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I. Introduction

I.1. Le Tabagisme

I.1.1. Epidémiologie

A I’échelle mondiale, le tabagisme représente un probléme majeur de santé publique. En effet, chaque
année, pres de 8 millions de déces lui sont attribués. Parmi ces derniers, 1,3 million concerne des
personnes exposées de maniere passive au tabac (World Health Organization, 2023a). En 2020, pres
de 22,3 % de la population mondiale fumaient quotidiennement, correspondant a 36,7 % de la

population masculine contre 7,8 % de la population féminine (World Health Organization, 2023a).

A T’échelle nationale, la prévalence du tabagisme quotidien était égale a 23,1 % en 2023 avec une
répartition en fonction du sexe différente de la situation mondiale (Le Nézet et al., 2025). En effet, en
France, environ 25,4 % des hommes et 20,9 % des femmes fumaient de maniére quotidienne en 2023

(Pasquereau et al., 2024).

Pour faire face a ce fléau, les différentes autorités de santé mondiales et nationales intensifient la lutte
contre le tabagisme par I’intermédiaire de différentes campagnes de prévention et d’accompagnement
a ’arrét du tabac. L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a notamment lancé le programme
MPOWER en 2008, regroupant 6 mesures visant a ralentir le tabagisme et les problémes de santé
publique qui lui sont associés (World Health Organization, 2023b). Cette lutte semble porter ses fruits
puisque les chiffres s’améliorent par rapport a ceux des années 2000. En effet, la prévalence globale
du tabagisme mondial a chuté¢ de plus de 10 points, passant de 33,3% en 2000 a 22,3% en 2020 (World

Health Organization, 2024, 2023a).

Cependant, malgré ces actions, le tabagisme reste la premiere cause de mortalité évitable dans le
monde (Rey Brandariz et al., 2024; World Health Organization, 2023b) et de nombreuses pathologies
lui sont attribuables comme les cancers du poumon et de la vessie, de nombreuses maladies

cardiovasculaires ou respiratoires comme la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO).
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I.1.2. Origine du tabac

Le tabac est originaire du continent américain, ou la plante est cultivée et consommée depuis 8 000
ans avant JC (Goodman, 2005). Il a été introduit en Europe apres la découverte de I’ Amérique par
Christophe Colomb et ses marins en 1492. En France, dans les années 1560, le tabac apparait peu
apres que Jean Nicot, ambassadeur de France au Portugal, ait apporté les feuilles de tabac a la cour
de Catherine de Médicis (Goodman, 2005; Kirsch, 2010). Le tabac est peu a peu utilisé a la cour puis
plus largement en France et en Europe, notamment pour ses vertus médicinales (Charlton, 2004;
Stewart, 1967). C’est au XX°™ siécle que le tabac connait un essor majeur en se démocratisant a
I’échelle mondiale. L’industrialisation de sa production sous forme de cigarettes a amplifié¢ sa
consommation et sa diffusion a ’ensemble de la population, essentiellement vers un usage récréatif
(Goodman, 2005).

La plante de tabac, Nicotiana tabacum de son nom scientifique, est une espece végétale herbacée
pouvant atteindre 1,5 m de hauteur. Cette plante appartient a la famille des Solanaceae et au genre
Nicotiana qui regroupe 60 especes différentes (Goodman, 2005). Le terme « Nicotiana » a été attribué
afin d’honorer Jean Nicot qui 1’a introduite en France au XVIe™e sigcle (Kirsch, 2010; Museum
national d’Histoire naturelle, n.d.). Les plants de tabac sont cultivés dans des champs puis les feuilles
sont récoltées et mises a sécher, selon différentes méthodes, afin de réduire au maximum leur teneur
en eau, chaque méthode de séchage définissant une variété de tabac (Goodman, 2005). Ainsi, le tabac
est classé en deux grandes catégories, tabac blond ou tabac brun, a partir desquelles se déclinent de
nombreuses variétés.

Dans toutes les plantes de la famille des Solanaceae mais surtout dans les variétés de tabac, on
retrouve des alcaloides, qui proteégent la plante des insectes, dont la nicotine. Elle est présente dans
les plants de tabac a des concentrations variant de 1 a 10 % selon la variété considérée (Chevalier and
Nguyen, 2016). Par ailleurs, la nicotine a des propriétés pharmacologiques directement li¢es a sa
fixation sur le récepteur. Ces derniéres participent a la physiopathologie de la dépendance au tabac.

D’autres alcaloides sont identifiés dans le tabac comme 1’anatabine, la nornicotine et 1’anabasine
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(Goodman, 2005; Harris et al., 2015). Ces derniéres molécules sont également potentiellement actives
car elles se fixent sur les récepteurs nicotiniques. Cependant, elles sont présentes en moindre quantité

dans le tabac et semblent donc représenter moins de risques pour la santé.

1.1.3. L’évolution de la consommation du tabac

Dans les années 1900, le tabac était produit sur I’ensemble du globe et notamment en France. Le tabac
¢tait, initialement, utilis¢é sous forme de tabac a priser ou bien a macher (Stewart, 1967).
Historiquement, cette consommation est associée a certaines croyances, lors de rituels, ou a des
usages médicinaux, en raison de ses propriétés insecticides, antiseptiques et psychostimulantes.
Quand le tabac est fumé, il peut étre consommé sous différentes formes : tabac roulé, cigarillos,
cigares, pipes, chicha...(Goodman, 2005; Kirsch, 2010). Au cours du temps, les modes de
consommation du tabac ont évolué et se sont davantage orientés vers la consommation de cigarettes
« prétes » a fumer en raison de leur fabrication a grande échelle par 1’industrialisation a partir des
années 1930 (Goodman, 2005). Cette industrialisation a permis de produire de grands volumes a des
prix abordables pour le consommateur. L ’industrie du tabac marque un tournant majeur dans 1’ére du
tabagisme en passant du tabagisme de classe a du tabagisme de masse et mondial. Au XX*™ siécle,
la consommation de cigarettes se généralise notamment lors des deux guerres mondiales, lorsqu’elles
étaient distribuées gratuitement aux soldats pour les aider a supporter la réalité¢ de la guerre (Smith
and Malone, 2009). En effet, les propriétés coupe-faim et psychostimulantes de la nicotine étaient

bien connues et utilisées par les militaires sur le front.

I.1.4. Toxicologie du tabac

Les feuilles de tabac comportent plus de 2 500 composés. Lors de leur combustion, pouvant atteindre
1 000 °C, la fumée générée contient plus de 4 000 substances chimiques. Par ailleurs, la composition
de la fumée de cigarette varie en fonction du type de tabac utilisé, des méthodes de fabrication, des
différents additifs, etc... Parmi ces composés, outre la nicotine qui est connue pour son rdle dans le
processus de dépendance, la fumée contient dans sa phase particulaire un nombre important de

composés irritants voire cancérigénes comme les nitrosamines, les goudrons, les radicaux libres,
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I’acroléine, le formaldéhyde ou encore les métaux lourds comme le cadmium. Dans la phase gazeuse,
plusieurs composés toxiques sont inhalés par le consommateur comme le monoxyde de carbone, le
dioxyde de carbone, le cyanure d’hydrogéne et de nombreux composés organiques volatiles
(Hoffmann et al., 2001; Peiffer et al., 2018; Pfeifer et al., 2002; Rodgman and Perfetti, 2013;
“Tabagisme, conséquences sur la sant¢ - Santé publique France,” 2023). Au total, plus de
80 substances cancérigenes ont ¢t¢ identifiées dans le tabac et dans la fumée de tabac (Li and Hecht,
2022).

Ces substances ont des effets systémiques, mais elles agissent majoritairement sur le systéme
respiratoire. En effet, elles se déposent et agissent tout le long de I’arbre respiratoire. Elles participent
a de nombreux processus pathologiques comme 1’inflammation chronique, le stress oxydant ou la
tumorigénese (Peiffer et al., 2018). Dans les bronches, I’exposition chronique a la fumée de tabac va
engendrer des 1ésions importantes de I’épithélium respiratoire aboutissant a des métaplasies et a une
perte des cils vibratiles. Dans les bronches, bronchioles et sacs alvéolaires, I’inflammation chronique
induite va déséquilibrer 1’équilibre protéolytique et antiprotéolytique présent physiologiquement dans
les sécrétions pulmonaires, favoriser la destruction des parois alvéolaires, entrainer une perte
d’¢élasticité du tissu pulmonaire et le développement d’un emphyséme pouvant étre associé a la
BPCO. La tumorigénese liée au tabac peut avoir diverses origines dont la fixation de composés
inhalés dans la structure de I’ADN et I’induction de mutations de certains génes comme les genes Ps3,
BRAF ou KRAS (Alexandrov et al., 2016; Ernst et al., 2023; Le Calvez et al., 2005; Pfeifer et al.,
2002; Yoshida et al., 2020). Ces effets, non exhaustifs, montrent que 1’implication du tabac est bien

¢tablie dans de nombreux processus physiopathologiques.

1.1.5 Pathologies associées a la consommation de tabac

Dés 1950, les premieres études scientifiques et épidémiologiques ont alerté sur les dangers du tabac
sur la santé humaine (Doll and Hill, 1950; Wynder and Graham, 1950). Depuis, sa toxicité n’est plus
a débattre, celle-ci est pointée du doigt dans de nombreuses pathologies touchant plusieurs types

d’organes, dont majoritairement les poumons et le systéme cardiovasculaire (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique des pathologies chroniques et cancers pouvant étre induits par le tabagisme (adapté de United
States Surgeon General, 2014)

1.1.5.a. Les pathologies pulmonaires

o Cancer du poumon

Le cancer du poumon est le cancer dont I’incidence et le taux de mortalité sont les plus élevés au
monde, tout sexe confondu (Ferlay et al., 2024; Thandra et al., 2021a; World Health Organization,
2023c). On dénombre pres de 1,8 million de déces annuels a I’échelle mondiale (Figure 2).
L’incidence du cancer du poumon a nettement augmenté apres la démocratisation du tabac et son
industrialisation. Dans le monde occidental, on estime qu’environ 80 % des cas de cancers du poumon
sont attribuables au tabac de maniére directe ou indirecte. L’age moyen de diagnostic avoisine les 70

ans, tout sexe confondu (Thandra et al., 2021b).
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Figure 2: Incidence et mortalité des cancers du poumon dans le monde en 2020 (adapté de Ferlay et al., 2024)

Trois quarts des cancers du poumon sont diagnostiqués a un stade localement avancé ou métastatique.
En effet, comme les poumons et les bronches n’ont pas d’innervation nociceptive, il n’y a pas de
douleur. Les plaintes du patient ne sont donc pas spécifiques, surtout chez le fumeur. Elles
n’apparaissent que lorsque des régions centrales (bronches ou vaisseaux) ou périphériques (paroi,
plévre) sont touchées, ou dans le cas du développement métastases.

Les patients touchés par un cancer du poumon, a petites cellules ou non a petites cellules ont des
symptomes respiratoires peu spécifiques comme une toux persistante et évolutive, des douleurs
thoraciques, de I’hémoptysie, des sensations de souffle court et sifflant. Des manifestations, plus
généralistes et souvent associées a un cancer, sont ¢galement identifiées chez les patients comme la
perte de poids, I’asthénie et I’apparition de ganglions en région cervicale. La découverte fortuite sur
un scanner du thorax, quelle que soit son indication, est trés souvent a 1’origine d’un diagnostic. C’est
pourquoi il est envisagé de proposer un dépistage régulier aux fumeurs (“Dépistage du cancer du

poumon,” 2022).
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Histologiquement, il existe deux grands types de cancers pulmonaires :
- Les cancers pulmonaires non a petites cellules (CPNPC) représentent environ 85 % des
cancers du poumon. Plusieurs sous-types peuvent étre catégorisés selon leur origine. S’ils
prennent source au niveau des cellules glandulaires, situées en région externe du poumon, il
s’agit d’adénocarcinomes (sous-type majoritaire). Si leur origine provient des cellules
squameuses qui tapissent les bronches, il s’agit d’un carcinome épidermoide du poumon.
Enfin, il existe également des carcinomes a grandes cellules, sarcomes et des carcinomes
sarcomatoides pulmonaires, mais ces derniers sont beaucoup plus rares. Les CPNPC sont tres
fréquemment associés au tabagisme (80 %). Les carcinomes épidermoides sont étroitement
associés a la consommation de tabac, tout comme les adénocarcinomes dont le lien avec le

tabagisme est de plus en plus établi (De Groot and Munden, 2012; Yang, 2002).

- Les cancers pulmonaires a petites cellules (CPPC) représentent environ 15 % des cancers
pulmonaires. Ils prennent source dans les cellules qui tapissent les bronches en région médiane
de I’appareil pulmonaire et forment des tumeurs volumineuses développées a partir des voies
aériennes. Les cancers pulmonaires a petites cellules les plus connus sont le carcinome a
petites cellules et le carcinome mixte a petites cellules. Ce dernier renferme une tumeur mixte
qui est constituée de cellules glandulaires et squameuses. Ces tumeurs sont neuroendocrines
et leurs cellules ont une capacité de prolifération tres élevée. La corrélation entre le tabagisme
et le développement de CPPC est tres importante. En effet, plus de 95% des cas concernent
des fumeurs ou anciens fumeurs (Osann et al., 2000; Rodriguez-Martinez et al., 2017). Elle
s’aligne sur les habitudes de consommation de ces derni¢res années. En effet, depuis une
trentaine d’années, le nombre de femmes fumant régulicrement a fortement augmenté a
I’instar de la prévalence de CPPC chez les femmes qui était trés basse avant les années

cinquante (Rudin et al., 2021) (Figure 3).
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Figure 3 : Consommation moyenne de cigarettes par jour et mortalité par cancer bronchique en France en fonction du sexe (Hill, 2010)

Les traitements varient selon le type de cancer identifi¢, mais les principaux restent 1’intervention
chirurgicale, la chimiothérapie, la radiothérapie ou I’immunothérapie en cas de cancers a un stade
avance (Y. Li et al., 2023).

