calcul de la TEER est donc :  

TEER (en Ω.cm2) = (TEER obtenue – TEER blanc)*Surface insert 
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Les mêmes conditions d’ensemencement que pour l’expérimentation au bleu Trypan ont été 

testées à savoir les cellules en monoculture (densité cellulaire à 5 x 104/puits à J0 pour HULEC-

5a et à J2 pour NCI-H441), en co-culture (densité cellulaire initiale pour les deux lignées à 5 x 

104/puits, avec la lignée NCI-H441 ajoutée à J2) et pour le blanc (inserts sans cellules). Les 

mesures de la TEER ont été réalisées en triplicata à différents temps de culture (J0, J1, J2, J4, 

J5, J6, J7, J8, J9, J10 et J12). Les inserts utilisés possèdent une surface de 0,3 cm2 (inserts pour 

plaque de 24 puits).  

 

Figure 48 – Évolution de la résistance trans-épithéliale/endothéliale (TEER) électrique au cours du temps. 
Densités cellulaires initiales pour HULEC-5a à J0 et NCI-H441 en monoculture et co-culture à J2 sont de 5 x 
104/puits pour les deux lignées. Analyse statistique : Comparaison des monocultures NCI-H441 (▲ et *) et 

HULEC-5a (● et *) versus co-culture (■) et monoculture NCI-H441 versus monoculture HULEC-5a (*) à l’aide 
d’un test ANOVA à 2 facteurs suivi d’un test de comparaison multiple de Tukey. * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p 

< 0,001 ; **** p < 0,0001. n = 3. 

Les résultats montrent qu’il y a une augmentation progressive de la résistance jusqu’à J8 pour 

les inserts de la co-culture et jusqu’à J9 pour ceux des monocultures NCI-H441 et HULEC-5a, 

puis une diminution progressive de la résistance (Figure 48). Ces données confirment le rôle 

prépondérant de la lignée NCI-H441 dans la formation d’une barrière efficace par rapport aux 
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cellules endothéliales. De manière surprenante, les données de TEER pour la co-culture ne sont 

pas le résultat de l’addition de la résistance de ses deux composantes, mais la somme des valeurs 

pour les monocultures est multipliée par 1,2 à 4,1 fois entre J5 et J12, montrant ainsi une 

complémentarité de l’effet induit par les deux lignées.  

En comparant les résultats obtenus pour la TEER avec ceux obtenus pour le bleu Trypan, les 

observations suivantes peuvent être formulées :  

- A J4, la mesure de la TEER ne met en évidence aucune différence entre les 

monocultures et la co-culture, alors que la cinétique du bleu Trypan est 

significativement différente entre la monoculture HULEC-5a et la monoculture NCI-

H441, ainsi qu’entre la monoculture HULEC-5a et la co-culture (résultats non-illustrés 

sur la figure 47). Ceci suggère qu’à J4 la barrière est suffisamment perméable pour 

laisser passer les ions, mais suffisamment étanche pour limiter le passage du bleu 

Trypan. 

- A J7, la mesure de la TEER met en évidence une différence entre la monoculture NCI-

H441 et la co-culture, alors que cette différence n’a pas été mise en évidence par la 

cinétique du bleu Trypan sur la durée de temps analysée. En revanche, les deux 

méthodes ont mis en évidence la différence entre la barrière formée par la monoculture 

NCI-H441 et celle formée par la monoculture HULEC-5a, indiquant le rôle majeur de 

la lignée épithéliale dans la fonction de barrière. 

- A J9, les deux méthodes ont mis en évidence des différences significatives selon les 

conditions de culture testées, montrant principalement une désorganisation de la 

barrière. 

La mesure de la résistance a permis la validation fonctionnelle du modèle de co-culture. Le 

modèle est optimal lorsque la valeur de TEER pour la co-culture est comprise dans l’intervalle 
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300-500 Ω.cm2. Cela nous permettra pour la suite du projet de suivre la fonctionnalité du 

modèle en tant que barrière efficace. 

iii. Validation phénotypique des monocultures et de la co-culture 

• Recherche de marqueurs spécifiques de chaque type cellulaire 

La seconde étape importante de la validation de notre modèle est la caractérisation 

phénotypique des deux lignées choisies. Ainsi, les marqueurs spécifiques de chaque lignée ont 

été recherchés par RT-qPCR afin d’évaluer la présence d’ARNm, par Western-Blot (WB) afin 

de confirmer et de quantifier l’expression de la protéine correspondant à l’ARNm et par 

immunofluorescence (IF) afin de confirmer la localisation cellulaire de la protéine sur son site 

d’action habituel. Le tableau ci-dessous décrit les marqueurs spécifiques et les résultats obtenus 

pour la lignée NCI-H441 (Tableau XV) : 

Tableau XV – Caractérisation phénotypique de la lignée épithéliale NCI-H441. 

Marqueur Rôle ARNm Protéine 

SP-A Protéine du surfactant A ++ + 

SP-D Protéine du surfactant D + ++ 

AQP-5 Canal membranaire de transport d’eau ++ ++ 

TTF-1 Facteur de transcription de la thyroïde impliqué 
dans la synthèse des protéines du surfactant ++ ++ 

Occludine Protéine des jonctions serrées +++ +++ 

ZO-1 Protéine des jonctions serrées +++ + 

 

Le tableau ci-dessous décrit les marqueurs spécifiques et les résultats obtenus pour la lignée 

HULEC-5a (Tableau XVI) :  

 

 

ARNm quantifié par rapport au gène de ménage 18S. Protéines quantifiées par rapport aux protéines totales (technologie stain free). + : 
marqueur faiblement présent ; ++ : marqueur moyennement présent ; +++ : marqueur fortement présent.  
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Tableau XVI – Caractérisation phénotypique de la lignée endothéliale HULEC-5a. 

Marqueur Rôle ARNm Protéine 

CD31 Marqueur d’angiogenèse impliqué dans la migration 
des leucocytes ND +++ 

eNos Enzyme permettant la production endothéliale du NO +++ + 

vWF Facteur de la coagulation ++ +++ 

Occludine Protéine des jonctions serrées + +/- 

ZO-1 Protéine des jonctions serrées ++ + 

 
Les images d’immunofluorescence de la figure 49 montrent la localisation cellulaire de 

quelques marqueurs (Figure 49). Ainsi, comme attendu les cellules HULEC-5a présentent bien 

un marquage membranaire de la protéine CD31 et un marquage cytoplasmique du facteur de 

von Willebrand, alors que le marquage de l’occludine n’est visible que sur les membranes des 

NCI-H441. 

 
Figure 49 – Images d’immunofluorescence obtenues pour (A) le marqueur CD31 membranaire (#ab28364, 
Abcam, 1/100ème) et (B) le facteur de von Willebrand cytoplasmique (#ab6994, Abcam, 1/100ème) pour les 

cellules endothéliales HULEC-5a, ainsi que pour (C) l’occludine (#33-1500, Thermo Fisher, 1/100ème) pour les 
cellules épithéliales alvéolaires NCI-H441. Les anticorps secondaires utilisés sont pour (A) et (B) les anticorps 
secondaires chèvre anti-lapin conjugués à l’Alexa fluor-488 (#AP132JA4, Sigma-Aldrich, 1/500ème) et pour (C) 
les anticorps secondaires chèvre anti-souris conjugués à l'Alexa fluor-647 (#ab150115, Abcam, 1/500ème). Les 

flèches blanches indiquent le marquage membranaire.  

Il a donc été mis en évidence que les lignées NCI-H441 et HULEC-5a utilisées possèdent bien 

des caractéristiques phénotypiques semblables aux cellules alvéolaires humaines et aux cellules 

endothéliales, respectivement. 

ND = Non déterminé. ARNm quantifié par rapport au gène de ménage 18S. Protéines quantifiées par rapport aux protéines totales 
(technologie stain free). +/- : marqueur très faiblement présent ; + : marqueur faiblement présent ; ++ : marqueur moyennement 
présent ; +++ : marqueur fortement présent.   
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• Recherche de la présence d’acteurs du système sérotoninergique sur les lignées 

sélectionnées 

Dans la perspective d’étudier l’implication du système sérotoninergique dans la réponse 

inflammatoire et/ou dans le stress oxydant induit par l’exposition aux composants des liquides 

pour cigarettes électroniques, la recherche de l’expression des acteurs majeurs du système 

sérotoninergique a été effectuée pour les deux lignées. Les marqueurs concernés par cette 

investigation ont été les enzymes Tryptophane Hydroxylases 1 et 2 (TPH-1 et TPH-2) qui sont 

impliquées dans la production de la sérotonine à partir du tryptophane, le transporteur 

spécifique de la sérotonine (SERT) et les récepteurs sérotoninergiques 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1F, 

5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT4, 5-HT6 et 5-HT7.  

Le tableau XVII résume les résultats obtenus après analyse de l’ARNm par RT-qPCR et de 

l’expression protéique par WB. Chaque marqueur a été recherché dans les cellules NCI-H441 

et les cellules HULEC-5a (Tableau XVII). 

Tableau XVII – Résultats des RT-qPCR et WB obtenus lors de la recherche des acteurs majeurs du système 
sérotoninergique dans les lignées NCI-H441 et HULEC-5a.  

Marqueur Fonction Lignée endothéliale 
HULEC-5a 

Lignée épithéliale 
NCI-H441 

  ARNm Protéine ARNm Protéine 

TPH-1 Enzyme impliquée dans la synthèse de 
la sérotonine en périphérie + +++ +++ ++ 

TPH-2 Enzyme impliquée dans la synthèse de 
la sérotonine au niveau central +/- - +/- - 

SERT Transporteur de recapture de la 
sérotonine + ND + ND 

5-HT1B 
Récepteur membranaire couplé à une 

protéine Gi +++ +++ - - 

5-HT1D Récepteur membranaire couplé à une 
protéine Gi +++ ND +++ ND 

5-HT1F 
Récepteur membranaire couplé à une 

protéine Gi + ND ++ ND 
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5-HT2A Récepteur membranaire couplé à une 
protéine Gq ND ++ ND - 

5-HT2B 
Récepteur membranaire couplé à une 

protéine Gq ++ - + +++ 

5-HT4 
Récepteur membranaire couplé à une 

protéine Gs ++ ++ + - 

5-HT6 Récepteur membranaire couplé à une 
protéine Gs 

+ + ++ ++ 

5-HT7 Récepteur membranaire couplé à une 
protéine Gs 

- - +++ +++ 

  

Ces résultats montrent que différents acteurs du système sérotoninergique sont présents et sont 

exprimés à des degrés divers dans notre modèle de barrière alvéolo-capillaire. Une perspective 

de ce projet sera d’identifier les modulations pharmacologiques du système sérotoninergique 

lors de l’exposition aux liquides/aérosols de cigarette électronique, et notamment l’impact des 

e-liquides sur la synthèse et la libération de sérotonine dans le milieu alvéolaire. 

3) Conclusion sur la validation du modèle de barrière alvéolo-capillaire 

in vitro 

En prenant en compte les résultats obtenus lors de la caractérisation phénotypique des lignées 

par RT-qPCR, WB et IF, ainsi que lors de l’évaluation fonctionnelle de notre modèle de co-

culture par le test d’intégrité au bleu Trypan et la mesure de la TEER, nous pouvons conclure 

que notre modèle cellulaire in vitro de barrière alvéolo-capillaire peut être utilisé pour étudier 

les effets des principaux composants de e-liquides et des e-liquides commercialisés. Ces travaux 

in vitro et les résultats obtenus sont décrits dans les deux suivants articles.  

  

ND = Non déterminé. ARNm quantifié par rapport au gène de ménage 18S. Protéines quantifiées par rapport aux protéines totales. +/- : 
très faible expression détectée ; + : marqueur faiblement présent ; ++ : marqueur moyennement présent ; +++ : marqueur fortement. 
présent.   
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III. Article 1 : Effets des principaux composants des liquides pour 

cigarette électronique et de 5 liquides commercialisés 

aromatisés, avec ou sans nicotine, sur le modèle de barrière 

alvéolo-capillaire 

1) Objectif de l’article et résultats obtenus 

La cigarette électronique bien que considérée plus sûre que le tabac par les utilisateurs et par 

une partie de la communauté médicale (Berlin et al. 2021; HCSP 2021), n’a pas démontré son 

innocuité puisque peu ou pas de preuves concrètes existent. Bien au contraire, une quantité sans 

cesse croissante de travaux scientifiques montre que la cigarette électronique, du fait de la 

composition du e-liquide ou du dispositif électronique, présente une menace à long terme pour 

la santé publique. Le e-liquide contient généralement du propylène glycol (PG) et de la 

glycérine végétale (VG) dans des proportions différentes, de la nicotine et une grande panoplie 

d'arômes. Il est chauffé par une batterie et les gouttelettes d'aérosol produites se déposent 

principalement dans la zone alvéolaire où la nicotine et d'autres molécules traversent la barrière 

alvéolo-capillaire (Takano et al. 2017). Pour étudier les effets des e-cigarettes sur cette barrière, 

le modèle in vitro de co-culture préalablement validé a été exposé à des concentrations 

croissantes des composants suivants :  

- Du PG et de la VG seul(e) 

- Des mélanges de PG/VG à des ratios de 50/50 et 76/24 (V/V) 

- Trois e-liquides aromatisés sans nicotine : fruits rouges, menthe-eucalyptus, tabac blond 

- Deux e-liquides aromatisés « tabac blond » avec 6 mg/mL de nicotine différant par leur 

ratio en PG/VG : 50/50 (E-liquide 1 ou EL1) et 76/24 (E-liquide 2 ou EL2). Ces e-

liquides sont ceux utilisés dans l’essai clinique VAPexp’AIR. 
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Des méthodes analytiques permettant l’investigation de plusieurs mécanismes cellulaires ont 

été menées : 

- La modification de la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire a été mise en 

évidence par la mesure de la résistance électrique trans-épithéliale/endothéliale et par 

l’analyse en Western-blot de l’occludine, une protéine des jonctions serrées. 

- La production de ROS a été analysée grâce au MitoSOX® et celle de marqueurs 

inflammatoires grâce à une méthode multiplex incluant 20 cytokines/chémokines. 

- La mort cellulaire a été explorée par un test de viabilité cellulaire au MTS et la recherche 

de marqueurs d’apoptose (ratio Bax/Bcl-2) et d’autophagie (marqueur LC3) en WB. 

Nous avons montré que :  

- Les véhicules, PG et VG, en raison de leurs propriétés hypertoniques, modulent 

l'intégrité de la barrière alvéolo-capillaire en modifiant l'expression de l'occludine.  

- En dessous d'une concentration de 10%, les véhicules seuls ou leurs mélanges 50/50 et 

76/24, ne déclenchent pas de stress oxydant ou de mort cellulaire.  

- La toxicité induite par les e-liquides aromatisés dépend de l’arôme présent dans le e-

liquide : alors que les e-liquides « fruits rouges » et « menthe-eucalyptus » agissent à 

des concentrations plus faibles en amoindrissant l'intégrité de la barrière, déclenchant 

un stress oxydant et une mort cellulaire, l’arôme « tabac blond » ne semble pas plus 

néfaste que les véhicules sur ces mêmes critères. De plus, le e-liquide « menthe-

eucalyptus » augmente de manière très significative la production de certains marqueurs 

pro-inflammatoires.  

- La présence de nicotine dans le e-liquide « tabac blond » est source d’augmentation du 

stress oxydant mitochondrial comparé au e-liquide « tabac blond » sans nicotine.  
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- Notre modèle permet de discriminer les effets cellulaires des différents e-liquides testés. 

Il est, de ce fait, un très bon outil pour un premier criblage rapide des e-liquides afin de 

détecter ceux qui sont délétères pour les cellules, avant d’étudier les effets de 

l’aérosolisation des e-liquides sur des modèles in vitro air-liquide. 

2) Article 

Soumis à Food and Chemical Toxicology le 29 août 2022. 
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IV. Article 2 : Étude de l’effet de la nicotine sur un modèle 

cellulaire de barrière alvéolo-capillaire 

1) Objectifs de l’article et résultats obtenus 

La nicotine produit des effets psychostimulants, mais agit aussi sur le système de la récompense. 

En favorisant ces fonctions cognitives à l’origine d’une diminution du stress et de l’anxiété, les 

utilisateurs de cigarettes combustibles et, plus récemment, de cigarettes électroniques sont 

enclins à pérenniser leur consommation de nicotine. L'inhalation de la fumée de cigarette 

classique ou de l’aérosol produit par la e-cigarette entraine un impact délétère sur la santé 

pulmonaire, en produisant un stress oxydant et en perturbant les mécanismes pro- et anti- 

inflammatoires, ce qui peut conduire à des maladies chroniques telles que la BPCO (Carnevale 

et al. 2016; Osei et al. 2019). Cependant, peu d’études se sont intéressées aux effets pulmonaires 

spécifiques de la nicotine. Le principal lieu de dépôt et d’absorption de la nicotine contenue 

dans la fumée de tabac ou l’aérosol de cigarette électronique est la surface alvéolaire du poumon 

où le flux sanguin élevé facilite son absorption rapide. Dans cette partie du projet, des études 

dose-effet de la nicotine ont été effectuées sur le modèle de barrière alvéolo-capillaire 

préalablement validé pour investiguer les mécanismes rencontrés dans la BPCO tels que le 

stress oxydant, l'inflammation, la rupture de la barrière et la mort cellulaire dans les poumons.  