Dans la prise en charge du cancer du poumon, il convient également d’accompagner le patient,
lorsqu’il est fumeur, dans une démarche de sevrage tabagique. Cet accompagnement est mené par
plusieurs acteurs du corps médical dont les tabacologues, médecins traitants ou oncologues. L’arrét
du tabac aprés le diagnostic semble améliorer le pronostic des patients, notamment ceux
diagnostiqués a un stade précoce du cancer du poumon ou ceux opérés (Gemine et al., 2023; Parsons
et al., 2010; Sheikh et al., 2021). En complément d’un meilleur taux de survie post-diagnostic et d’un
risque amoindri de progression de la maladie, le sevrage tabagique permet aux patients de limiter le
risque de complications liées aux différents traitements et chirurgies, ainsi que de réduire les toxicités
liées aux traitements (Peiffer et al., 2020).

Le taux de survie a 5 ans varie selon les stades du cancer, mais il peut atteindre 65 % pour les CPNPC

et 30 % pour les CPPC diagnostiqués a un stade précoce et localisé. Pour un stade plus avancé, les
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taux de survie a 5 ans peuvent chuter a prés de 10 % (“Lung Cancer Survival Rates | 5-Year Survival
Rates for Lung Cancer,” 2024).

La combinaison de I’immunothérapie et des chimiothérapies semble montrer des améliorations
significatives du taux de survie des patients. En effet, une étude menée sur des patients atteints de
CPNPC a démontré que I’administration de Pembrolizumab combinée a une chimiothérapie classique
augmentait significativement la survie : 69,2 % contre 49,4 % (Gandhi et al., 2018)

o La bronchopneumopathie chronique obstructive ou BPCO

La BPCO est une pathologie respiratoire chronique évolutive et irréversible. En 2019, elle touchait
pres de 212 millions de personnes dans le monde, soit pres de 3 % de la population mondiale (Adeloye
et al., 2022; Boers et al., 2023). Cette proportion est certainement en deca de la prévalence réelle en
raison d’un nombre important de cas non diagnostiqués. Chaque année, a 1’échelle mondiale, la BPCO
est a I’origine de 3 millions de déces (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, 2024).
Elle se définit par des symptdmes respiratoires chroniques (toux, expectorations, dyspnée d’effort,
infections respiratoires basses répétées ou trainantes) et par une obstruction permanente, progressive
et irréversible des voies aériennes. Ces troubles ventilatoires obstructifs sont mis en évidence par des
tests d’exploration fonctionnelle respiratoire. Sa physiopathologie repose sur une inflammation
chronique des voies respiratoire, un rétrécissement du calibre des bronches et une hypersécrétion de
mucus (Figure 4). D’un point de vue clinique, le patient souffre de bronchite chronique ainsi que
d’une insuffisance respiratoire qui peut étre plus ou moins avancée au moment du diagnostic. Il existe
un score GOLD qui permet de classer ’avancement de 1’obstruction bronchique dans différents stades
allant de I (1égere) a IV (tres sévere). L exacerbation aigiie de la BPCO accentue sa symptomatologie
par une augmentation de l’inflammation chronique conduisant a un épaississement des voies
respiratoires et a la limitation des échanges gazeux (Boers et al., 2023; “Bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO) - Inserm, La science pour la santé,” 2020; “Bronchopneumopathie

chronique obstructive (BPCO),” 2024; Guo et al., 2022; Tantucci and Modina, 2012).
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Développement d'une Bronchopneumopathie Chronique Obstructive
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Figure 4: Schématisation du développement d'une BPCO et de ses conséquences sur l'arbre respiratoire (image crée sur
Biorender.com)

Dans certains cas de BPCO, les parois des alvéoles pulmonaires se fragilisent jusqu’a étre détruites
et les bronchioles s’affaissent, limitant ainsi drastiquement la surface des échanges gazeux. Cette

complication conduit & un emphyséme pulmonaire (Figure 5).
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Figure 5 : Histologie pulmonaire mettant en évidence A) des sacs alvéolaires pulmonaires sains et B) un affaissement emphysémateux
des sacs alvéolaires associé au tabagisme (x4) (Higham, 2019)

Les bulles emphysémateuses et la bronchite chronique augmentent 1’insuffisance respiratoire globale,
la dyspnée, les expectorations et le risque d’infections virales ou bactériennes.
Lorsqu’elle évolue, la BPCO est souvent associée a d’autres comorbidités ou complications comme

des pathologies cardiovasculaires, des fibroses pulmonaires, des syndromes dépressifs, des cancers,
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qui sont généralement la cause du déces. Aujourd’hui, il n’existe pas de traitements médicamenteux
curatifs pour la BPCO.

Afin de ralentir la progression de la pathologie, il est essentiel que les patients BPCO fumeurs
entament une démarche de sevrage tabagique. Cet arrét du tabac peut étre mené par des thérapies ou
des traitements médicamenteux.

Les symptomes associés a la BPCO peuvent étre traités par des bronchodilatateurs inhalés, en
association ou non avec des corticoides inhalés, notamment pour les patients sujets a des
exacerbations fréquentes. Lorsque les symptomes deviennent plus séveres et que 1’insuffisance
respiratoire devient trop importante, des traitements chirurgicaux peuvent étre envisagés, comme la
transplantation pulmonaire pour laquelle la BPCO représente la premiére indication (“Les traitements
médicamenteux de la BPCO,” 2020).

o Altération du systéme immunitaire pulmonaire entrainant des infections respiratoires
a répétition et/ou de ’asthme

Du fait de 1’exposition chronique a des irritants, la réponse immunitaire du systéme respiratoire est
localement dérégulée. Ainsi, les fonctions « sentinelles » des macrophages alvéolaires résidents
(Figure 6) sont dans certains cas inactivées, ce qui augmente le risque d’infections bactériennes et
virales, et dans d’autres cas activées, ce qui provoque des crises inflammatoires asthmatiformes
(Hodge et al., 2007; Lugg et al., 2022).

Si les voies aériennes du sujet sain non-fumeur sont habituellement saines, elles sont facilement
colonisées chez le fumeur lorsque les défenses locales sont altérées par une BPCO, une trachéotomie
ou un cancer. En effet, I’épuisement de la réponse immunitaire liée a la présence constante d’irritants
pulmonaires comme les microparticules et les goudrons présents dans la fumée de cigarette se traduit
par D’apparition de bronchites infectieuses a répétition. Souvent, ces infections s’installent et
deviennent chroniques en raison de la disparition des cils des cellules épithéliales bronchiques qui ne
participent plus a I’évacuation normale des mucus piégeant les microorganismes. Une colonisation

microbienne pulmonaire peut alors se mettre en place (Laroumagne et al., 2011). Dans ces cas, le

traitement d’urgence dépend des microorganismes colonisateurs, mais sur le long terme c’est
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principalement 1’arrét du tabac qui permet de restaurer la clairance ciliaire et la réponse immunitaire
tout en limitant les récidives.

Le tabagisme est ¢galement un facteur de risque de développement de 1’asthme. L’asthme est une
pathologie chronique bronchique de nature inflammatoire caractérisée par une dyspnée, une géne
respiratoire qui s’accentue lors d’épisodes d’exacerbation. Prés d’un quart des patients souffrant
d’asthme sont fumeurs (Bellou et al., 2022). L’origine de cet asthme peut étre de 2 types : soit le
développement au cours du temps d’une réaction a un allergéne présent dans la fumée de cigarette,
soit une inflammation chronique exacerbée par la stimulation de composés de la fumée de cigarette

concomitante a un systéme immunitaire dérégulé.
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Figure 6 : Schématisation des altérations du systeme immunitaire alvéolaire consécutives a une exposition a la fumée de cigarette
(Lugg et al., 2022)

1.1.5.b. Les pathologies non pulmonaires

Les pathologies associées au tabagisme ne se limitent pas aux pathologies pulmonaires comme les
cancers du poumon ou la BPCO.
En effet, le tabagisme est associé a un cancer sur trois et reste la premicre cause évitable de cancer. 1l

favorise 1’apparition d’autres cancers, classés ci-apres en ordre décroissant de prévalence, tout sexe
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confondu en 2022 : vessie (8™ cancer le plus fréquent), col de I’utérus (9°™ cancer le plus fréquent),
utérus (13°™ cancer le plus fréquent), reins (14°™ cancer le plus fréquent), cesophage (15™ cancer
le plus courant), 1évres et cavité buccale (17°™ cancer le plus fréquent), pancréas (20°™ cancer le plus
fréquent) puis le larynx, nasopharynx et oropharynx (respectivement les 225, 23%™ et 24°™ cancers
les plus fréquents) (“Cancer Today,” 2024; “Tabagisme, conséquences sur la santé - Santé publique
France,” 2023) (Figure 7). Dans le cas du cancer de la vessie, la moitié¢ des cas est attribuable au
tabagisme et il engendre chaque année environ 220 000 déces dans le monde (Ferlay et al., 2024;

Freedman et al., 2011).
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Figure 7: Représentation schématisée des différents types de cancers pouvant étre induits par le tabagisme (crée sur Biorender.com)

Des pathologies cardiovasculaires peuvent également étre favorisées par le tabagisme. En effet, le
tabagisme augmente drastiquement le risque d’anévrismes, d’accidents vasculaires cérébraux (AVC)
et d’hypertension artérielle dont I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (Cassady and Reed,
2019; Peiffer et al., 2018). Le tabac est a I’origine de plusieurs mécanismes biologiques comme une
inflammation chronique a bas bruit entrainant une dysfonction endothéliale. De cette derniere découle
notamment une baisse de synthése de vasodilatateurs tels que 1’oxyde nitrique (NO) par I’inhibition

de I’enzyme eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) (Zhang et al., 2006). En parall¢le, des especes
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réactives de I’oxygéne (ROS) issues de la fumée de cigarette amplifient le stress oxydant endothélial
et la production de cytokines pro-inflammatoires. L’inflammation chronique des vaisseaux accentue
la baisse de la biodisponibilité de NO et d’autres vasodilatateurs comme les prostacyclines (Kondo et
al., 2019). Au contraire, ’endothélium 1ésé va produire davantage de peptide enthothéline-1,
vasoconstricteur majeur, par rapport a un endothélium sain (Khudhur et al., 2025). Ces différentes
dysfonctions endothéliales ménent a des pathologies vasculaires graves telles que 1’hypertension,
I’athérosclérose ou des syndromes coronariens pouvant mener a plus long terme a des infarctus ou

des AVC.
I.2. Dépendance nicotinique et sevrage tabagique

1.2.1. La nicotine : molécule clé¢ de la dépendance tabagique

o La nicotine : propriétés physico-chimiques

Le tabagisme est bien connu pour tous ses méfaits sur la santé, pour autant, des millions de personnes
continuent de fumer de maniére active (World Health Organization, 2023b). Cette consommation
s’explique par le phénomene de dépendance instauré par la nicotine, aussi appelée, (S)-3-(1-méthyl-
2-pyrrolidinyl)pyridine (CAS : 54-11-5). La molécule existe naturellement majoritairement sous sa
forme Iévogyre. C’est une amine tertiaire composée d’un cycle pyridine et d’un cycle pyrrolidine. La
nicotine est une base faible dont le site de protonation est principalement I’azote pyrrolidinique et
secondairement 1’azote pyridinique (pKa; = 8,58 et pKa, =2,70). Au-dela d’un pH de 8,58, la nicotine
est hydrosoluble sous forme protonée et devient lipophile sous sa forme base a partir d’'un pH
supérieur a 10 (Figure 8). Ces caractéristiques lipophiles favorisent le passage de la nicotine au travers
des membranes cellulaires. C’est pour cette raison que les fabricants de cigarettes, en alcalinisant le
tabac, favorisent I’absorption de la nicotine au travers des différentes barrieres physiologiques de
I’organisme comme la barriere alvéolo-capillaire (BAC) afin d’agir au niveau du Systéme Nerveux
Central (SNC) et plus généralement sur tout I’organisme. La nicotine peut étre absorbée par

inhalation, par ingestion ou par voie cutanée.
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Strongest basic pKa: 8.58 N, CH, N, CH, H CHy

Figure 8: (A) Structure chimique de la nicotine et des atomes clés dans I'ionisation en fonction du pH. (B) Graphique de distribution des
formes ionisées de nicotine selon le pH du milieu (“Chemicalize - Instant Cheminformatics Solutions,” 2022)

o Action pharmacologique de la nicotine

La nicotine agit comme agoniste des récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine (nAChRs). 11 existe
plusieurs types de récepteurs nAChRs, tous composés de 5 sous-unités qui s’organisent pour former
un canal ionique qui s’ouvre lorsque la nicotine se fixe au récepteur. Ces récepteurs sont des
hétéropentamériques avec au moins une sous-unité o et une sous-unité 3 a une exception pres : les
récepteurs a7 (Wittenberg et al., 2020). Il existe 9 types de sous-unités a et 3 types de sous-unités f.
Les sous-unités peuvent s’assembler les unes aux autres et donc composer un panel large de
récepteurs nAChRs. Les récepteurs pentamériques les plus fréquemment identifiés au niveau cérébral
sont les récepteurs a7 (compos€s de 5 sous-unités a7) et les récepteurs a4p2 (composés de 2 sous-
unités a4 couplées a 3 sous-unités B2) (Brennan et al., 2010; Le Houezec, 2003a). Ces différents
récepteurs varient par leur affinité aux différents ligands, leur perméabilité aux cations (Na*, K* et
Ca?"), leur localisation, leur vitesse de désensibilisation (Sherafat et al., 2021). Par exemple, les
récepteurs o4P2 ont une forte affinit€¢ pour la nicotine en comparaison des récepteurs
homopentamériques a7 ou a3p4 (Improgo et al., 2010). Cependant, ces derniers se désensibilisent
moins rapidement que les récepteurs a4p2 (Quick and Lester, 2002; Schmidt et al., 2019; Wooltorton

et al., 2003).
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Les récepteurs nicotiniques sont présents sur la membrane cytoplasmique de nombreuses cellules
principalement au niveau de la jonction neuro-musculaire sur les cellules musculaires et au niveau
des neurones du systeme nerveux périphérique et du SNC, mais ils sont aussi exprimés a la surface
de cellules non-neuronales comme les cellules immunitaires (Hiemke et al., 1996; Zoli et al., 2018)
Ces multiples localisations et caractéristiques pharmacologiques expliquent les nombreux effets
pharmacologiques et toxiques de la nicotine. La nicotine se fixe sur des sites a 1’interface entre une
sous-unité alpha, composant principal du site de liaison, et une sous-unité adjacente fournissant le
site complémentaire (Taly et al., 2009). En effet, une fois le ligand fixé sur le récepteur, ce dernier
change de conformation pour ouvrir le canal ionique. Le pore central laisse passer le Na* et le Ca®*
vers le cytoplasme, ce qui va enclencher une dépolarisation membranaire des neurones et permettre
la libération de neurotransmetteurs. Cette entrée de cations va provoquer également des réponses
cellulaires variées par ’activation de différentes voies intracellulaires via I’influx de Ca**. Dans le
cas du récepteur homopentamérique a7, trés perméable aux ions calciums, son activation peut induire
la voie de signalisation JAK2-STAT3 ou AMPK-mTOR et mener a des effets anti-inflammatoires
(Shao et al., 2017; Shi et al., 2016) et anti-apoptotiques (Xu et al., 2021). Cependant, une activation
excessive de ces mémes récepteurs peut rompre un équilibre et basculer vers des effets déléteres
comme I’induction de mort cellulaire (Li et al., 1999).

o Actions sur le SNC

Au niveau cérébral, la nicotine agit comme un agoniste des nAChRs, notamment au niveau des
neurones dopaminergiques. Les neurones dopaminergiques situés dans 1’aire tegmentale ventrale
(VTA) ont leurs nAChRs exprimés en région postsynaptique. La nicotine s’y fixe et provoque la
libération de dopamine vers le noyau accumbens via le systeme mésolimbique (Figure 9). Cette voie
dopaminergique contribue au systéme de récompense et vient peu a peu consolider la conduite
addictive et la dépendance au tabac (Di Chiara, 2000; X. Li et al., 2023; Sherafat et al., 2021;

Valentine and Sofuoglu, 2018; Wittenberg et al., 2020; Zoli et al., 2015).
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Figure 9 : Schématisation des noyaux et voies impliquées, en région cérébrale, dans I'addiction induite par la nicotine (Vallés and
Barrantes, 2023)

Le pic plasmatique et intracérébral de nicotine contribue a I’activation des neurones dopaminergiques
du VTA, ce qui entraine la libération d’un certain nombre de neurotransmetteurs dont la dopamine.
Cette dernicre est a I’origine de la sensation de plaisir et de la modulation de ’humeur. Les nAChRs
activés induisent une plasticité neuronale et un conditionnement comportemental ou apprentissage se
traduisant par un besoin accru en nicotine. Ces récepteurs vont se désensibiliser en raison
d’activations répétées par la nicotine. Cette désensibilisation mene a une tolérance et une diminution
de la libération de dopamine et des autres neurotransmetteurs a 1’origine du plaisir (Figure 10). C’est
ce phénomene qui régit I’apparition des différents symptomes du sevrage tabagique dont I’irritabilité,
les troubles du sommeil, I’anxiété ou encore les syndromes dépressifs légers (Benowitz, 2010;
McLaughlin et al., 2015).

En réalité, certains individus peinent plus que d’autres a arréter le tabac. En effet, la dépendance peut
étre plus importante chez certains fumeurs. Ces derniers présentent des symptomes de sevrage
tabagique plus intenses comparé a d’autres fumeurs. La dépendance au tabac peut étre évaluée par
des auto-questionnaires comme le Test de Fagerstrom dont le score final peut aller de 0 (dépendance
trés faible) a 10 (dépendance tres forte). Ces différences peuvent étre expliquées par des facteurs

génétiques. Il existe une variabilité génétique selon les individus, notamment au niveau des genes
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CHRNAS, CHRNA3 et CHRNA4 qui codent respectivement pour les sous-unités a5, a3 et a4 des
nAChRs. Des polymorphismes nucléotidiques ont été identifiés et associés a une dépendance
nicotinique accrue dont le Single Nucleotide Polymorphism (SNP) rs16969968 (McLaughlin et al.,
2015; Pandey et al., 2017; Ramoz and Gorwood, 2015). Certains polymorphismes ou mutations
génétiques peuvent également interférer avec le métabolisme de la nicotine. En effet, celle-ci est
métabolisée majoritairement par le cytochrome P450 2A6 (CYP2AG6) en cotinine. Il peut exister des
différences interindividuelles, résultantes de variations polymorphiques du géne CYPA26. Certains
individus expriment une enzyme dont 1’activité métabolique est plus importante et voient donc leur
concentration en nicotine baisser plus rapidement. Cette activité métabolique ¢élevée a été corrélée a

une consommation plus importante de tabac et a une dépendance a la nicotine plus prononcée (Butler

et al., 2021; Kubota et al., 2006).
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Figure 10: Schématisation du mécanisme de dépendance lié a la nicotine (Benowitz, 2010)

La conséquence de ces mécanismes est une tres grande difficulté a arréter de fumer, méme pour un
patient atteint d’une pathologie en lien avec un tabagisme chronique. Ainsi, le patient peut étre
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conscient que le tabagisme est la cause principale de sa maladie et que I’absence d’arrét est synonyme
d’une évolution défavorable de sa pathologie, sans que cela ne se traduise par un arrét du tabac. C’est
la raison pour laquelle, il est nécessaire d’apporter a ces patients des outils d’aide au sevrage
tabagique.

1.2.2. Les méthodes de sevrage tabagique

La maniére qui semble la plus adaptée pour lutter contre les morbidités associées au tabagisme
consiste a diminuer voire arréter la consommation de tabac. En 2020 en France, 29,9 % des fumeurs
quotidiens déclaraient avoir essayé d’arréter de fumer au cours des 12 derniers mois (Pasquereau,
2021). Cependant, le pourcentage de réussite de ’arrét du tabagisme sans aide ne dépasse pas 20%
dans la majorité des articles (Zhu et al., 2000) (Figure 11). L’accompagnement par un tabacologue
est essentielle pour choisir la méthode la plus adaptée parmi les différents outils contribuant au
sevrage tabagique. Si le profil du sujet ne permet pas un arrét simple du tabac, les traitements de
premigére intention s’orientent généralement vers des thérapies de remplacement de la nicotine puis
en seconde intention vers des traitements pharmacologiques (Barua et al., 2018). Parall¢lement, un
suivi psychologique ainsi que ’accompagnement d’un médecin tabacologue est nécessaire pour

mener a bien le sevrage tabagique et éviter les rechutes (Lindson et al., 2019; Zwar, 2020).
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Figure 11 : Impact de I'accompagnement au sevrage tabagique sur les pourcentages d’abstinence en fonction du temps (Zhu et al.,
2000)
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o Les traitements de premiére intention : substitutifs de la nicotine

Ces traitements visent a fournir au fumeur la concentration en nicotine nécessaire pour soulager les
symptomes liés au sevrage tabagique tout en maintenant I’arrét de consommation du tabac. Ils existent
sous différentes formes galéniques : dispositifs transdermiques (patchs de nicotine), gommes a
macher, comprimés a sucer, comprimés sublinguaux, pastilles, inhalateurs ou sprays buccaux. Ces
derniers peuvent prévenir certains symptomes du sevrage tels que I’irritabilité ou les troubles du
sommeil. La pharmacocinétique de ces produits est trés différente en fonction de leur galénique

(Figure 12).
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Figure 12 : Comparaison dans le temps des concentrations (log10) plasmatiques artérielles aprés consommation d’une cigarette
(courbe orange) et des concentrations veineuses aprés application d’un patch de nicotine (courbe bleue), administration d’'une gomme
nicotine (courbe verte) ou consommation d’une cigarette (courbe rouge) (Le Houezec, 2003b)

En conséquence, les concentrations en nicotine de ces dispositifs varient mais doivent étre adaptées
aux besoins du fumeur pour éviter un sous- ou un surdosage pouvant étre, respectivement, a I’origine
d’un syndrome de manque ou d’une intoxication (“Les médicaments du sevrage tabagique,” 2024).

o Les traitements pharmacologiques de deuxieme intention

Lorsque les substituts nicotiniques ne sont pas suffisants pour atteindre un sevrage tabagique complet,
d’autres médicaments peuvent étre administrés, en deuxieéme intention ou en association, pour
¢chapper a I’apparition d’un syndrome de manque. Les deux principaux médicaments prescrits dans
ce cadre du sevrage tabagique sont la varénicline (CHAMPIX®) et le bupropion (ZYBAN®). La

varénicline, longtemps non disponible sur le marché en raison d’une contamination au nitroso-
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varénicline, agit comme un agoniste partiel du nAChRs 042 et agoniste entier du a7 nAChRs (Cahill
et al., 2016; Mihalak et al., 2006). Le bupropion, lui, intervient sur les neurotransmetteurs clés du
circuit de dépendance en inhibant la recapture de la noradrénaline et de dopamine (“Bupropion,”
2024).

Ces traitements doivent €tre prescrits par un professionnel de santé et ne doivent étre administrés
qu’en cas d’échec des traitements de premicre intention en raison de leurs nombreux effets
secondaires.

o L’accompagnement psychologique et motivationnel

De nombreux articles (Mottillo et al., 2009) ont montré qu’un accompagnement psychologique
augmente le pourcentage de réussite de 1’arrét du tabagisme. C’est pourquoi, il est vivement conseillé
aux fumeurs d’associer un accompagnement psychologique a la prise de substituts nicotiniques,
comme par exemple, des thérapies comportementales et cognitives ou les entretiens motivationnels.
En effet, ces derniers renforcent les autres solutions mises a disposition du fumeur pour lutter
efficacement contre la dépendance au tabac. Depuis quelques années, un autre type de thérapie semble
se démocratiser : I’hypnothérapie. Cette derniere se base sur un état de conscience modifi¢ rendant le
patient plus enclin a certaines suggestions qui lui sont faites, dont I’arrét du tabac. Ce type de thérapie,
seule ou en association avec d’autres traitements psychologiques, semble montrer une certaine
efficacité, mais davantage d’études sur le sujet semblent nécessaires (Barnes et al., 2019; Ekanayake
and Elkins, 2025).

En raison des forts taux de rechute, ces différentes solutions proposées seules aux fumeurs souhaitant
arréter semblent insuffisantes a un arrét complet du tabac sur le long terme. C’est la raison pour

laquelle de nouveaux produits ont vu le jour sur le marché des produits connexes du tabac.

I.3. Les ENDS : aide au sevrage tabagique ou une nouvelle problématique
de santé publique ?

Depuis les années 2010, de nouveaux produits délivrant de la nicotine sont arrivés sur le marché. On
les appelle ENDS (Electronic Nicotine Delivery Systems). Ces produits connexes du tabac regroupent

44



notamment les e-cigarettes, e-pipes, e-cigares, vapoteuses, vaporisateurs stylo, puffs.... Le point
commun de ces dispositifs est qu’ils renferment tous un e-liquide contenant, classiquement, un
mélange de nicotine, glycérine végétale (VG), propyleéne glycol (PG) et ardmes. Le principe des
ENDS consiste a chauffer cet e-liquide grace a une résistance, alimentée par une batterie, afin
d’aérosoliser 1I’e-liquide qui sera ainsi inhalé (FDA, 2025).