Dans l’article qui suit, nous avons montré que : 

La nicotine altère l'intégrité de la barrière alvéolo-capillaire, entraînant une diminution de la 

résistance électrique.  

Cette perte d’intégrité membranaire est due en partie à une mort cellulaire par nécrose, 50 % de 

l’augmentation de la LDH est observée après une concentration de 66,8 µM de nicotine 

appliquée du côté apical du modèle de co-culture. 

L’apoptose ne semble pas être le mécanisme majoritaire de mort cellulaire induite par 

l’exposition à la nicotine dans les conditions testées, le ratio Bax/Bcl-2 n’étant pas 

significativement modifié lorsque les monocultures sont exposées à des concentrations 

croissantes de nicotine.  

L'autophagie était également altérée, avec une augmentation de LC3B-II, marqueur de 

l’autophagie et de puncta LC3 dans les cellules.   

Une des pistes mécanistiques pouvant expliquer l’autophagie dans les cellules épithéliales est 

la production accrue de ROS observée à partir de 0,25 µM de nicotine et la libération de 
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différents marqueurs pro-inflammatoires augmentée pendant les phases précoces (4 et 8 heures 

pour l’IL-6, l’IL-18, TNFa) et tardives (24 heures pour MCP-1) de l'exposition.  

Les résultats révèlent des éléments caractéristiques de la physiopathologie de la BPCO produits 

après exposition directe à la nicotine seule et attirent l'attention sur les liquides pour cigarettes 

électroniques contenant de la nicotine, qui sont donc également susceptibles de déclencher ces 

processus pulmonaires délétères. 

 

2) Article 

En préparation pour soumission à Food and Chemical Toxicology. 
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Conclusion et perspectives 
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Les travaux menés durant cette thèse universitaire étaient déclinés en 3 objectifs principaux :  

- Le premier, chez l’Homme, était de comparer la pharmacocinétique de la nicotine et la 

formation d’espèces pro-oxydantes après vapotage de deux e-liquides qui diffèrent par 

leur ratio PG/VG chez des sujets adultes sains maitrisant l’acte de vapotage. 

- Le deuxième, chez l’animal, consistait à valider un modèle murin sensible à l’exposition 

chronique à la cigarette classique qui développe une inflammation chronique des voies 

respiratoires et qui pourrait être utilisé comme contrôle positif pour l’exposition aux e-

cigarettes. 

- Le troisième, in vitro, était d’étudier les effets pulmonaires des principaux composants 

des e-liquides et de cinq e-liquides commercialisés, aromatisés avec et sans nicotine, 

sur un nouveau modèle cellulaire robuste de barrière alvéolo-capillaire. Leurs effets sur 

l’intégrité membranaire, le stress oxydant, l’inflammation et la mort cellulaire ont été 

plus particulièrement étudiés. 

Dans la première partie, les premiers résultats de l’étude clinique VAPexp’AIR ont permis de 

décrire la cinétique d’absorption de la nicotine à partir de deux liquides qui diffèrent par leur 

ratio en PG/VG. Ainsi, des résultats cliniques montrent que la proportion des principaux 

composants servant de véhicule à la molécule de nicotine peut avoir un impact sur 

l'aérosolisation de la nicotine, donc, par conséquent, sur son absorption pulmonaire. Une 

quantité plus importante de nicotine a été consommée à partir du e-liquide enrichi en PG, par 

rapport au e-liquide ayant une proportion égale de PG et de VG. En conséquence, une forte 

tendance à l’augmentation de la Cmax de nicotine a été observée après l’inhalation du e-liquide 

contenant une proportion de PG/VG à 76/24 en comparaison à une consommation par le même 

sujet du e-liquide avec une proportion de PG/VG à 50/50. Deuxièmement, cette étude montre 

qu’un dispositif dit de 3ème génération délivre une quantité moyenne de nicotine de 1,2 mg à 

partir d’un liquide ayant une concentration de nicotine à 6 mg/mL, cette valeur étant semblable 



 223 

à celle délivrée à partir d’une cigarette classique (0,9 à 2,1 mg) (Digard et al. 2013). Ainsi, ces 

dispositifs peuvent satisfaire les utilisateurs en termes de gestuelle, de sensation face au besoin 

de fumer et d’effets cognitifs recherchés lors de la prise nicotinique (Gravely et al. 2020; Voos 

et al. 2019). Dans l’étude VAPexp’AIR, les raisons de l'utilisation des e-cigarettes et la 

satisfaction des utilisateurs n’ont pas été évaluées. La satisfaction à l'égard d'un produit de 

drogue récréative est susceptible d'influencer l'utilisation du produit (Saddleson et al. 2016) 

puisqu’elle est associée au potentiel d'abus du produit. Selon le dernier rapport du Scientific 

Committee on Health, Environmental and Emerging Risks (SCHEER), il existe des preuves 

solides que la nicotine dans les e-liquides est impliquée dans le développement de la 

dépendance et que les arômes ont une contribution pertinente pour l'attrait de l'utilisation de la 

cigarette électronique et son initiation (European Commission. Directorate General for Health 

and Food Safety. 2022). Le problème du développement d’une dépendance et le rôle attractif 

des arômes sont encore plus d’actualité depuis l’arrivée sur le marché français, fin 2021, de 

nouveaux produits électroniques jetables appelés « Puffs » qui ont gagné en popularité chez les 

enfants et les adolescents. Leurs conditionnements colorés avec des images de dessins animés, 

leurs goûts fruités et leur médiatisation sur les réseaux sociaux permettent d'attirer un public 

bien plus jeune, faisant craindre une épidémie pédiatrique voire des phénomènes de 

« passerelle » (e-cigarette vers cigarette classique). Bien que la vente de e-cigarettes soit 

normalement interdite aux mineurs, il semble plutôt facile de se procurer des « puffs » vendues 

sur internet ou dans des magasins spécialisés dans le vapotage. Les puffs contiennent de la 

nicotine à des concentrations soumises à la même limite européenne que les autres dispositifs 

électroniques, mais des puffs avec des concentrations de nicotine plus élevées peuvent être 

achetées sur des sites internet localisés à l’étranger.  

Selon le dernier rapport de l’Observatoire Français des Drogues et des Tendances addictives, 

en 2021, les ventes de cigarettes ont diminué de 6,9 % tandis que la part de marché des autres 



 224 

produits du tabac a augmenté de 4,8 % (site consulté le 07/10/2022, 

https://www.ofdt.fr/publications/collections/bilans/tabagisme-et-arret-du-tabac-en-2021/). Ces 

derniers représentent désormais 5,6 % des volumes vendus (chiffre le plus haut jamais 

enregistré). Cette baisse exceptionnelle des ventes de tabac pourrait s’expliquer par 

l’augmentation des prix de vente du paquet de cigarettes, l’augmentation de la perception de 

dangerosité du tabac dans la population, mais également l’essor prononcé des autres produits 

du tabac comme la cigarette électronique ou la chicha chez les fumeurs. La cigarette 

électronique est valorisée d’abord par les fumeurs, mais aussi par une partie des professionnels 

de santé qui y voient un outil rendant possible une avancée inédite dans la lutte contre le 

tabagisme, alors que d’autres mettent en garde contre une menace sanitaire liée à la banalisation 

d’un produit suscitant de nouvelles addictions dont les effets à long-terme sont inconnus. 

Ainsi, la question de l’utilisation de la cigarette électronique pour diminuer la consommation 

de tabac dans une optique de réduire le risque sur la santé, voire comme un outil de sevrage 

tabagique, reste ouverte.  

La stratégie de réduction du risque de nuire attribuée à l’utilisation de la e-cigarette est basée 

sur la substitution de la dépendance à un objet qui est la cigarette à un autre objet qui est la 

cigarette électronique et qui est capable de concurrencer la cigarette, tant sur le plan 

pharmacologique, comportemental que sensoriel, sans reproduire les effets nocifs de la 

cigarette. Cette stratégie est considérée par beaucoup d’experts comme une voie d’avenir. 

Cependant, les études de santé publique sur les conséquences réelles d’une telle stratégie sont 

rares. Une méta-analyse basée sur 141 études a montré que fumer seulement une cigarette par 

jour comporte un risque de développer une maladie coronarienne et un accident vasculaire 

cérébral d’environ la moitié de celui des personnes qui fument un paquet par jour. Ainsi, réduire 

la consommation tabagique n’équivaut pas à l’élimination du risque pour les maladies 

cardiovasculaires induites par le tabac (Hackshaw et al. 2018). Dans ce cas, une utilisation de 
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e-cigarette qui serait couplée à une consommation, même moindre, de tabac ne saurait être 

satisfaisante d’un point de vue de réduction des risques.  