L’arrivée de I’e-cigarette sur le marché a été initialement justifiée et mise en avant comme un outil
efficace de sevrage tabagique sur le long terme. En effet, les cigarettes électroniques visaient,
initialement, des fumeurs souhaitant arréter durablement le tabac. Cependant, les autorités de santé
restent beaucoup plus prudentes quant a leur réelle efficacité et sécurité pour le consommateur.
L’OMS déclarait en 2023 que les ENDS peuvent représenter un danger pour la santé¢ de leurs
utilisateurs, mais également qu’ils constituent une source supplémentaire d’addiction a la nicotine,
notamment aupres des plus jeunes et des mineurs par un effet passerelle. Et pour cause en 2023, a
I’échelle mondiale, pres de 55 % des pays n’avaient a ce jour pas interdit la vente d’ENDS et d’e-
liquides aux mineurs (World Health Organization, 2023d). L’autre difficult¢ majeure liée a ces
dispositifs est qu’il n’existe pas de normes mondiales et de standardisation de ces ENDS. Les
différents états peinent donc a contrdler la diversité des produits disponibles sur le marché, d’ou la
nécessité selon I’OMS d’établir des mesures réglementaires strictes sur ces nouveaux produits (World
Health Organization, 2023d).

Pour la suite de ce manuscrit, seules les cigarettes électroniques seront décrites.

1.3.1. Historique

Dans les années soixante, les prémices de 1’ere « cigarette électronique » s’amorce. En effet, en 1965,
un ingénieur américain, Herbert A. Gilbert, dépose un brevet pour un modele de cigarette sans tabac
ni fumée dont le fonctionnement est basé sur le chauffage d’un air humide et aromatisé (Gilbert, 1965;
Health, 2016). Ce brevet n’a cependant pas abouti a la commercialisation d’un mode¢le.

Une quarantaine d’années plus tard, en 2003, un pharmacien et ingénieur chinois nommé Hon Lik
invente un modele de cigarette a atomisation électronique et dépose un brevet (Hon, 2004). Le
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dispositif a vu le jour peu apres sous le nom « Ruyan » et a ét¢ commercialisé en Chine. Dans les
années 2010, la cigarette électronique est définitivement introduite a I’échelle internationale et plus
largement démocratisée aux Etats-Unis et en Europe. En France, le marché de la cigarette
¢lectronique a atteint une croissance trés importante, pour représenter, en 2023, preés d’1,5 milliard

d’euros.

[.3.2. Utilisation et statut légal de la cigarette électronique

En 2022, la cigarette ¢électronique a été expérimentée par plus de 40 % des adultes (18-75 ans) en
France et par pres de 60 % des jeunes de 17 ans (Observatoire francais des drogues et des tendances
addictives (OFDT), 2025). Ces statistiques démontrent bien la démocratisation de ce type de
dispositifs en France, notamment aupres des plus jeunes. En usage quotidien, la prévalence du
vapotage a atteint 5,5 % en 2022 chez les adultes et 6,2 % chez les jeunes de 17 ans (Figure 13)
(Observatoire francais des drogues et des tendances addictives (OFDT), 2025; Pasquereau et al.,

2023).
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Figure 13 : Prévalence du vapotage actuel et du vapotage quotidien parmi les 18-75 ans en France métropolitaine entre 2014 et 2022.
Le vapotage actuel regroupe les utilisateurs occasionnels et quotidiens. (Pasquereau et al., 2023)
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Les utilisateurs d’e-cigarettes peuvent étre scindés en deux grandes catégories : ceux ayant entamé
une démarche de sevrage tabagique en utilisant les ENDS comme outil de sevrage et ceux attirés par
ce type de dispositifs pour un aspect récréatif et « tendance », notamment par le biais des nombreux
ardmes et modeles disponibles.

Dans les deux cas, les cigarettes ¢lectroniques ont émergé sur le marché sans réel statut 1égal et sans
normes compte tenu de leur nouveauté et de leur rapide de diffusion.

Dans I’Union Européenne (UE), le statut réglementaire de la cigarette électronique et son cadre 1égal
ont été établis et harmonisés dans 1’article 20 de la Directive 2014/40/UE du Parlement Européen et
du Conseil du 3 avril 2014. Cette Directive est relative a la « fabrication, présentation et vente des
produits du tabac et produits connexes » et remplace la précédente Directive 2001/37/CE datant de
2001, soit, peu avant I’arrivée des cigarettes électroniques sur le marché (Parlement Européen et
Conseil, 2014).

L’article 20 se focalise sur les cigarettes €lectroniques et les flacons de recharge contenant les e-
liquides. Ces derniers sont soumis a différents types de restrictions dont certaines sont énoncées ci-
apres. Elles concernent, entre autres, la composition et sécurité des dispositifs. En effet, la directive
exige une concentration maximale en nicotine, dans les e-liquides, de 20 mg/mL ainsi que I’absence
de certains types d’additifs. Un volume maximal de 10 mL pour les flacons et 2 mL pour les réservoirs
des cigarettes électroniques est également exigé. Les autorités de santé doivent recevoir une
notification 6 mois avant la mise sur le marché d’un produit, détaillant entre autres la composition du
e-liquide, les données toxicologiques de ces ingrédients (toxicités aigiies et chroniques, seuils
d’exposition, liste des produits de dégradation...), émissions du produit fini aprés chauffage et les
données de concentration et d’inhalation de nicotine dans des conditions de consommation classiques.
Il existe également des restrictions sur la publicité et I’étiquetage. En effet, la publicité des cigarettes
¢lectroniques est tres restreinte et se limite a de la publicité dans les points de ventes physiques sous
certaines conditions. Par exemple, il est interdit aux industriels d’utiliser un marketing ciblant

spécifiquement les jeunes ou les non-fumeurs pour les attirer vers la consommation de tels produits.
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L’¢étiquetage, lui, est soumis a une obligation d’afficher sur le produit un avertissement sur la nicotine
et la forte dépendance qui lui est associée ainsi que la mention des ingrédients du liquide de vapotage
et leur proportion (Parlement Européen et Conseil, 2014).

La directive exige également aux états membres de I’UE d’assurer une veille sanitaire a propos des
cigarettes ¢€lectroniques et d’évaluer le risque de ces produits comme une porte d’entrée vers le
tabagisme. La liste des restrictions n’est pas exhaustive, mais elle traduit bien la volonté de I’UE de
controler davantage I’utilisation de ce type de dispositifs.

En France, certains lieux sont soumis a une interdiction de vapoter en plus de I’interdiction de fumer
déja mise en application depuis 2007 dans les lieux publics fermés dont les établissements scolaires
et entreprises. A ’heure actuelle, il est interdit d’utiliser une cigarette ¢électronique, en autres, dans
les établissements scolaires et structures d’accueil de mineurs, lieux collectifs de travail sans accueil
du public (“Interdiction de vapoter (cigarette électronique),” 2025). Tres récemment, la France a
adopté une loi (Loi n°2025-175 du 24 février 2025) visant a interdire les dispositifs électroniques de
vapotage a usage unique appelés « Puffs » (Lombard and Neuder, 2025).

A D’échelle mondiale, le statut 1égal et réglementaire de la cigarette électronique varie selon le pays
considéré. Certains ont une politique plus stricte vis-a-vis de ces dispositifs de vapotage. En effet, des
états comme le Mexique, la Thailande ou I’ Argentine ont strictement interdit la vente d’e-cigarettes

(Kennedy et al., 2017; World Health Organization, 2023b).

1.3.3. Composés clés d’une cigarette électronique
Une cigarette électronique peut étre décomposée en 3 grands éléments : une batterie, une résistance

et un réservoir contenant 1’e-liquide (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique d'une cigarette électronique et de la composition d'un e-liquide (créée sur Biorender.com)

Le type de résistance peut varier selon les choix du consommateur. Il en existe différents types variant
selon leur structure : maille plate (résistance « Mesh ») ou fil résistif enroulé (résistance « Coil »). La
résistance permet un chauffage plus ou moins homogene de la méche (coton ou silice) imbibée d’e-
liquide puis 1’aérosolisation de ce dernier.

Le chauffage de ces résistances et leur contact étroit avec 1’e-liquide expose I’utilisateur a différents
types de métaux si la qualité¢ de la résistance n’est satisfaisante ou si elle n’est pas changée
régulierement par I'utilisateur. En effet, parmi un nombre important d’e-cigarettes et résistances
présentes sur le marché, prés d’une dizaine de métaux différents ont pu étre fréquemment identifiés
dans I’aérosol : nickel, chrome, cuivre, étain, aluminium, silicium, zinc. D’autres métaux ont
également pu étre retrouvés, mais, en moindre mesure dans certains dispositifs comme le fer, le plomb
ou le titanium (Williams et al., 2019). En effet, ce sont principalement le nickel, I’argent et le zinc
qui sont retrouvés dans les émissions d’e-cigarette et ces métaux lourds proviennent tres
probablement des ¢léments métalliques de la résistance (Saffari et al., 2014; Williams et al., 2019).
Ces métaux peuvent jouer un role non négligeable dans la toxicité pulmonaire et systémique de ces

dispositifs.
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1.3.4. Les différents types de cigarettes électroniques

Les cigarettes électroniques se sont déclinées en 4 générations :

o Premiére génération : Cigalike

La premicre génération d’e-cigarette, appelée « Cigalike », a la particularit¢ de ressembler tres
fortement a une cigarette classique (Figure 15). Elles s’adressaient aux fumeurs souhaitant arréter le
tabac tout en gardant une expérience la plus similaire possible au tabagisme classique. Elles sont
majoritairement jetables, méme s’il existe certains modeles rechargeables. Il s’agit d’un systeme
fermé. En effet, 1'utilisateur utilise un dispositif dont la cartouche/réservoir d’e-liquide est déja
prérempli(e) et scellé(e) par le fabriquant. En outre, les parameétres de voltage et puissance sont fixés
sur ce type d’appareil, I'utilisateur ne peut donc pas les faire varier selon ses préférences.

o Deuxiéme génération : Vape pen

La seconde génération d’e-cigarette regroupe les dispositifs dont la forme se rapproche d’un stylo,
elles sont classiquement dénommées « Vape Pen ». Leur apparence est modifiée par rapport a la
premiere génération puisqu’elles adoptent une forme plus imposante et introduisent les
« clearomiseurs » (Figure 15). Ces réservoirs, souvent transparents, stockent 1’e-liquide choisi par
I’utilisateur. Il s’agit d’un systéme ouvert dans la majorité des cas, mais il existe des modeles dont les
réservoirs sont préremplis et scellés par les industriels. Ces dispositifs permettent une plus grande
capacité de puissance et une plus grande capacité de volume d’e-liquide. Cette génération introduit
davantage de diversité dans les e-liquides, notamment en termes d’aromes. Les e-cigarettes de
deuxiéme génération permettent aux utilisateurs de faire varier certains parametres comme le voltage
appliqué par la résistance. Ces systémes sont considérés comme plus efficaces pour délivrer la
nicotine que la premiere génération, mais leur efficacité en termes de puissance reste cependant assez

faible (Riither et al., 2018).
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o Troisieme génération : Tank

Les cigarettes ¢électroniques de 3¢ génération sont des dispositifs surnommeés « Tank » en raison de
leur taille imposante (Figure 15). Ils sont dotés d’une batterie plus performante permettant une
modulation des différents paramétres plus importante, dont la puissance et le voltage. Le systéme est
¢galement ouvert et il permet a 1’utilisateur d’utiliser 1’e-liquide et le clearomiseur de son choix
(contenant la résistance). Par sa puissance plus importante, 1’e-cigarette de 3° génération délivre une
quantité de nicotine plus proche des concentrations de nicotine retrouvées lors de I’inhalation de
fumée de cigarette classique. Avec cette génération de e-cigarette, le consommateur a une délivrance
de nicotine beaucoup plus adaptable a ses besoins qu’avec toutes les précédentes générations. Le
risque majeur ici est 1’apparition d’une addiction a la nicotine plus précoce (Hajek et al., 2017).

o Quatriéme génération : Pod

La quatrieme génération de cigarette €lectronique regroupe les dispositifs de type « pod ». Ces
derniers sont des systemes discrets, peu encombrants et régulicrement assimilés a la forme d’une clé
USB (Figure 15). Par leur gabarit et leur style épuré, ils attirent particulierement les jeunes. Ces
systemes sont des systémes ouverts ou fermés selon les modeles. Les utilisateurs peuvent donc opter
pour des « pods » préremplis ou a remplir soi-méme. La particularité de ces e-cigarettes est qu’elles
ont démocratisé I’utilisation de sels de nicotine a la place de la nicotine dite « free-base ». Les sels de
nicotine correspondent a une forme protonée de la nicotine. Cette forme peut étre obtenue par ajout
d’acides organiques dans une solution de nicotine « free-base ». Il existe une dizaine d’acides
organiques utilisés pour former des sels de nicotine : ’acide benzoique, glycolique, lactique,
1évulinique, pyruvique, fumarique, succinique, salicylique, tartrique, citrique et malique (Harvanko
et al., 2020; Talhout and Leventhal, 2024; Tran et al., 2024). Ces sels de nicotine sont appréciés du
grand public car ils paraissent moins irritants et plus doux pour les voies aériennes que la nicotine
« free-base » (Christen et al., 2024; Talhout and Leventhal, 2024). Cependant, ils permettent une
meilleure absorption de la nicotine au niveau pulmonaire et donc un pic de concentration plasmatique

artérielle puis veineuse plus €levée qu’avec de la nicotine free-base (Gholap et al., 2020; Talhout and
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Leventhal, 2024; Wall et al., 2022). Il semble indispensable de rester prudents face a 1’attractivité de
ce type de dispositifs vis-a-vis des plus jeunes, d’autant plus si ces « pods » exposent 'utilisateur a

des pics de concentration plus importants de nicotine et donc a un risque de dépendance augmenté.

Deuxiéme Troisiéme Quatriéme
génération génération génération
"Cigalike" "Vape Pen" "Tank" "Pod"

.

Jetables Rechargeables Rechargeables
Systéme ferme Premiére introduction aux arémes Meilleure modulation des S téﬁ::t?::‘zjsfermé
Pas de modulation des Systéme ouvert ou fermé parametres ¥E P s
parameétres Maodulation des paramétres Systéme ouvert

Figure 15: Représentation schématique des 4 différentes générations d'e-cigarettes (créée sur Biorender.com)

1.3.5. Composition des e-liquides

On retrouve dans les e-liquides 4 principaux éléments : le propylene glycol (PG), la glycérine végétale
(VQ), la nicotine et des ardmes.

Le PG et la VG servent de véhicule a la nicotine et aux ardmes et permettent d’aérosoliser le mélange
a des températures variant de 150°C a 300°C selon les préférences du consommateur et les capacités
de puissance du dispositif utilisé.

o Le propylene glycol

Le propyléne glycol ou propane-1,2-diol (numéro CAS 57-55-6) est un liquide incolore doté d’une
certaine viscosité. Il est miscible a I’eau et est notamment utilisé pour ses propriétés hygroscopiques.
En effet, le PG peut étre utilisé pour maintenir un certain degré d’humidité dans des produits tels que
des denrées alimentaires, des produits cosmétiques ou des médicaments pour des formulations orales,

injectables ou topiques. Dans le cas de I’industrie agroalimentaire, il peut servir de solvant aux
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colorants et aromes alimentaires (E1520) et servir d’exhausteur de gott, humectant et émulsifiant
(National Center for Biotechnology Information, 2025a).

Le PG est largement utilisé depuis quelques années comme solvant et véhicule pour la nicotine et les
ardmes contenus dans les liquides de cigarette électronique. Il sert d’exhausteur de gott et d’ardmes
et participe a la génération d’un aérosol semblable a la fumée de cigarette (Institut National de
Recherche et de Sécurité, 2020).

Le PG est absorb¢ au niveau du systéme digestif avant d’étre métabolisé, par oxydation dans le foie,
en acide lactique et acide pyruvique (Figure 16). La demi-vie du PG avoisine les 2 heures et il faut

compter environ 10 heures pour qu’il soit totalement ¢liminé du systéme sanguin.
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Figure 16: Représentation du métabolisme du Propyléne Glycol (adaptée de Institut National de Recherche et de Sécurité, 2020 et
créée sur Biorender.com)

o La glycérine végétale

La glycérine, glycérol ou 1,2,3-propanetriol (numéro CAS 56-81-5) est un composé retrouvé dans la
plupart des e-liquides. Elle est hydrosoluble, incolore et particulierement visqueuse. Elle est, au méme

titre que le PG, utilisée comme humectant et exhausteur de gotit dans différents types d’industries.
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Cet additif (E422) peut étre soit d’origine végétale, soit d’origine synthétique (National Center for
Biotechnology Information, 2025b).

Dans le cadre de son utilisation dans les liquides pour cigarettes €lectroniques, la glycérine agit
comme un véhicule pour la nicotine et permet la production d’un aérosol plus dense et plus
volumineux que PG. Plus il y a de VG dans la composition du e-liquide plus les aérosols seront
visibles en générant un « nuage » dense, recherché par certains utilisateurs.

La glycérine végétale est absorbée au niveau de la sphere orale et du systéme digestif et sa demi-vie
avoisine 40 minutes. Elle est métabolisée en glycéraldéhyde 3-phosphate par une glycérol kinase dans
toutes les cellules mais plus particuliérement dans le foie et les reins avant d’étre utilisée comme
substrat dans la formation des triglycérides, dans la glycolyse et dans la fourniture d’énergie par le

cycle de Krebs.

o Lanicotine

Cet alcaloide, responsable de 1’addiction nicotinique, est un constituant majeur des liquides pour
cigarettes électroniques.

La nicotine est véhiculée par le complexe PG/VG lors de I’aérosolisation du mélange. L’inhalation
de nicotine va produire des sensations différentes au consommateur en fonction du ratio PG/VG
choisi, du réglage de sa e-cigarette et de sa manicre de vapoter. En effet, une proportion en PG plus
importante qu’en VG va augmenter le « hit » (irritation) ressenti au niveau de la gorge par ’utilisateur
(Committee on the Review of the Health Effects of Electronic Nicotine Delivery Systems et al.,
2018). Au contraire, quand la proportion de VG est plus importante dans le mélange, la sensation de
« hit » est atténuée et I’inhalation parait plus douce pour le consommateur.

Dans I’UE, la concentration en nicotine est strictement controlée et régulée. En effet, cette
concentration ne doit pas dépasser 20 mg/mL selon article 20 de la Directive 2014/40/UE (Parlement
Européen et Conseil, 2014). Cette réglementation vise a limiter les risques d’intoxication a la nicotine,

notamment par ingestion accidentelle. Une étude menée par les centres antipoison frangais révele que
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les jeunes enfants sont particulierement a risque de s’intoxiquer a la nicotine par le biais des e-
liquides. En effet, entre juillet 2019 et décembre 2020, les enfants de moins de 5 ans représentaient
plus de 50 % des cas d’expositions involontaires aux e-liquides et donc, a la nicotine (Franchitto et
al., 2024).

Dans d’autres pays, il n’existe pas de 1égislation relative a la concentration en nicotine et celle-ci peut
atteindre des valeurs ¢élevées comme 50 mg/mL voire plus dans certains cas.

La nicotine peut étre ajoutée dans les e-liquides sous forme de « free-base » ou sous forme de sels de
nicotine, comme ¢’est majoritairement le cas pour les cigarettes de 4° génération.

o Les aromes

Les ardmes font partie intégrante des liquides pour cigarettes électroniques. En effet, ces derniers
permettent d’attirer un public plus large grace au vaste choix d’arémes disponible sur le marché du
vapotage. Ces additifs sont également décrits comme potentiellement dangereux puisqu’ils peuvent
agir comme voie d’entrée vers la dépendance a la nicotine. Le nombre précis d’ar6mes existants sur
le marché de la cigarette ¢lectronique et de 1’e-liquide est difficile a déterminer. Cependant, plusieurs
¢tudes ont évalué le nombre d’ar6mes disponibles sur le marché a environ 15 000 d’apres I’étude de
plusieurs centaines de sites d’e-commerces (Havermans et al., 2021; Hsu et al., 2018; Kriisemann et
al., 2021; Ma et al., 2022). Le nombre d’ardmes présents sur le marché est d’autant plus difficile a
estimer qu’il existe des combinaisons complexes de saveurs de « base », menant a des mélanges
aromatiques tres variés. Dans le cas des e-liquides, ces ardmes peuvent étre décomposés en plusieurs
grandes familles aromatiques. En effet, Kriisemann et al. ont établi, d’apres la littérature, une
classification des 13 types d’e-liquides et d’ardmes retrouvés sur le marché : desserts, bonbons, autres
sucreries, fruits, boissons alcoolisées, thé/café, autres boissons, menthe/menthol, tabac, fruits a coque,
épices, autres familles d’aromes et e-liquides non aromatisés (Kriisemann et al., 2018).

Les aromes retrouvés dans les e-liquides sont majoritairement des ardmes utilisés dans I’industrie
agroalimentaire. Ces derniers sont, d’un point de vue toxicologique, autorisés par les agences de santé

dont la FDA (Food and Drug Administration) et sont « généralement reconnus comme sirs » (de
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I’anglais « Generally Recognized As Safe » : GRAS). Cependant, cette classification « GRAS » fait
suite a des analyses toxicologiques de ces composés par ingestion est non par inhalation (Buettner-
Schmidt et al., 2024; Effah et al., 2022).
Plusieurs groupes chimiques sont régulierement utilisés comme composés aromatiques dans les
liquides pour cigarettes ¢lectroniques. La liste ci-dessous les regroupe de maniére non exhaustive par
famille chimique (Committee on the Review of the Health Effects of Electronic Nicotine Delivery
Systems et al., 2018; Effah et al., 2022; Page and Goniewicz, 2021) :

- Alcools : menthol, linalol, cis-3-hexenol

- Aldéhydes : benzaldéhyde, vanilline, cinnamaldéhyde

- Acides : acide butyrique, acide malique

- Esters : acétate d’éthyle, éthyle butyrate

- Cétones : éthyl-maltol, frambinone

Chacun des composés aromatisants a une signature aromatique spécifique, certains d’entre eux sont
regroupés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Exemples de composés chimiques aromatisants identifiés dans des e-liquides (Tierney et al., 2016)

Composé aromatisant N° CAS F?m.lue Goiit associé
chimique
Acétal de benzaldéhyde 2568-25-8 Acétal Amande / Doux
propyléne glycol
trans-2-Hexéne-1-ol 928-95-0 Alcool Herbacé / Vert
Cis-3-Hexenol 928-96-1 Alcool Herbacé / Feuille verte
Néomenthol 4919-01-0 Alcool Menthe
Alcool benzylique 100-51-6 Alcool Fleuri / Balsamique
Eugénol 97-53-0 Alcool Clou de girofle / Epicé
Menthol 2216-51-5 Alcool Menthe
Maltol 118-71-8 Alcool Sucré / Bonbon
Ethyl-maltol 4940-11-8 Alcool Caramel / Sucré
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Vanilline 121-33-5 Aldéhyde Vanille

Pipéronal 120-57-0 Aldéhyde Vanille / Floral
Benzaldéhyde 100-52-7 Aldéhyde Amande ameére / Cerise
Cinnamaldéhyde 104-55-2 Aldéhyde Cannelle
Ethyl-vanilline 121-32-4 Aldéhyde Vanille
Anthranilate de méthyle 134-20-3 Ester Raisin / Baies
Acétate d'hexyle 142-92-7 Ester Poire / Fruité
Hexanoate d'éthyle 6378-65-0 Ester Ananas / Fraise
Ethyle butyrate 105-54-4 Ester Ananas / Fruité
Acétate d’éthyle 141-78-6 Ester L (aganas,
framboise)
Acétate de benzyle 140-11-4 Ester Jasmin / Fruité
Acétate de 2-méthylbutyle 624-41-9 Ester Banane / Fruité
Isovalerate d’éthyle 108-64-5 Ester Pomme / Fruité
Ester A
v-Undecalactone 104-67-6 . Péche
cyclique
Menthone 14073-97-3 Cétone Menthe
Carvone 6485-40-1 Cétone Menthe verte
Limoneéne 138-86-3 Monoterpéne Agrume (orange, citron)
Acétoine 513-86-0 Cétone Beurre
hydroxylée
Diacétyle 431-03-8 Cétone Beurre / fromage
2,3,5,6-Tétraméthylpyrazine 1124-11-4 Pyrazine Noisette / Grillé

Ces différents aromes, naturels ou synthétiques, peuvent étre a I’origine de toxicités par inhalation en

raison de 1’étape tres réactive d’aérosolisation.
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o Autres éléments

D’autres composés peuvent €tre ajoutés aux mélanges complexes que sont les e-liquides. En effet,
par souci d’une meilleure solubilité de certains composés aromatiques, de I’éthanol ou de I’eau
peuvent étre ajoutés au mélange (Poklis et al., 2017; Soulet et al., 2019).

Un autre type de solvant peut étre retrouvé dans la composition de certains e-liquides : 1’éthyléne
glycol (Hahn et al., 2014). Le profil toxicologique de ce dernier est plus néfaste que les autres
humectants comme le PG et la VG. En effet, il est classé comme irritant des voies respiratoires par
inhalation et comme composé toxique par ingestion pour I’Homme (Institut National de Recherche

et de Sécurité, 2023; National Center for Biotechnology Information, 2025c).

1.3.6. L’e-liquide : un mélange complexe et toxique ?

Avec I’émergence de nouveaux produits comme les ENDS et les nombreux e-liquides mis a
disposition des consommateurs, il parait nécessaire d’étudier les effets potentiellement néfastes de
ces produits sur la santé de 1’utilisateur. Méme si plusieurs composants toxiques semblent présents
dans les aérosols a des concentrations bien inférieures que dans la fumée de cigarette, ces éléments
ne sont pas a négliger et doivent étre étudi€s d un point de vue toxicologique (Azzopardi et al., 2016).
En effet, il existe dans les produits d’aérosolisation d’une e-cigarette des composés dont le profil
toxicologique est connu et considéré comme néfaste. Parmi ces éléments, les composés carbonylés
comme le formaldéhyde, 1’acétaldéhyde ou encore 1’acroléine peuvent étre cités (Kulhanek and
Baptistova, 2020; Lai and Qiu, 2020). Ces produits d’aérosolisation sont issus de I’oxydation des
véhicules PG et VG retrouvés dans la grande majorité des liquides pour cigarettes €lectroniques. Ils
sont, par ailleurs, classifiés comme carcinogénes ou potentiels carcinogenes et sont issus du processus
de chauffage du e-liquide, lui-méme dépendant des parametres choisis par le consommateur sur sa e-
cigarette (puissance, voltage, température, etc).