De plus, selon l’avis du Haut Conseil de santé publique (HCSP) du 26 novembre 2021 relatif 

aux bénéfices-risques de la e-cigarette (consulté en ligne le 07/10/2022 : 

https://www.hcsp.fr/Explore.cgi/AvisRapportsDomaine?clefr=1138), les connaissances 

fondées sur les preuves sont insuffisantes pour proposer la e-cigarette comme aide au sevrage 

tabagique dans la prise en charge des fumeurs par les professionnels de santé. En effet, des 

traitements médicamenteux ayant prouvé leur efficacité doivent être proposés par les personnels 

de santé, sauf dans le cas où les personnes ont une acceptation faible des traitements de 

référence, mais adhèrent aux e-cigarettes (Annexe 7). Ainsi, pour une personne qui, en 

l’absence de e-cigarettes, ne prendrait pas d’autres traitements dans le cadre d’un sevrage 

tabagique, l’utilisation de e-cigarettes pourrait représenter une opportunité versus l’absence de 

prise en charge. Toutefois, dans cette population spécifique, des études cliniques sont à 

promouvoir de manière à trancher la question récurrente de l’intérêt du vapotage dans l’arrêt 

du tabagisme. Par ailleurs, pour ces patients, il est indispensable de proposer des produits 

sécurisés sur la base d’études pré-cliniques fiables dans le but que les e-cigarettes soient 

réglementées et évaluées comme les thérapeutiques expérimentales dans une série bien définie 

et transparente de modèles animaux. 

Pour essayer d’apporter quelques éléments de réponse concernant les effets de la cigarette 

électronique sur la santé humaine, la suite du projet a consisté à développer des outils pré-

cliniques chez la souris et in vitro grâce à la modélisation de la barrière alvéolo-capillaire. 

Ainsi, dans la deuxième partie du projet, un modèle d’inflammation pulmonaire chronique après 

exposition à la fumée de cigarette a été développé chez la souris, du même type que celle 

retrouvée dans la BPCO. Les modèles animaux de BPCO sont indispensables puisque cette 

pathologie est liée à la toxicité chronique et ses composantes mettent de nombreuses années à 
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se développer, de sorte que les effets réels peuvent ne pas être connus avant des décennies. Le 

modèle développé présente des caractéristiques pathologiques de la maladie telles que le 

recrutement des cellules immunitaires (polynucléaires neutrophiles, macrophages, lymphocytes 

T et polynucléaires éosinophiles) dans les voies aériennes inférieures ou encore l’emphysème 

pulmonaire. Cependant, d’autres éléments physiopathologiques de la BPCO n’ont pas pu être 

modélisés comme la présence de marqueurs d’inflammation chronique (IL-1β, IL-6, TNF-α…). 

En conséquence, ce modèle murin nécessite davantage d’ajustements avant son utilisation 

comme contrôle positif lors de l’exposition à l’aérosol de cigarette électronique. En effet, si une 

étude comparative est faite entre la cigarette classique et la e-cigarette, il est intéressant de 

mesurer l’impact de leurs expositions sur le poumon, mais aussi sur d’autres organes visés par 

la toxicité à long terme de la cigarette classique.  

Les premières études sur les effets respiratoires des souris exposées à la e-cigarette montrent 

l'irritabilité et l'inflammation des voies respiratoires, avec augmentation du nombre de 

polynucléaires neutrophiles et hypersécrétion de mucus, une susceptibilité accrue aux infections 

bactérienne et virales (Miyashita et al. 2018; Sussan et al. 2015), et plus préoccupant encore, 

une présence accrue de marqueurs de l’apoptose dans les cellules alvéolaires et une 

augmentation des espaces alvéolaires suggérant l'emphysème (Garcia-Arcos et al. 2016), bien 

que les résultats ne soient pas cohérents avec d’autres études de la littérature (Larcombe et al. 

2017; K. M. Lee et al. 2018). 

Enfin, une étude a montré que l'exposition à l'aérosol des e-cigarettes était associée à des lésions 

de l'ADN et des défauts de réparation, que l'on pense survenir par le biais du métabolisme in 

situ de la nicotine en nitrosamines, bien que les e-cigarettes aient été largement présentées 

comme présentant un risque négligeable de malignité par rapport au tabac (H.-W. Lee et al. 

2018). Ces études sont peu nombreuses, présentent souvent des résultats très différents et sans 

standardisation des modèles animaux, rendant les conclusions difficiles et mettant en évidence 
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le besoin colossal de mettre en place des modèles animaux reproductibles et transposables à 

l’homme. Quelques pistes de recherche chez l’animal seraient de définir le rôle spécifique de 

la nicotine inhalée sur la toxicité pulmonaire, l’effet du vapotage sur les populations présentant 

des affections telles la BPCO ou encore le rôle des macrophages pulmonaires dans les maladies 

pulmonaires associées aux e-cigarettes. 

Dans la troisième partie de ces travaux, nous avons pu démontrer que l’exposition aux liquides 

pour cigarette électronique n’est pas sans conséquences cellulaires sur la barrière alvéolo-

capillaire in vitro. En effet, les principaux composants des e-liquides, que ce soient les véhicules 

ou la nicotine, et les e-liquides aromatisés commercialisés, sont tous à l’origine de phénomènes 

aboutissant à la mort cellulaire. Cependant, le modèle cellulaire mis en place est capable de 

discriminer la toxicité aiguë des différents e-liquides ayant des arômes différents, et ce modèle 

peut être utilisé pour fournir aux entreprises et aux organismes de contrôle des outils simples 

pour le screening préliminaire des produits commercialisables. Ainsi, dans l’échelle de toxicité, 

les e-liquides commercialisés sous les noms « Menthe-Eucalyptus » et « Fruits rouges », mais 

également la nicotine, ont l’impact le plus délétère sur la barrière alvéolo-capillaire et induisent 

des mécanismes pathologiques retrouvés dans la BPCO (stress oxydant, inflammation, mort 

cellulaire par autophagie…). Cependant, la présente étude ne s'est pas intéressée aux substances 

chimiques aromatiques présentes dans les e-liquides et responsables des effets cytotoxiques 

observés. De plus, elle a évalué la toxicité des e-liquides, sous forme liquide dans le milieu de 

culture et non sous forme d’aérosol. 

De nombreuses études complémentaires sont donc nécessaires afin de pouvoir faire un tri 

efficace entre les molécules aromatiques considérées comme toxiques et celles utilisables dans 

les e-liquides. Dans les perspectives de ce travail, nous voulons mettre en place des méthodes 

analytiques permettant l'identification d'éléments potentiellement toxiques présents dans le e-

liquide qui, par le processus d’aérosolisation, conduisent à la formation de nouvelles espèces et 
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étudier l’effet de ces dernières sur les processus cellulaires à l’origine de toxicités. Ces 

méthodes nécessiteront l’analyse chimique par chromatographie des e-liquides (LC/MS) et des 

composés volatiles présents dans l’aérosol produit (TD-GC/MS), avant l’exposition de l’aérosol 

sur le modèle cellulaire grâce à une machine génératrice d’aérosol de type VITROCELL®. 

Enfin, l’étude des mécanismes cellulaires impliqués dans la toxicité de certains composés 

préalablement identifiés permettra de comprendre et de prédire les relations structure/activité 

entre ces molécules et leurs cibles. Dans ce cadre, l’implication de la sérotonine et des différents 

acteurs du système sérotoninergique sera évaluée.  

Bien que notre modèle de co-culture présente les principales caractéristiques de la barrière 

alvéolo-capillaire, il ne contient pas les cellules pivot de la réponse inflammatoire locale : les 

macrophages alvéolaires. La lignée monocytaire THP-1 qui, en fonction des conditions de 

culture, peut se différencier en macrophages M0 puis se polariser en macrophages de type M1 

ou M2, est disponible dans notre laboratoire. La différenciation monocyte-macrophage et la 

polarisation des macrophages au repos (M0) vers les différents sous-types macrophagiques ont 

déjà été validées dans notre laboratoire. Une autre perspective de travail sera l’ajout des 

monocytes THP-1 du côté basolatéral du modèle alvéolo-capillaire afin d’étudier le recrutement 

des monocytes et leur différenciation en macrophage lors de leur intégration au tissu alvéolaire, 

alors que l’ajout des sous-types macrophagiques du côté apical permettra l’étude des 

phénomènes inflammatoires et de la réponse immunitaire de manière plus complexe que le 

modèle composé uniquement de deux lignées. 

Seules des études indépendantes et bien argumentées aboutiront à l’acceptation de l'utilisation 

de e-liquides contrôlés dans le cadre de la substitution tabagique. Ceci signifie que les 

composants des e-liquides ont été validés pour une utilisation sûre dans des indications qu’il 

reste à définir par des essais cliniques ayant montré la supériorité de la e-cigarette dans la prise 

en charge des patients comparée aux autres stratégies thérapeutiques déjà existantes. 
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Devant le manque de consensus scientifique sur l’efficacité et l’innocuité pour la santé de la e-

cigarette, de nombreuses pistes de recherche pré-clinique et clinique évoquées plus haut restent 

à être investiguées.  