Les aromes utilisés dans les e-liquides sont des composés considérés comme « slirs » en cas
d’ingestion, mais trés peu de données permettent de confirmer leur innocuité dans le cas d’une

consommation par inhalation. En effet, il est supposé€ que ces aromes puissent, a 1’instar du véhicule
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PG/VG, libérer des produits de dégradation par 1’action de la chaleur émise par la résistance. Cette
hypothese est appuyée par le fait les ardmes font souvent partie de familles chimiques sensibles aux
réactions d’oxydo-réduction (Lai and Qiu, 2020; Sachdeva et al., 2023). Certains composés
aromatiques peuvent interférer avec le véhicule et former des composés toxiques comme de 1’acétal
(Jabba et al., 2020). Par exemple, la vanilline, le benzaldéhyde ou le cinnamaldéhyde peuvent réagir
avec du PG sous la forme d’une réaction d’acétalisation dont la résultante aboutit a la formation
respectivement, de Vanilline PG Acétal, Benzaldéhyde PG Acétal et Cinnamaldéhyde PG Acétal
(Erythropel et al., 2018). Outre les produits issus de réactions chimiques entre les aromes et les
véhicules, les composés aromatiques seuls peuvent étre a I’origine de réponses cellulaires spécifiques.
En effet, des agents aromatisants largement répandus dans la composition d’e-liquides peuvent,
notamment, jouer un role pharmacologique. Le menthol, a 1’origine de la sensation de froid et de
fraicheur, est un agoniste des récepteurs TRPMS8 exprimés dans les voies respiratoires (Figure 17)
(Effah et al., 2022; Sabnis et al., 2008). Les récepteurs de la famille TRPM sont des canaux calciques
non spécifiques et sont sensibles a la température, I’osmolalité et/ou a la pression. La vanilline et le
cinnamaldéhyde sont des agonistes, respectivement, des récepteurs TRPV1 et TRPA1 (Figure 17)
(Dietrich et al., 2017). La stimulation, fréquente et répétée, de ces récepteurs par les constituants des
e-liquides peut altérer les réponses physiologiques découlant de leur activation en région pulmonaire

d’autant qu’ils sont présents a la surface des cellules immunitaires (Yan et al., 2024).
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Figure 17: Représentation schématisée de la localisation des récepteurs TRPA1, TRPMS8 et TRPV1 dans la région supérieure des voies
aériennes (Dietrich et al., 2017)

1.3.6.a. Caractérisation chimique des aérosols et des e-liquides aromatisés

Différentes stratégies peuvent étre adoptées pour investiguer la composition des e-liquides et des
aérosols produits par les cigarettes €lectroniques. En effet, les e-liquides sont connus comme étant
des mélanges complexes de composés chimiques. Le véhicule composé de PG et de VG représente,
en proportion, la majorité des constituants des e-liquides. La fraction restante est composée de
nicotine, de nombreux composés aromatiques et d’additifs.

Dans le cadre de mon projet de thése, nous nous sommes intéressés essentiellement, aux aromes et a
leurs potentiels produits de dégradation. Ces derniers sont majoritairement des cétones et des
aldéhydes qui appartiennent a la famille des composés carbonylés. Lors de la dégradation thermique
du véhicule PG/VG, un certain nombre de composés carbonylés peuvent étre identifiés comme le
formaldéhyde, I’acroléine ou encore 1’acétaldéhyde. Les agents aromatisants, eux, subissent
également une dégradation thermique pouvant provoquer la formation d’autres dérivés carbonylés,
nombreux et variés. En effet, les composés aromatiques étant majoritairement pourvus de groupement
alcools, ils peuvent subir des réactions d’oxydation et se transformer en composés carbonylés. Ces

transformations peuvent étre amplifiées selon les parameétres choisis par I’utilisateur comme, par
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exemple, la tension appliquée a la résistance (Ogunwale et al., 2017). Des composés organiques
volatils, des composés phénoliques et des hydrocarbures aromatiques polycycliques ont également
¢té mis en évidence dans les aérosols de cigarette ¢lectronique (Cheng, 2014).

Tous ces composés peuvent étre identifiés, voire, quantifiés par différentes méthodes dont les
principales sont basées sur la chromatographie couplée a de la spectrométrie de masse (Figure 18).
Cette technique d’analyse et d’identification se base sur une séparation des composés d’un mélange
complexe grace a une phase stationnaire et une phase mobile et les interactions chimiques des
composés avec ces 2 phases. Selon ’affinité des molécules pour les phases stationnaire et mobile, un
temps de rétention spécifique a chaque composé sera obtenu et la molécule sera détectée en sortie de
colonne par un spectromeétre de masse. Apres une phase d’ionisation des molécules par une source,
un analyseur sépare les molécules chargées selon leur rapport masse sur charge (m/z), un détecteur
compte et amplifie le signal, avant qu’il ne soit traité et retranscrit sur un spectre de masse et un
chromatogramme par un systéme informatique. La chromatographie en phase gazeuse (GC) et la
chromatographie en phase liquide (LC) couplées a la spectrométrie de masse (MS) peuvent toutes les
deux étre appliquées a I’étude des molécules présentes dans les aérosols et les e-liquides de cigarettes
¢lectroniques (Kavvalakis et al., 2015; Shah et al., 2021). Dans la littérature, I’équipe de Golpe et al.
a caractérisé la composition en ¢éléments volatils et semi-volatils de différents e-liquides par une
technique de GC-MS. Ces derniers ont pu mettre en évidence la présence de plus de 250 composés
chimiques distincts (Golpe et al., 2023). D’autres études se sont concentrées sur les aromes présents
dans les e-liquides afin de les catégoriser et d’évaluer leur concentration (Behar et al., 2018;
Kriisemann et al., 2020; Omaiye et al., 2022). En revanche, ce type d’analyse ne retranscrit pas a
100 % la composition des aérosols car un certain nombre de composés thermoformés suite au
chauffage de la résistance peut apparaitre a 1’inhalation (Omaiye et al., 2019). Afin d’analyser ces
composés thermoformés, il faut mettre en ceuvre un piégeage préanalytique efficace sur des colonnes
de type Tenax®. Ainsi, prés de 150 composés organiques volatils ont été identifiés via une analyse

non ciblée d’un puff d’aérosol a 1’aide d’une méthode de GC-MS couplée a la thermo-désorption
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(Herrington and Myers, 2015). La thermo-désorption posséde 1’avantage de simplifier la préparation
de I’échantillon puisqu’elle permet d’extraire thermiquement les composés volatils ou semi-volatils,
directement d’un échantillon, ou aprés que les composés volatils aient été adsorbés sur une cartouche
de type Tenax®. Les molécules thermo-désorbées sont concentrées par cryogénie, avant d’étre éluées
par un gaz vecteur vers une colonne chromatographique de GC.

Outre les méthodes par GC/MS, plusieurs études utilisant la LC ont permis de mettre en avant des
résultats similaires (Cheng, 2014; Kavvalakis et al., 2015; Tehrani et al., 2021). Pour 1’analyse des
acrosols par LC, une étape pré-analytique de condensation des aérosols est nécessaire, avant

d’analyser les molécules en solution comme pour les e-liquides.

Propylene glycol

Gas chromatography Glycerol
Aerosol Ge-Ms Nivoting
Degradation GC-FID Flavourings
compounds GC-TCD THC, CBD
Heavy metals GC-1SD Cooliné agents
GC-ECD
Metals
l Aerosol generation GC-MS/MS Dilution
with vaping machines PO Extraction
= Derivatization Liquid c':";ol_?j\:Ography Derivatization
- Dilution 2 Acid digestion
= N HPLC-DAD

HPLC-MS/MS
LC-MS/MS

—
. UPLC-MS
Elemental
E determination
ICP-MS
(o) ICP-OES
> Nuclear magnetic

e resonance spectroscopy L.
Electronic cigarette E-liquids

Figure 18: Représentation schématisée des différentes techniques utilisées dans I'analyse des e-liquides et aérosols d'e-cigarettes
(Rantasa et al., 2025)

Les ardmes ne sont pas les seules cibles de ce type d’analyse et de screening. En effet, la nicotine ou
les membres de la famille des cannabinoides peuvent également étre identifiés et quantifiés par ces
techniques chromatographiques. Dans le cas des métaux lourds libérés dans les aérosols, c’est
principalement la méthode de spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) qui est
utilisée. Cette technique analytique est favorisée lors de I’étude des métaux lourds présents sous forme
de traces. Sa haute sensibilit¢ permet de détecter des concentrations treés faibles d’éléments
inorganiques pouvant aller jusqu'a une partie par billiard. Certains métaux lourds ont été identifiés
dans les aérosols a la suite de la dégradation thermique de la résistance. Pour permettre 1’analyse,

I’échantillon est tout d’abord inject¢ dans une chambre de nébulisation grice a une pompe
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péristaltique. La chambre de nébulisation va produire et sélectionner de fines gouttelettes
d’échantillon qui sont ensuite ionisées par une torche a plasma d’argon. La torche a plasma par
induction est constituée d’une bobine électromagnétique qui ionise un gaz en le chauffant a trés haute
température pour obtenir un gaz ionis¢ appelé plasma. Lorsque 1’échantillon nébulisé passe dans ce
plasma, il s’évapore et les molécules organiques se désagrégent. C’est alors que les atomes
métalliques constitutifs de 1’échantillon s’ionisent avant d’étre focalisés et analysés par spectrométrie
de masse en fonction de leur m/z. Enfin, les ¢léments atteignent un détecteur d’ions qui induit un

signal ¢€lectrique qui peut étre ensuite transformé en concentration.

1.3.6.b. Effets des e-liquides et aérosols sur les voies respiratoires et autres systémes biologiques :
études in vivo et in vitro

L’altération de plusieurs voies physiopathologiques peut découler de I’utilisation des cigarettes
¢lectroniques contenant des e-liquides aromatisé€s, méme en I’absence de nicotine. Dans le paragraphe
et le tableau qui suivent, un résumé des modeles in vivo ou in vitro retrouvés dans la littérature depuis
une dizaine d’années pour 1’étude des effets potentiellement toxiques d’e-liquides aromatisés est
présente.

o Modéles in vivo

Afin d’investiguer les effets des aérosols d’e-cigarette et des e-liquides sur le systéeme pulmonaire et
au niveau systémique, plusieurs études ont ét€ menées sur des modeles animaux variés. Ces derniers
sont majoritairement des modeles murins (souris et rats). Il existe ¢également des modeles ovins
(brebis) qui paraissent pertinents pour faciliter certains types d’expérimentations/prélévements et qui
se rapprochent davantage de I’anatomie humaine (taille et structure des voies aériennes).

Dans le cadre de ce travail de recherche bibliographique, la toxicité de la nicotine ne sera pas abordée
dans la mesure ou mon projet de these a ét€ mené sur des e-liquides aromatisés et sans nicotine.

Les différentes études ayant mené des expérimentations in vivo sur la toxicité des vehicules PG et

VG, ainsi que des aromes sont regroupées et succinctement décrites dans le tableau 2.
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Parmi les différents mécanismes physiopathologiques induits par 1’exposition des modéles animaux
aux e-cigarettes, I’inflammation est largement décrite dans la littérature. En effet, dans divers mod¢les
murins, apres une exposition chronique aux véhicules PG et VG et a certains aromes (tabac et fruits
rouges) par une chambre d’aérosolisation, une inflammation systémique a pu étre décrite (Chen et
al., 2018; Cirillo et al., 2019a; Garcia-Arcos et al., 2016). Cette inflammation s’est notamment
traduite par I’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme les interleukines
6 et 8 (IL-6 et IL-8) et de marqueurs de I’inflammation, principalement d’origine macrophagique
comme les chimiokines CCL3 et CCL4. Glynos et al. ont également décrit une augmentation de la
cellularité et du nombre de macrophages dans les liquides broncho-alvéolaires (LBA), mais seulement
aprés une exposition aigiie des souris (Glynos et al., 2018). Au contraire, certaines études n’ont pas
révélé d’accentuation de processus inflammatoires aprés exposition aux e-liquides par rapport aux
animaux exposés a I’air (Ha et al., 2019; Lechasseur et al., 2017; Madison et al., 2019; Zelikoff et al.,
2018).

Certaines expérimentations menées sur modeles murins ont également mis en évidence une
dérégulation du stress oxydant. En effet, Glynos et al. ont décrit une augmentation des marqueurs du
stress oxydant comme le produit terminal de la péroxydation lipidique, le malondialdéhyde, dans les
LBA et I’homogénat pulmonaire apres une exposition aigiie aux aérosols (véhicules +/- arome tabac)
(Glynos et al.,, 2018). Une augmentation des especes réactives de ’oxygene (ROS), de la
peroxydation des lipides et de la carbonylation des protéines, ainsi que la perturbation de la capacité
antioxydante ont également été décrites aprés une exposition aigiie aux aérosols produits par un e-
liquide aromatisé aux fruits rouges (Cirillo et al., 2019a; Vivarelli et al., 2019). Il existe un équilibre
fragile entre les especes oxydantes sécrétées et le systeme anti-oxydant établi par les cellules via des
enzymes clés de régulation. Hinds et al. ont mis en évidence I’augmentation de 1’expression de la
superoxyde dismutase 2 (SOD2), enzyme mitochondriale clé du systéme anti-oxydant cellulaire,

apres exposition aux véhicules aérosolisés dans un modele de hamster (Hinds et al., 2022). La rupture
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de cet équilibre peut mener a des dérégulations de I’homéostasie cellulaire, de I’inflammation ou a la
mort cellulaire, qui sont étroitement liées au stress oxydant.

Outre les processus inflammatoires et oxydants, les aérosols d’e-liquides semblent altérer
I’organisation structurelle des tissus, principalement pulmonaires, ainsi que leurs fonctions. En effet,
Larcombe et al. ont décrit dans leurs travaux une diminution du volume thoracique, des altérations
mécaniques du tissu pulmonaire, ainsi qu’une hyperréactivité bronchique (Larcombe et al., 2017).
Une augmentation significative de 1’¢lasticité tissulaire et de la résistance des voies aériennes a
¢galement pu €tre mise en €vidence aprés exposition aigiie aux aérosols (Glynos et al., 2018). Les
voies aériennes inférieures, dont les bronchioles et alvéoles, sont soumises a une désorganisation
structurelle et une altération des fonctions ciliaires essentielles a la clairance mucociliaire (Cirillo et
al., 2019a). Des zones d’expansions emphysémateuses des alvéoles ainsi que des épaississements des
septas alvéolaires ont également été mis en évidence chez des rats males exposés aux aérosols de
PG/VG seuls (Yanina et al., 2023). De toutes ces altérations peuvent découler des processus
pathologiques préoccupants corrélés a une limitation des échanges gazeux, une inflammation
localisée chronique associée a des fonctions immunitaires amoindries, ainsi qu’une clairance
mucociliaire réduite. Cette dernicre est essentielle au systeme pulmonaire pour éviter 1’accumulation
d’agents pathogénes ou substances nocives et leur passage systémique. Une clairance mucociliaire
altérée peut entrainer une accumulation de mucus et des remodelages pulmonaires. Glynos et al. ont
décrit une augmentation de la sécrétion de la mucine MUCSAC par les cellules caliciformes des
épithéliums pulmonaires (Glynos et al., 2018). L expression de MUCS5AC peut étre augmentée par
les signalisations intracellulaires associées au stress oxydant (Song et al., 2005). Une surproduction
de mucus peut a plus long terme entrainer une obstruction des voies aériennes, comme cela est décrit
dans la BPCO.

D’autres tissus peuvent voir leurs structures et fonctions dégradées par I’exposition aux composants
des e-liquides. En effet, Vivarelli et al. ont focalisé leurs études sur les fonctions gonadiques de rats

males adultes apres une exposition chronique a des aérosols d’e-liquides aromatisés aux fruits rouges.
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Ces derniers ont décrit une augmentation des altérations tissulaires gonadiques, dont une baisse de la
masse testiculaire et une diminution de I’expression d’enzymes clés dans la production de la
testostérone (Vivarelli et al., 2019). Ces différents processus pourraient étre a 1’origine d’altérations
fonctionnelles des fonctions gonadiques.

Enfin, des études expérimentales se sont basées sur I’utilisation de modeles ovins, plus précisément
de brebis, afin de se rapprocher des structures anatomiques humaines. Kim et al. ont investigué les
effets des aérosols de VG 100 % ou de PG 100 % sur le systéme pulmonaire de brebis femelles (Kim
et al., 2023, 2022). L exposition par intubation nasale des aérosols de VG a induit une augmentation
des médiateurs pro-inflammatoires plasmatiques (IL-6 et IL-8) chez les brebis. Une augmentation de
la présence de mucus, ainsi qu’une augmentation de 1’activité de la métalloprotéase MMP-9 ont
¢galement été mises en évidence apres exposition aux aérosols de PG et VG 100 %. Cette
métalloprotéase est sur-exprimée chez les patients atteints de BPCO et peut induire des remodelages
conséquents des tissus pulmonaires, ainsi qu’une réduction de 1’¢lasticité pulmonaire (Dimic-Janjic
etal., 2023).

Tableau 2 : Etudes in vivo sur modéles murins et ovins ciblant la toxicité des véhicules et arémes présents dans
les e-liquides pour cigarettes électroniques

Modéle Systeme utilisé  Conditions .. Résultats majeurs (par rapport -
q 5 5 q Investigations Référence
animal et parameétres expérimentales au CTL)
Exposition via
une chambre
Souris g (2erSSO;LSt?§r()m Exposition : Inf;;r]r;rtril;tllson, Tendance a I’augmentation du Garcia-
A/J de 12 P 1 heure, 5 fois/j . nombre de cellules immunitaires  Arcos et
semaines - pendant 4 mois pulmonaltes, . (majoritairement des macrophages) al., 2016
E-liquide structures alvéolaires ’
PG/VG (50/50)
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Protocole :
35 mL
d’aérosol/min

Exposition via
une pompe a
seringue reliée

aune e-

Exposition : Masse corporelle,

Souris - cigarette et a 1 heure, 1 fois/j, inflammation,
femelles une chambre . . .
R . 5 j/semaine  fonctions et volumes
BALB/c  d’exposition .
. pendant 7 pulmonaires,
de 4 (corps entier) . e e,
. semaines hyperréactivité
semaines ; .
_ Puis 1 heure, 2 bronchique
E-liquides -
. fois/j, 5
composé de PG . .
j/semaine
ou VG
- pendant 2
(véhicules) .
semaines
Exposition via Protocole - 3
une chambre I
, s .. puffs par
. d’aérosolisation .
Souris Crm——— minute
femelles P Rythme circadien,
BALB/c - Exposition : 2  expression de génes
\ E-liquides . .
de62a8 . heures, 5 de la chronobiologie
semaines . iDOSCS ¢ j/semaine
PG/VG (70/30) endant 8
ouPG100% PN
ou VG 100 % semaines
Protocole : 4
Exposition via puffs de 5
une chambre  secondes toutes
d’aérosolisation les 20 secondes  Masse corporelle,
Souris (corps entier) marqueur de
femelles Exposition : développement des
BALB/c E-liquides 15 min 2 fois/j poumons,
de 7 composes de pendant 6 inflammation,
semaines PG/VG en semaines avant méthylation de
proportion gestation puis I’ADN
50/50 et ardme pendant 6
Tabac semaines post
gestation
Exposition via
une pompe a
seringue reliée a
une e-cigarette Protocole : Cellularité du LBA,
. et a une 8 puffs/min marqueurs du stress
Souris
A chambre oxydant,
males s .. .. . .
d’exposition Exposition : inflammation,
CS57BL/6 . 5 - .
de 8-12 (corps entier) 2 min 4 fois/j fonctions
semaines pendant 3 j ou pulmonaires,
E-liquides 4 semaines hyperréactivité
composés de bronchique
PG/VG (50/50)

avec ou sans
arome Tabac

Augmentation de la masse
corporelle.

Diminution du volume respiratoire
courant (volume d’air contenu dans
les poumons a la fin d’une
expiration normale), altération
mécanique pulmonaire et
augmentation de I’hyperréactivité
bronchique. Diminution du nombre
de cellules sécrétrices de mucus.

Larcombe
etal., 2017

Altération de I’expression de génes
du rythme circadien (dans les
poumons, SNC, foie, reins et
muscles squelettiques) par les
véhicules PG et VG. Absence

d’inflammation

Lechasseur
etal., 2017

Femelles parturientes : Moindre
gain de poids. Augmentation IL-6
et TFN-a. Augmentation de voies
de signalisation de 1’inflammation.

Progéniture :
A 20 j post naissance : masse
corporelle plus élevée (masse
grasse ++), augmentation de
I’expression du facteur de
croissance PDGF lié au
développement des alvéoles
A 13 semaines de vie : diminution

IL-B et tendance a augmentation

IL-6. Augmentation de certaines

voies de signalisation impliquées

dans I’inflammation.

Chen et
al., 2018

Exposition aigiie : Augmentation
de la cellularité et du nombre de

macrophages dans le LBA.
Augmentation des marqueurs du
stress dans le LBA et I’homogénat
pulmonaire. Augmentation de
MUCSAC impliquée dans la
sécrétion de mucus. Augmentation
de I’¢élasticité tissulaire et de la
résistance des voies aériennes
Exposition chronique : pas de
différences significatives

Glynos et
al., 2018
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Protocole :
Puffs de 4
secondes toutes
Exposition via les 30 secondes
une chambre

ffr(:ll::ll.ll(sas d’aérosolisation  Exposition : Inflammation
(corps entier) 3h/j, 5 cérébrale, expression
C57BL/6J . ;
j/semaine de facteurs de
gestantes .o .
ot E-liquides sans pendant 6 croissances
. nicotine semaines (3 cérébraux
allaitantes . .
aromatisés au semaines de
tabac gestation et 3
semaines
d’allaitement)
Exposition :
Exposition via 2 expositions de
une chambre 15 minutes
Souris  d’aérosolisation espacées de 5 Comportement,
femelles  (corps entier) minutes, 2 capacités cognitives,
BALB/c fois/jour méthylation de
E-liquides Pendant 6 I’ADN, enzymes clés
composés de  semaines avant, des processus
PG/VG (50/50) pendant la épigénétiques
avec arome gestation et
Tabac pendant
I’allaitement
Exposition via Protocole -
une chambre 2 puffs de 6
Rats d’aérosolisation p Inflammation,
A . secondes
males (corps entier) . marqueurs oxydants,
espacées de L
Sprague 5 cecondes altérations
Dawley de E-liquides structurelles
7 composés de Exbosition - pulmonaires et
semaines PG/VG (50/50) _p—ll fois/i ' trachéales
avec un arOme J
. pendant 28 j
fruits rouges
Protocole :
1 puff de
.\ . 3 secondes
Exposition via .
toutes les Inflammation,
une chambre . e
. y s . 20 secondes  altérations lipidiques
Souris  d’aérosolisation
. pendant des macrophages
femelles  (corps entier) . - .
6 minutes et alvéolaires, lipides
CS7BL/6J .,
. - 25 secondes associés aux
de 2 mois E-liquides -
, protéines du
GUIITERIG Exposition : surfactant
PG/VG (40/60) ~ —XPOSIOn:

4 fois/j,
5 j/semaine
pendant 4 mois

Chez la progéniture : diminution de

I’expression de facteurs de
croissance cérébraux, diminution
de cytokines pro-inflammatoires
périphériques, augmentation de

I’activation microgliale (neuro-
inflammation). Risques pour le
développement du SNC

Zelikoff et
al., 2018

Chez la progéniture : Anxiété
réduite, augmentation de la
méthylation de I’ADN, expression
augmentée d’enzymes clés de
modification des histones
et méthylation de I’ADN.

Nguyen et
al., 2018

Augmentation des ROS,
désorganisation structurelle des
alvéoles et bronchioles, perte des
cils, tendance a I’augmentation de
marqueurs inflammatoires (dont
macrophagiques) : chimiokines
CCL3 et CCL4

Cirillo et
al., 2019

Pas d’inflammation des voies
aériennes. Accumulation de
gouttelettes lipidiques dans les
macrophages alvéolaires.
Augmentation des phospholipides
associées au surfactant mais
diminution de I’expression des
protéines du surfactant. Altération
des fonctions assurées par les
macrophages alvéolaires et des
fonctions immunitaires

Madison et
al., 2019
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Exposition via
une chambre

Rats d’aérosolisation
méles (corps entier)
Sprague
Dawley de  E-liquides
7 composés de
semaines PG/VG (50/50)
avec un ardme
fruits rouges
Exposition via
une chambre
d’aérosolisation
Souris (corps entier)
C57BL/6
E-liquides
composes de
PG/VG
Hamsters Exposition via
une chambre
Golden N .
. d’aérosolisation
Syrian (corps entier)
males de
seglzilsles E-liquide
PG/VG (50/50)
Exposition par
intubation
Brebis nasale
femelles
adultes E-liquides
composés de
VG 100 %
Exposition par
intubation
Brebis nasale
femelles
adultes E-liquides
composés de
PG 100 %
Exposition via
une chambre
Rats
méles (corps entier)
Winstar
E-liquide
PG/VG (40/60)

Protocole :
2 puffs de
6 secondes
espacées de
5 secondes

Exposition :
11 fois/j

pendant 28 j

Protocole :
Puffs de 3
secondes
espacés de 20
secondes

Exposition :
31 min 40x/j,

5 j/semaine
pendant
16 semaines

Protocole :
Puffs de
3,3 secondes
espacés de
30 secondes

Exposition :
2 heures/j

pendant 2 j

Exposition :
40 puffs par

session, 2 fois/j

pendant 5 j

Exposition :
40 puffs par

session, 2 fois /j

pendant 5 j

Exposition :

5 expositions
dans la chambre
d’aérosolisation d’aérosolisation

(0,6 mL d’e-
liquide
consomme a
chaque
exposition)

Masse corporelle et
testiculaire,
expression

d’enzymes de la
stéroidogenese,
marqueurs tumoraux,
stress oxydant

Réponses
inflammatoires et
immunitaires dans le
larynx

Altérations
structurelles en
région nasale et

pulmonaires,
réponses
inflammatoires et
processus oxydants

Concentration de
mucus, de protéases
et de médiateurs
inflammatoires

Concentration de
mucus, de protéases
et de médiateurs
inflammatoires

Altérations
structurelles des
tissus pulmonaires

Poids corporel inchangé mais
diminution de la masse testiculaire.
Enzymes clés dans la production de

la testostérone plus faiblement

exprimées et augmentation
d’altération tissulaires.
Augmentation de marqueurs de
stress oxydant (ROS,
Malondialdéhyde etc...)
Diminution des enzymes clés de
processus anti-oxydants. Risque
d’altération des fonctions
gonadiques

Pas de réponses immunitaires ou
inflammatoires modifiées par
rapport au contrdle

Cellularité du LBA inchanggée,
surexpression de SOD2 (enzyme
essentielle du systéme anti-
oxydant) et de VEGF (associé a la
néoangiogenése) en région
épithéliale nasale

Augmentation de la concentration
de mucus et de I’activité de
métalloprotéases dans les
sécrétions trachéales.
Augmentation de médiateurs
inflammatoires (IL-6, IL-8...) dans
le plasma.