Au terme de ces travaux, il existe des arguments cliniques pour émettre l’hypothèse que la 

cigarette électronique est un outil intéressant en termes de délivrance de nicotine par rapport au 

tabac. Cependant, des aspects biologiques, cellulaires et biochimiques suffisamment pertinents 

tirent des sonnettes d’alarme sur l’utilisation de certains e-liquides non-préalablement testés et 

suggèrent de continuer à faire preuve de prudence dans l'utilisation des e-cigarettes que ce soit 

à des fins récréatives ou de sevrage tabagique. 
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Annexe 1 – Résultats des méta-analyses sur l’efficacité des 

cigarettes électroniques dans le sevrage tabagique 
Référence Résultats 

(Rahman et 
al. 2015) 

L’étude a permis de montrer l'efficacité des e-cigarettes à la nicotine par rapport aux e-cigarettes 
sans nicotine pour le sevrage tabagique (RR = 2,29, IC95% = 1,05-4,97). L’étude n’a pas été en 
mesure de commenter l'efficacité des e-cigarettes par rapport à d'autres interventions pour le 
sevrage tabagique, étant donné le manque de groupes de comparaison dans les études incluses 
dans cette méta-analyse. 

(Kalkhoran 
and Glantz 

2016) 

Les chances d'arrêter de fumer étaient inférieures de 28 % chez les utilisateurs de e-cigarettes 
par rapport à ceux qui n'en utilisaient pas (OR = 0,72, IC95% = 0,57-0,91). L'association entre 
l'utilisation de e-cigarette et l'arrêt du tabac n'était pas significativement différente entre les 
études portant sur tous les fumeurs utilisant la e-cigarette (indépendamment de leur intérêt pour 
l'arrêt du tabac) et les études portant uniquement sur les fumeurs intéressés par l'arrêt du tabac 
(OR = 0,63, IC95% = 0,45-0,86 vs 0,86, 0,60-1,23 ; p = 0,94). 

(Khoudigian 
et al. 2016) 

Les participants à l'étude étaient plus susceptibles d'arrêter de fumer lorsqu'ils utilisaient des e-
cigarettes à la nicotine par rapport aux e-cigarettes sans nicotine ; toutefois, cette différence 
n'était pas statistiquement significative (RR = 2,02 ; IC95% = 0,97-4,22). 

(El Dib et al. 
2017) 

Les résultats fournis par seulement deux essais cliniques randomisés suggèrent une 
augmentation possible de l'arrêt du tabac avec les e-cigarettes avec nicotine par rapport aux e-
cigarettes sans nicotine à 6 mois (RR = 2,03, IC95% = 0,94-4,38, preuve de faible certitude). 
Les résultats des études de cohorte ont suggéré une réduction possible des taux de sevrage 
tabagique avec l'utilisation des e-cigarettes par rapport à leur absence d'utilisation (OR = 0,74, 
IC95% = 0,55-1,00, très faible certitude). 

(Oberndorfer 
et al. 2020) 

La proportion de fumeurs abstinents était 1,67 (IC95% = 0,99-2,81) fois plus élevée chez les 
utilisateurs de la e-cigarette avec de la nicotine que chez les non-utilisateurs. La proportion de 
fumeurs abstinents était 1,69 (IC95% = 1,25-2,27) fois plus élevée chez les utilisateurs de la e-
cigarette que chez les participants recevant un traitement substitutif nicotinique. La proportion 
de fumeurs abstinents était 2,70 fois (IC95% = 1,15-6,30) plus élevée chez les utilisateurs de la 
e-cigarette que chez les participants ne recevant que des conseils. 

(Chan et al. 
2021) 

Les résultats indiquent que les participants assignés à l'utilisation de e-cigarettes à la nicotine 
étaient plus susceptibles de rester abstinents au tabac que ceux du groupe utilisant des e-
cigarettes sans nicotine (RR = 2,08, IC97,5% = 1,39-3,15) et ceux qui étaient assignés à 
l'utilisation d'un traitement substitutif nicotinique (RR = 1,49, IC97,5% = 1,04-2,14). 

(Quigley et 
al. 2021) 

En utilisant les substituts nicotiniques comme traitement de référence, les incidences de l'arrêt 
du tabac à 24-26 semaines étaient comparables entre les groupes cigarettes électroniques et 
substituts nicotiniques (RR = 1,17 ; IC95% = 0,66-1,86).  
Les résultats à 52 semaines n'étaient pas concluants.  

(Wang, 
Bhadriraju, 
and Glantz 

2021) 

Dans les études observationnelles : En tant que produits de consommation, les e-cigarettes n'ont 
pas été associées à une augmentation de l'arrêt du tabac dans la population adulte.  
Dans les essais cliniques randomisés : L’utilisation de e-cigarettes en tant qu'intervention 
thérapeutique a été associée à une augmentation du pourcentage de réussite du sevrage 
tabagique. 

(Hartmann-
Boyce et al. 

2022) 

Il y a une certitude élevée que les taux de sevrage étaient plus élevés chez les personnes 
randomisées pour la e-cigarette avec nicotine que chez celles randomisées pour les substituts 
nicotiniques (RR = 1,63, IC95% = 1,30-2,04).  
Des preuves d'incertitude modérée, limitées par l'imprécision, ont montré que les taux de sevrage 
étaient plus élevés chez les personnes randomisées pour la e-cigarette avec nicotine que pour la 
e-cigarette sans nicotine (RR = 1,94, IC95% = 1,21-3,13).  
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Par rapport au soutien comportemental seul/aucun soutien, les taux de sevrage étaient plus 
élevés pour les participants randomisés pour la e-cigarette avec nicotine (RR = 2,66, IC95% = 
1,52-4,65). Cependant, ce résultat est très peu certain, en raison de problèmes d'imprécision et 
de risque de biais. 

(Thomas et 
al. 2022) 

Des données probantes indiquent que la e-cigarette contenant de la nicotine à haute 
concentration (15 mg/cartouche) (OR = 3,22, IC95% = 1,63-6,36) était efficace par rapport au 
placebo, mais ces estimations sont extrêmement imprécises.  
Il semble que la e-cigarette contenant de la nicotine à faible concentration (10 mg/cartouche) 
soit plus efficace que le placebo (RR = 3,22, IC95% = 0,97-12,55) ; toutefois, cette estimation 
est extrêmement imprécise et les IC95% tiennent compte de la possibilité d'une absence d'effet. 
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Annexe 2 – Liste des critères d’inclusion et de non-inclusion 

dans l’essai clinique VAPexp’AIR 
• Critères d’inclusion 

- Homme ou femme âgé de 18 à 35 ans. 
- Sujet qui a déjà vapoté au moins 1 fois et qui maitrise l’acte de vapotage. La 

concentration de la nicotine doit être ≥ 6 mg/mL. 
- Sujet vapoteur depuis plus de 1 mois (nicotine ≥ 6 mg/mL) et/ou fumeur de tabac 

(cigarette traditionnelles). 
- Sujet apte à comprendre les objectifs et les risques liés à la recherche et à donner un 

consentement éclairé, daté et signé. 
- Sujet affilié à un régime de protection sociale d’assurance maladie. 
- Sujet sans antécédents de pathologie chronique. 
- Sujet ne prenant pas de traitement médicamenteux au long cours (hors 

contraception, vitamines et minéraux) 
- Sujet ayant été informé des résultats de la visite médicale préalable. 

• Critères de non-inclusion 
- Sujet souffrant d’une pathologie chronique (diabète, obésité IMC > 30 kg/m2, 

cardiovasculaire). 
- Sujet souffrant d’une pathologie respiratoire chronique, notamment BPCO, mesurée 

selon les critères ATS/ERS, 2005 : VEMS/CV et/ou VEMS inférieur à 1.64 Z-scores 
(normes GLI 2012) (vérifié par spirographie à la visite d’inclusion). 

- Sujet souffrant d’une pathologie respiratoire ou ORL aiguë en cours ou récente (dans 
les 15 jours précédant l’inclusion). 

- Sujet sous sevrage alcoolique (vérifié par questionnaire lors de la visite d’inclusion). 
- Sujet ayant une consommation abusive d’alcool (plus de 2 verres par jour pour une 

femme et plus de 3 verres par jours pour un homme) ou consommation quotidienne 
de drogues illicites (stupéfiants). 

- Sujet souffrant d’épilepsie. 
- Sujet ayant une hypersensibilité à l’un des composés du liquide de vaporisation 

(vérifié par questionnaire lors de la visite d’inclusion). 
- Sujet présentant une insuffisance hépatique. 
- Sujet présentant une insuffisance rénale modérée (DFG < 60 mL/min). 
- Sujet souffrant de claustrophobie. 
- Impossibilité de donner au sujet des informations éclairées (sujet en situation 

d’urgence, difficultés de compréhension du sujet, …). 
- Sujet sous sauvegarde de justice. 
- Sujet sous tutelle ou sous curatelle. 
- Grossesse (pour une femme en âge de procréer, test de grossesse sanguin négatif à 

la visite de sélection et contraception efficace tout au long de l’étude). 
- Allaitement. 
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Annexe 3 – Fiche de rappel des tâches à réaliser pour le bon 

déroulement des visites de suivi 
 

OBJECTIF : Ce document définit les modalités des visites V1 et V2 de l’essai clinique 

VAPexp’AIR. Il s’adresse aux différents intervenants impliqués dans le bon déroulement de 

l’essai. Il est à compléter à chaque nouvelle visite.  

A – EN AMONT DE LA VISITE 

 

□ Vérifier le stock de e-liquide et d’atomiser :  

- Si stock insuffisant pour les patients inclus prévenir Sébastien Roux pour envoi à la pharmacie 
(envoi par multiple de 10 avec BL, Attestation de libération de lot joint) 

- Récupérer la livraison à la pharmacie après avoir prévenu Dr Anne Hutt (Ascenseur B -1) 
- Apporter (ou faire livrer) les e-liquides utilisés par série de 10 pour qu’ils soient checker par 

la pharmacie et les rapporter au labo en attendant leur utilisation.  

□ Préparer le dossier patient :…. 

- Pré remplir le cahier d’observation : …. 
- Imprimer les questionnaires : … 

LE LABORATOIRE DE BIOCHIMIE 
LE SERVICE D’EXPLORATIONS 

FONCTIONNELLES RESPIRATOIRES 

Mettre les initiales (Prénom-Nom) de la 

personne ayant effectué la tâche : 

□ Préparer la feuille de prescription et les 
étiquettes pour les prélèvements : …… 
□ Charger la batterie de l’e-cigarette : …… 
□ Etiqueter l’e-liquide :…. 
□ Amorcer le dispositif sans allumer la 
batterie : …… 
□ Remplir la cartouche de e-liquide, monter 
le système et vérifier l’ouverture maximum 
du air flow : …… 
□ Peser le dispositif rempli : …… 

Mettre les initiales (Prénom-Nom) de la 

personne ayant effectué la tâche : 

□ Vérifier la disponibilité des consommables 
nécessaires (perf, tubes prélèvements) : …… 
□ Vérifier la disponibilité de la pièce 
d’accueil : …… 
□ Préparer les dispositifs sac + embout 
permettant le recueil de l’air expiré ( x 3)  : 
…… 
□ Préparer le pince-nez : …… 
□ S’assurer de la disponibilité du spiromètre : 
…… 

Informations patient :  

N°Patient  _/_/        Initiales  _/_/-_/_/       Date de naissance  __/__/____ (JJ/MM/AAAA)  

Randomisation :  □ Visite 1     □ e-liquide 1     □ e-liquide 2     Date  : __/__/____ 

(JJ/MM/AAAA)      
     □ Visite 2     □ e-liquide 1     □ e-liquide 2       Date  : __/__/____ 

(JJ/MM/AAAA) 
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□ S’assurer de la disponibilité de la pompe, 
des cartouches ( x 5) et des tuyaux ( x 5) : 
…… 

 

B – AVANT L’ARRIVEE DU PATIENT DANS LE SERVICE 

LE LABORATOIRE DE BIOCHIMIE 
LE SERVICE D’EXPLORATIONS 

FONCTIONNELLES RESPIRATOIRES 

Mettre les initiales (Prénom-Nom) de la 

personne ayant effectué la tâche : 

□ Installer le circuit de la pompe  : …… 
□ Préparer la vidéo de présentation de l’essai 
: …… 
□ Effectuer le prélèvement d’air ambiant de 
la pièce 10 min (cartouche n°1): …… 
□ Allumer en appuyant 5 fois sur le bouton, 
la batterie vérifier la résistance 1,5 Ω et 
puissance 8,5 W : …… 

Mettre les initiales (Prénom-Nom) de la 

personne ayant effectué la tâche : 

□ Préparer la voie veineuse périphérique et les 
tubes de prélèvement : …… 
□ Vérifier la présence de l’ensemble du 
matériel de la partie A : …… 
 

C – INVESTIGATION 
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D – APRES LE DEPART DU PATIENT  

LE LABORATOIRE DE BIOCHIMIE LE SERVICE EFR 

Mettre les initiales (Prénom-Nom) de la personne ayant effectué 

la tâche : 

□ Désinstaller le matériel  : …… 
□ Récupérer les cartouches : …… 
□ Récupérer une copie des spirométries: …… 
□ Peser le dispositif : …… 
□ Centrifuger les tubes héparinés : …… 
□ Décanter les tubes héparinés : …… 
□ Envoyer les tubes et la feuille de prescription à Hautepierre : 
…… 
□ Congeler les tubes  
□ Gérer les cartouches de prélèvement d’air expiré (NHC ou 
Sébastien R) : …… 
□ Etiqueter l’atomiser et le conserver dans un bac DASRI:…. 

Mettre les initiales 

(Prénom-Nom) de la 

personne ayant effectué 

la tâche : 

□ Ranger le matériel : 

…… 

 

 
- Remplir l’ordonnance et le fichier (excel) de suivi des administrations (chemise verte) : …… 
- Apporter les e-liquides utilisés par série de 10 pour destruction à la fin de l’étude. Joindre les 

ordonnances associées à la série, joindre aussi une copie du formulaire (excel) concernant 
l’administration des e-liquides. Mettre une copie dans la chemise violette « Pharmacie 
Documents remis à la pharmacie »  

- Remettre les atomiser utilisés et contenant du e-liquide à Sébastien Roux pour élimination. 

 

ATTENTION :  
- Utilisation de la pompe bien mettre les cartouches dans le sens indiqué par la flèche coté 

pointe de la flèche vers la pompe. Vérifier que l’aspiration se fait sans toucher l’extrémité de 
la cartouche pour éviter les contaminations  

- Mise en route de la pompe ; appuyer sur les touches    
Stop pump Go 

- Chronométrer le temps d’aspiration de l’air dans la cartouche il faut être à un temps supérieur 
à 2 min. 

- Indiquer le temps d’aspiration sur la feuille de déroulement. 
- Ne pas aspirer la condensation présente dans le sac quitte à terminer l’aspiration par la pompe 

plus tôt. 
-  
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Annexe 4 – Auto-questionnaire à compléter lors de la visite de 

suivi V1 
 

Questions liées au régime alimentaire : 

 

À QUAND REMONTE VOTRE DERNIER REPAS : ________Heures 

Composition de votre dernier repas : 

_______________________________________________ 

___________________________________________________________________________

___ 

___________________________________________________________________________

____ 

 

Combien de repas prenez-vous par jour ? 3 repas/j Je mange souvent 
un 4e repas 

1-2 repas/jour 

Mangez-vous entre les repas ? Non/ je mange 
une collation au 
besoin 

Je mange 
généralement en 
soirée 

Je grignote très 
souvent entre les 
repas 

À quelle fréquence mangez-vous au restaurant ?  
(sandwicheries, fast food, pizza, rôtisserie, mets chinois…) 

Moins de  
1 fois/sem 

1-2/sem 3 repas et +/sem 

Consommez-vous des mets prêt-à-servir ?  
(mets congelés, pizza, mets italiens ou chinois, riz et pâtes 
alimentaires assaisonnés…) 

< 1/sem 1-2/sem > 3/sem 

Combien de fruits et légumes consommez-vous ? 
1 portion = 1 pièce moyenne, ½ tasse pièce fraiche, surgelés ou en 
conserve en purée ou liquide 

> 4/jour 2-3/jour < ≤ 1/jour 

Quelle est la grosseur de votre portion de viande 
par repas ?  
1 portion = 100g  

1 paquet de 
cartes ou moins 

Entre 1 et 2 
paquets de cartes 

2 paquets de 
cartes ou plus 

Mangez-vous des charcuteries ou des viandes 
grasses ?  
(bacon, saucisse, saucisson de Bologne, salami, pepperoni, pâté 
de foie, cretons, ailes de poulet, croquettes, côtes levées, viandes 
hachées  

Moins de 1 fois 
/sem 

1-2/sem 3 fois et + /sem 

Mangez-vous du poisson non pané ? ≥> 2 fois/sem 1 fois/sem Rarement 
Mangez-vous du fromage ? 
1 portion = 30g de fromage en tranches, fromage à la crème (30 
ml ou 2 c. à table). Exclure le fromage écrémé ou le cottage. 

≤< 2/sem 3-4/sem ≥> 5/sem 

Quel type de produits laitiers (lait et yogourt) 
consommez-vous ? 

Moins de 2 % de 
m.g. 

2 % m.g. ≥> 3 % m.g./Je 
n’en consomme 
pas 

Quelle proportion les produits céréaliers ou les 
féculents occupent-ils dans votre assiette ? 
(pâtes alimentaires, riz, couscous, pomme de terre…) 

1/4 de l’assiette ½ de l’assiette Plus de la ½ de 
l’assiette 
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Choisissez-vous des produits céréaliers faits de 
grains entiers ? 
(pain de blé entier, céréales à déjeuner riches en fibres, riz brun…) 

Oui, toujours À l’occasion Rarement 

À quelle fréquence consommez-vous des produits 
de boulangerie ?  
(beignes, brioches, croissants, danoises, muffins). Exclure les 
muffins maison. 

< 1 fois ou 
moins/sem 

2 -3/sem > 4 ou plus/sem 

À quelle fréquence consommez-vous des desserts 
commerciaux ?  
(en collation ou au repas : barres tendres, biscuits, crème glacée 
régulière, gâteaux, pâtisseries, tartes, etc.) 

< 2 fois ou 
moins/sem 

3 - 4/sem > 5 ou plus/sem 

À quelle fréquence consommez-vous des sucreries ?  
(bonbons, chocolat, sucre de table, miel, confiture…) 

< 3 fois ou 
moins/sem 

4-5/sem Tous les jours 

Buvez-vous des breuvages sucrés ?  
(jus ou boisson aux fruits, boisson gazeuse ou énergisante, thé 
glacé, limonade…) 

< 240ml ou 
moins/jour 

240-500ml/jour > 500 ml/jour 

Quelle est votre consommation moyenne d’alcool ? 
1 consommation = 150 ml de vin, 1 bière, 50 ml de spiritueux 

< 1/jour 2/jour > 2/jour 

Consommez-vous des soupes, bouillons ou sauces, 
en sachet ou en conserve ? 

< 1/sem ≥ 1-2/sem > 3/sem 

Consommez-vous des aliments enrobés de sel ?  
(craquelins, croustilles, pop-corn, bretzels, noix ou graines salées, 
etc.) 

< 1 fois /sem ≥ 2-3/sem > 4/sem 

Ajoutez-vous du sel à vos aliments ? Rarement Souvent / avec 
certains aliments 

La plupart du 
temps 

 

 

 

Questions liées à l’entrainement physique : 

 
FAITES-VOUS UN ENTRAÎNEMENT PHYSIQUE RÉGULIER ?  m OUI  m NON 
 

Description : _______________________________________________________________________________ 

 

Date/heure du dernier entrainement : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| -- |__|__| : | __|__| 

 
À quelle fréquence vous déplacez-
vous à pied ou à vélo ? 

La plupart du 
temps 

> 3x/sem 1-2x/sem Rarement 

À quelle fréquence choisissez-vous 
d’emprunter les escaliers plutôt que 
l’ascenseur ? 

Toujours Souvent À l’occasion Jamais 

Combien de fois par semaine faites-
vous de l’activité physique pour au 
moins 30 minutes ? 

5-7 x/sem 4x/sem 2-3x/sem < 1x/sem 

Vous hydratez-vous suffisamment 
pendant et/ou après une séance 
d’exercices ? 

Toujours Souvent À l’occasion Jamais 
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Questions liées au sommeil : 

 
AVEZ-VOUS UN RYTHME DE SOMMEIL RÉGULIER ?  m OUI  m NON 

Combien d’heure de sommeil avez-vous par nuit ? |__|__|heures  

 

Avez-vous bien dormi la nuit dernière ?   m OUI  m NON 

Combien d’heures de sommeil la nuit dernière ? |__|__| heures 

 

Questions liées à la prise de nicotine : 

 

À QUAND REMONTE VOTRE DERNIERE PRISE DE NICOTINE : |__|__| Heures 

Sous quelle forme ?  

q Cigarette  
q Cigarette électronique  
q Patches  
q Gomme à mâcher  
q Autres  

 

EST-CE QUE VOUS AVEZ CESSÉ DE FUMER LA CIGARETTE TRADITIONNELLE ? :  m OUI m NON 

 

Si non :  

Fréqeunce : 
m Je fume tous les jours 

m Je fume mais pas tous les jours 

 

Si tous les jours , Combien de cigarettes fumez-vous par jour : 
|__|__| 

Combien de cigarettes fumez-vous par semaine :  
|__|__|__| 

Fumez-vous des cigarettes à bout filtre ? 
m OUI m NON 

À quel âge avez-vous commencé à fumer ? 
______________ans 

 

À quel âge avez-vous commencé à fumer ? 
|__|__|ans 

 
Modalités ACTUELLES de prise de nicotine : 
 
VAPOTEZ-VOUS TOUS LES JOURS ? :                m OUI m NON 
Quelle concentration de nicotine utilisez-vous ? : |__|__|mg / ml 
Quels parfums préférez-vous ? : _______________________________________________________ 
 
FUMEZ-VOUS LA PIPE ? 

m OUI, tous les jours   
m OUI, à l’occasion  
m NON  

 
FUMEZ-VOUS LE CIGARE ? 

m OUI, tous les jours  
m OUI, à l’occasion  
m NON  
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FAITES-VOUS USAGE DE TABAC À PRISER OU À CHIQUER ? 

m OUI, tous les jours  
m OUI, à l’occasion  
m NON   

 
Au cours des 2 DERNIÈRES ANNÉES, combien de fois avez-vous essayé, avec succès ou non, d’arrêter de fumer des 
cigarettes ? :   |__|__|FOIS 
 
A quand remonte votre dernière cigarette complète ?  |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 
À quand remonte votre dernière inhalation (puff de vaporette) ?  |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| 
 
À part vous, combien de personnes fument à la maison ?  |__|__| PERSONNES 
Utilisez-vous actuellement des médicaments pour vous aider à cesser de fumer ? : m OUI m NON  

Si oui LESQUELS ?  
m Timbres transdermiques (patches)  

m Gomme à la nicotine  

m Zyban (bupropion) 

m Champix (varénicline) 

m Autre :___________________ 
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Annexe 5 – Test de Fagerström en 6 questions sur la 

dépendance nicotinique 
 

Échelle de Fagerstrom  

 
COMBIEN DE TEMPS APRÈS VOTRE RÉVEIL FUMEZ-VOUS VOTRE PREMIÈRE CIGARETTE ?  
 mDans les 5 minutes  (3) 
 mDe 6 à 30 minutes  (2) 
 mDe 31 à 60 minutes  (1) 
 mAprès 60 minutes  (0) 
 
TROUVEZ-VOUS DIFFICILE DE NE PAS FUMER DANS LES ENDROITS OÙ C’EST INTERDIT (PAR 
EX. CINÉMAS, BIBLIOTHÈQUES) ?  
 mOui (1) 
 mNon  (0) 
 
QUELLE CIGARETTE DE LA JOURNÉE VOUS SERAIT-IL LE PLUS DIFFICILE DE RENONCER ?  
 mLa première de la matinée  (1) 
 mToutes les cigarettes sans distinction   (0) 
 
COMBIEN DE CIGARRETTES FUMEZ-VOUS PAR JOUR, EN MOYENNE ?  
 m10 ou moins  (0) 
 m11 à 20 (1) 
 m21 à 30 (2) 
 m31 ou plus   (3) 
 
FUMEZ-VOUS À UN RYTHME PLUS SOUTENU LE MATIN QUE L’APRÈS MIDI ?  
 mOui   (1) 
 mNon  (0) 
 
FUMEZ-VOUS LORSQUE VOUS ÊTES MALADE ET QUE VOUS DEVEZ RESTER AU LIT TOUTE LA 
JOURNÉE ?  
 mOui (1) 
 mNon  (0) 

 

 

 

Score global : |__|__| / 10 

(CALCUL AUTOMATIQUE) 
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Annexe 6 – Auto-questionnaire simplifié à compléter lors de la 

visite de suivi V2 
 

Questionnaire sur les changements en termes d’habitudes de vie 

 

Questions liées au régime alimentaire : 

 

À QUAND REMONTE VOTRE DERNIER REPAS : |__|__|Heures 

 

Composition de votre dernier repas : ____________________________________________ 

 

Avez-vous changé votre comportement alimentaire depuis la visite 1 : _________________ 

 

Questions liées à l’entrainement physique : 

 

FAITES-VOUS UN ENTRAÎNEMENT PHYSIQUE RÉGULIER ?   m OUI m NON 
Description : _______________________________________________________________________________ 

 

Date/heure du dernier entrainement : |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__| -- |__|__| : | __|__| 

 

Avez-vous changé votre comportement depuis la visite 1 ? :       m OUI m NON 

Si oui  
 

Décrivez les changements : ______________________________________________________ 

 

Questions liées au sommeil : 

 
Avez-vous bien dormi la nuit dernière ?_______________________________________________________ 

 

Combien d’heures de sommeil la nuit dernière ? _________ heures 

 

Avez-vous changé votre sommeil depuis la visite 1 ? :      m Oui        m Non 



 276 

Si oui, Décrivez les changements : ______________________________________________________ 

 

Questions liées à la prise de nicotine : 

 

À QUAND REMONTE VOTRE DERNIERE PRISE DE NICOTINE : ________Heures 

Sous quelle forme : _______________________________________________ 

 

Avez-vous changé votre comportement dans la prise de nicotine depuis la visite 1 :    

    m Oui       m Non  

 

Si oui Description de vos nouveaux comportements : __________________________________________ 
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Annexe 7 – Recommandations des sociétés savantes et 
institutions sur l’utilisation de la cigarette électronique dans le 
sevrage tabagique 
 

Institution Recommandations Source 

Haut Conseil de Santé 
Publique (HCSP) 

Avis relatif aux bénéfices-
risques de la cigarette 
électronique, France, 

26/11/2021 

Au regard de données probantes insuffisantes dans la littérature 
scientifique concernant l’efficacité de la vape pour le sevrage 

tabagique, les professionnels ne doivent pas proposer des 
cigarettes électroniques et plutôt recommander à leurs patients 

des outils éprouvés (type thérapie de substitution nicotinique ou 
médicaments). 

https://www.hcsp.fr/explore.c
gi/avisrapportsdomaine?clefr
=1138 

Scientific Committee on 
Health, Environmental and 
Emerging Risks (SCHEER) 

Scientific Opinion on 
electronic cigarettes, 

16/04/2021 

Il existe un manque de données longitudinales solides sur l'effet 
des cigarettes électroniques dans le sevrage tabagique. Jusqu'à 

ce que de telles recherches soient disponibles, les cigarettes 
électroniques ne devraient être considérées comme une aide au 

sevrage tabagique que pendant une période limitée et sous 
surveillance. 

https://health.ec.europa.eu/sy
stem/files/2022-

08/scheer_o_017.pdf 

Société de Pneumologie de 
Langue Française (SPLF) et 
la Société Francophone de 

Tabacologie (SFT), 
01/11/2019 

Les médicaments disponibles et validés pour l’aide au sevrage 
(les substituts nicotiniques, la varénicline et le bupropion) 

doivent être prescrits en première intention avant l’utilisation 
de la cigarette électronique. La cigarette électronique avec 
liquide contenant de la nicotine fait partie des moyens non 
médicamenteux d’aide potentielle au sevrage tabagique. 

http://societe-francophone-
de-tabacologie.org/dl/Vape-
SFT_SPLF-MoissansTabac-

20191101.pdf 

Food and Drug 
Administration, USA 

2021 

Basé sur l’US Preventive Services Task Force (USPSTF) 
Recommendation Statement : les preuves actuelles sont 

insuffisantes pour évaluer l'équilibre entre les avantages et les 
inconvénients des e-cigarettes pour le sevrage tabagique chez 

les adultes, y compris les personnes enceintes. 

https://www.uspreventiveser
vicestaskforce.org/uspstf/doc
ument/RecommendationState

mentFinal/tobacco-use-in-
adults-and-pregnant-women-
counseling-and-interventions 

National Institute for Health 
and Care Excellence (NICE), 

Angleterre, 2021 
 

La Medicines and Healthcare products Regulatory Agency 
(MHRA) ouvre la voie à la prescription des e-cigarettes sous 

autorisation médicale pour les fumeurs de tabac qui souhaitent 
arrêter de fumer. 

Les fabricants peuvent s'adresser à la MHRA pour soumettre 
leurs produits au même processus d'approbation réglementaire 

que les autres médicaments disponibles dans les services de 
santé. 

L'Angleterre pourrait ainsi devenir le premier pays au monde à 
prescrire des e-cigarettes autorisées en tant que produit 

médical. 

https://www.gov.uk/governm
ent/publications/vaping-in-
england-evidence-update-
february-2021/vaping-in-
england-2021-evidence-

update-summary 

National Health and Medical 
Research Council (NHMRC) 

2022 CEO Statement on 
Electronic Cigarettes: Plain 

English Summary, Australie, 
23/06/2022 

Il est illégal d'utiliser, de vendre ou d'acheter de la nicotine 
pour utilisation dans les e-cigarettes sans ordonnance. Il existe 
des preuves limitées que les e-cigarettes à base de nicotine sont 

une aide efficace pour arrêter de fumer lorsqu'elles sont 
utilisées dans un contexte clinique. L'utilisation des e-cigarettes 

par les fumeurs qui tentent d'arrêter de fumer est susceptible 
d'entraîner une plus grande exposition à long terme à la 

nicotine que l'utilisation d'autres mesures de sevrage tabagique. 
Il existe des preuves limitées que les ex-fumeurs utilisant des e-
cigarettes sont environ deux fois plus susceptibles de rechuter 

que les ex-fumeurs n'utilisant pas de e-cigarettes. 

https://www.nhmrc.gov.au/ab
out-us/news-

centre/australias-national-
health-council-delivers-
assessment-electronic-
cigarettes#download 

Organisation Mondiale de la 
Santé (OMS), 

WHO report on the global 
tobacco epidemic, Addressing 
new and emerging products, 

27/07/2021 

Les pays doivent rester vigilants et continuer à se concentrer 
sur la mise en œuvre de mesures fondées sur des preuves qui 
ont fait leurs preuves pour réduire le tabagisme, et éviter les 

distractions causées par la prolifération de nouveaux produits. 
Les systèmes électroniques de délivrance de la nicotine doivent 
être strictement réglementés pour une protection maximale de 

la santé publique. 

https://www.who.int/publicat
ions/i/item/9789240032095 
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Amelia-Naomi SABO 
Étude des effets des liquides pour 

cigarette électronique et de la cigarette 
classique chez l’Homme, la souris et sur 

un modèle de barrière alvéolo-
capillaire 

 

 

Résumé  
Les e-cigarettes (e-cig) sont considérées comme des outils de sevrage tabagique, bien que leur efficacité et leur 
tolérance ne soient pas démontrées, en partie à cause d’un large choix de liquides (eL) contenant des ratios 
différents en propylène glycol (PG) et glycérine végétale (VG), avec ou sans nicotine et arômes, qui complexifie 
la recherche scientifique. Les travaux présentés ici concernent trois niveaux d’analyse : l’Homme, la souris et 
un modèle cellulaire. Chez l’Homme, les résultats de l’essai clinique VAPexp’AIR sont les premiers à montrer 
que l’augmentation du PG dans la formulation du eL semble exercer une influence sur la masse de nicotine 
inhalée et sur la Cmax plasmatique de nicotine. Le rôle pro-oxydant de l’inhalation d’aérosol de e-cig n’a pas pu 
être démontré. Chez la souris, un modèle de BPCO a été développé après exposition à la fumée de tabac, 
présentant des caractéristiques pathologiques telles que le recrutement des cellules immunitaires dans les 
voies aériennes inférieures associé à de l’emphysème pulmonaire. Ce modèle nécessite davantage 
d’ajustements avant son utilisation comme contrôle positif lors de l’exposition à la e-cig. In vitro, un modèle de 
co-culture mimant la barrière alvéolo-capillaire validé a été exposé aux principaux composants des e-L. Des 
effets néfastes sur l’intégrité de la barrière, mais également sur l’inflammation, le stress oxydant et la mort 
cellulaire ont été identifiés pour les principaux composants et leurs mélanges. La présence d’arômes mentholé 
et fruité, ainsi que de nicotine dans la composition des e-L semble empirer les observations.  

Mots clés : cigarette électronique, tabac, e-liquides, arômes, nicotine, barrière alvéolo-capillaire 

 

Abstract 
E-cigarettes (e-cig) are considered to be smoking cessation tools, although their efficacy and tolerability are not 
proven, partly due to a wide choice of liquids (eL) containing different ratios of propylene glycol (PG) and 
vegetable glycerine (VG), with or without nicotine and flavourings, which complicates the scientific research. 
The work reported here covers three levels of analysis: humans, mice and a cellular model. In humans, the 
results of the VAPexp'AIR clinical trial are the first to show that the increase in PG in the eL formulation seems 
to influence the mass of inhaled nicotine and the plasma Cmax of nicotine. The pro-oxidant role of e-cig aerosol 
inhalation could not be demonstrated. In mice, a model of COPD has been developed after exposure to tobacco 
smoke, showing pathological features such as recruitment of immune cells in the lower airways associated with 
pulmonary emphysema. This model needs further adjustment before being used as a positive control for e-cig 
exposure. In vitro, a validated co-culture model mimicking the alveolar-capillary barrier was exposed to the 
main components of e-L. Adverse effects on barrier integrity, but also on inflammation, oxidative stress and 
cell death were identified for the main components and their mixtures. The presence of menthol and fruity 
flavours, as well as nicotine in the composition of e-L seems to worsen the observations.  

Keywords: electronic cigarette, tobacco, e-liquids, flavours, nicotine, alveolar-capillary barrier 