Augmentation de la concentration
de mucus et de I’activité de la
métalloprotéinase MMP-9 dans les
sécrétions trachéales.

Zones d’expansions
emphysémateuses des alvéoles et
épaississement des septas
alvéolaires

Vivarelli
etal., 2019

Ha et al.,
2019

Hinds et
al., 2022

Kim et al.,
2022

Kim et al.,
2023

Yanina et
al., 2023
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o Modéles in vitro

Plusieurs mode¢les in vitro ont été mis au point afin d’étudier certaines problématiques liées aux
aérosols de cigarettes électroniques. Des différences existent dans le type de matériel cellulaire
utilisé : lignée cellulaire ou culture primaire. Les lignées cellulaires sont appréciées pour leur
reproductibilité, mais leur phénotype peut dévier légérement du phénotype in vivo. Les cultures
primaires sont plus difficiles a obtenir et plus exigeantes a entretenir, mais leur phénotype reste plus
fidele au tissu d’origine.

Outre le type de matériel cellulaire utilisé, il est indispensable de reproduire au mieux ’appareil
pulmonaire. Pour étudier les effets d’aérosols produits par les cigarettes électroniques en région
profonde des voies aériennes, il parait intéressant de reproduire le plus fidélement possible
I’organisation cellulaire, voire tissulaire, de la barriére alvéolo-capillaire. Cette derniére est composée
de deux compartiments différents : un compartiment alvéolaire en contact avec 1’extérieur et un
compartiment vasculaire en contact avec la circulation systémique. Pour modéliser ces deux
compartiments, il existe des types cellulaires divers, répondant a des fonctions bien précises. In vitro,
il est possible de développer des modeles cellulaires mettant en relation plusieurs lignées cellulaires
afin de former une coculture. Les méthodes d’exposition aux différents traitements peuvent également
varier, selon une exposition immergée ou par une Interface Air-Liquide (ALI).

Au méme titre que pour les modeles in vivo, la toxicité de la nicotine ne sera pas abordée dans la

suite de ce chapitre.

Contrairement aux mode¢les in vivo pour lesquels le type d’exposition ne varie que rarement, avec en
grande majorité une exposition corps entier pour chaque animal, les modéles in vitro sont exposés
aux différents composés de manieres diverses. En effet, les méthodes d’exposition peuvent étre
décomposées en trois grandes catégories :

- Par dilution des e-liquides (véhicule +/- aromes) dans le milieu de culture

- Par piégeage de 1’aérosol (majoritairement dans du milieu de culture)
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- Par exposition directe des aérosols par ALI

Les expositions directes sont notamment possibles grace a des dispositifs et appareils capables de
produire un aérosol a partir d’une cigarette électronique et de le distribuer de maniére homogeéne aux
différents échantillons. Les appareils des marques Vitrocell® et Cultex® sont largement utilisés pour
les expérimentations centrées sur cet axe de recherche en toxicologie d’inhalation mais de nombreux
laboratoires ont leur systéme « maison ».

Les différentes études de la littérature ayant porté sur des expérimentations in vitro sur la toxicité des
e-liquides ou des aérosols d’e-liquides sont regroupées et décrites dans le Tableau 3.

Au méme titre que les modéeles in vivo, les processus inflammatoires semblent étre des réponses
majeures induites par les cellules aprés exposition aux e-liquides/aérosols. En effet, de nombreuses
¢tudes ont décrit une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et IL-6
notamment) apres exposition par dilution a des e-liquides aromatisés ou non (ardme menthol ou
tabac). Cette induction cytokinique a été observée pour des cultures primaires (cellules
trachéobronchiques humaines hTBE) ou des lignées cellulaires humaines (cellules épithéliales
alvéolaires de type Il NCI-H441, cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B, cellules monocytaires
THP-1) (Morris et al., 2021; Sabo et al., 2023; Wu et al., 2014). Une étude menée par Muthumalage
et al. a mis en évidence une différence de réponses li¢e a I’inflammation selon les agents aromatiques
utilisés. En effet, apreés dilution des e-liquides aromatisés dans le milieu de culture, les réponses
varient selon I’ardme complexe utilis¢ ou la molécule aromatique seule. Par exemple, la sécrétion
d’IL-8 par la lignée monocytaire U937 est augmentée de maniere significative aprés une exposition
aux e-liquides aromatisés a la cannelle ou au melon. Au contraire, les aromes aux fruits rouges
semblent induire une diminution de la sécrétion de cette cytokine. Les investigations reconduites
apres traitement a des agents aromatiques seuls révelent également des différences majeures selon
I’agent aromatique considéré. En effet, un traitement des cellules par du diacétyle (utilis¢ dans

I’ardme beurré) ou du cinnamaldéhyde (utilisé dans 1’ardbme cannelle) provoque une augmentation
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significative de la sécrétion d’IL-8 contrairement a I’acétoine (utilisée dans 1’arome beurré) qui
provoque, elle, une diminution significative de ce marqueur (Muthumalage et al., 2018).

Par une exposition de I’aérosol piégé dans le milieu de culture, les résultats mis en évidence montrent
des processus inflammatoires similaires que par dilution du e-liquide dans le milieu de culture. Aprés
exposition d’un aérosol aromatis¢ au tabac et barboté dans le milieu de culture, les réponses
cellulaires induites par des neutrophiles humains isolés de patients sains sont en partie pro-
inflammatoires (Higham et al., 2016). Cette réponse cellulaire, caractérisée par I’augmentation d’IL-
8, s’est confirmée dans la lignée cellulaire monocytaire THP-1 exposée a des aérosols aromatisés a
la pomme. Cependant, un certain nombre de cytokines, comme I’'IL-6 et le TGF-f, ont vu leur
sécrétion diminuer apreés exposition a 1’aérosol aromatisé par rapport aux aérosols composés des
véhicules PG et VG (Ween et al., 2017). Les aromes semblent donc jouer un role indépendant des
véhicules sur le plan inflammatoire.

Enfin, les processus inflammatoires ont pu étre étudiés dans des conditions plus proches et réalistes
de I’inhalation classique des consommateurs d’e-cigarettes. En effet, cela est possible grace a
I’exposition d’aérosol aux modeles cellulaires par le biais d’une interface Air-Liquide. Nair et al. ont
montré que 1’exposition directe d’un modele 3D de tissu bronchique humain (EpiAirway™) a des
aérosols aromatisés au menthol induit une augmentation de I’expression de protéines impliquées dans
les processus inflammatoires (NF-xB, CD27, CD28) et des cytokines (IL-6 et IL-8) (Nair et al., 2020).
Ce type de résultat a également été décrit dans les travaux de Lerner et al. qui ont exposé des cellules
épithéliales bronchiques humaines H292 en ALI a des e-liquides aromatisés a la cannelle (Lerner et
al., 2015). Sur d’autres modeles cellulaires comme un modele de coculture visant a reproduire la
muqueuse nasale humaine a partir de cellules épithéliales ou encore des fibroblastes humains issus
de patients sains, des résultats similaires ont été obtenus. En effet, apres une exposition a des aérosols
aromatisés au tabac en ALIL les cellules en coculture ont augmenté significativement leur
concentration en cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, TNFa, et MCP-1) (Rouabhia et al., 2020).

L’aérosolisation d’un liquide comportant uniquement de la VG, a par ailleurs suffi & induire une
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augmentation des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 dans un modéle ALI de cellules
primaires bronchiques humaines HBECs (Kim et al., 2022)

L’acétate de vitamine E ou acétate d’a-tocophérol est un composé chimique lipophile, ajouté dans les
e-liquides véhiculant du tétrahydrocannabinol (THC) afin de favoriser son aérosolisation. Son effet a
¢été investigué dans deux études par une exposition ALI sur des cellules primaires épithéliales nasales
humaines HNEC (Manna et al., 2024) et sur des macrophages alvéolaires primaires (Matsumoto et
al., 2022). Ces deux ¢études ont fait le méme constat puisqu’elles ont mis en évidence une
augmentation de la production de biomarqueurs pro-inflammatoires (CCL15, IL-6, Interleukin-6
soluble receptor - IL-6sR et CCL2 pour la premicre étude, et MCP-1, MIP-1a, SDF-1a, GRO-a,
RANTES et eotaxine pour la deuxieme étude).

Les processus inflammatoires étant étroitement liés aux déséquilibres du systéme redox cellulaire,
des investigations ont également été menées sur la libération de ROS dans les modeles in vitro. En
effet, aprés une exposition par dilution, plusieurs études ont démontré une augmentation de la
libération de ROS par différents modeles in vitro. Lerner et al. ont mis en évidence la présence
augmentée de ROS (H20: et autres ROS mesurées par la sonde fluorescente sensible a 1'oxydo-
réduction : dichlorofluorescéine ou DCF) suite a 1’aérosolisation par les ENDS (Lerner et al., 2015).
Les ardmes sucrés et fruités ont une activité oxydante plus importante que d’autres ardmes comme
les aromes tabac. Les travaux de Muthumalage et al. ont également mis en évidence la libération de
ROS exogénes (H20:) issues des différents composés aromatiques tels que le maltol, le
cinnamaldéhyde ou le diacétyle, régulierement utilisés dans les e-liquides (Muthumalage et al., 2018).
Ces conclusions ont été confirmées par les travaux de Morris et al. qui ont exposé des cellules
épithéliales bronchiques BEAS-2B et la lignée monocytaire THP-1 a des composés aromatiques tels
que le cinnalmaldéhyde, la vanilline ou I’eugénol (Morris et al., 2021). Au contraire, une étude
d’Effah et al. a démontré que les cellules épithéliales des voies respiratoires Calu-3 diminuent leur
production de ROS apres exposition a un e-liquide aromatisé a la cannelle par dilution (Effah et al.,

2023). Les cellules BEAS-2B (Nair et al., 2020) et les cellules NCI-H441 (Sabo et al., 2023) une fois
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exposées, respectivement, a des e-liquides aromatisés au menthol et aux fruits rouges ont induit une
augmentation des ROS (anions superoxydes), notamment au niveau mitochondrial. Par exposition
directe d’un modele 3D de tissu bronchique a I’aérosol grace a un dispositif Cultex®, 1’e-liquide
aromatis¢ au menthol augmente 1’expression de protéines liées au stress oxydant (NRF-2 et SOD2)
(Nair et al., 2020).

Ces différents processus inflammatoires et oxydants peuvent mener a d’autres mécanismes pouvant
étre déléteres comme la diminution de la viabilité cellulaire et 1’altération de fonctions cellulaires. En
effet, Lerner et al. ont mis en évidence une altération structurelle et morphologique des fibroblastes
humains HFL-1 aprés exposition aux e-liquides par dilution dans le milieu de culture (Lerner et al.,
2015). Une tendance a I’augmentation de la mort cellulaire des cellules épithéliales Calu-3 mesurée
par la libération de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu a été décrite apres exposition a
différents e-liquides aromatisés (cannelle et noisette) dilués dans le milieu de culture (Effah et al.,
2023). D’autres études in vitro ont identifié une baisse de la viabilité cellulaire de la lignée
monocytaire U937 et de la lignée monocyte-macrophage MM6 aprés exposition a des composés
aromatiques, tels que le cinnamaldéhyde ou la vanilline, et a des e-liquides aromatisés au melon
(Muthumalage et al., 2018). Ces effets ont également été démontrés sur les cellules BEAS-2B et THP-
1 apres une exposition a des composés aromatiques tels que la vanilline ou le cinnamaldéhyde (Morris
et al., 2021). Les travaux de Nair et al. ont également mis en évidence un impact délétére des e-
liquides aromatisés au menthol sur la prolifération cellulaire des cellules épithéliales bronchiques
BEAS-2B (Nair et al., 2020).

Dans les modeles 3D et de coculture décrits par Effah et al. et Sabo et al., les valeurs de résistance
transépithéliale, qui sont inversement corrélées a la perméabilité paracellulaire, ont diminué de
manicre significative apres exposition aux e-liquides aromatisés (fruits rouges, menthol, cannelle,
tabac vanill¢) (Effah et al., 2023; Sabo et al., 2023).

Par exposition aux aérosols piégés composés de véhicules PG/VG dans du milieu de culture cellulaire,

Hwang et al. ont mis en évidence une augmentation de la cytotoxicité (libération de LDH) et de la
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mort cellulaire mesurée par un marquage au bleu de trypan de la coculture composée de cellules
épithéliales alvéolaires A549 et de kératinocytes HaCaT (Hwang et al., 2016).

Enfin, des ¢études ont démontré des effets cytotoxiques similaires aprés une exposition directe aux
acrosols de cigarette ¢lectronique selon une méthode ALI. Une exposition directe aux véhicules
aérosolisés par un dispositif Cultex® sur des cellules épithéliales bronchiques NHBE a induit une
diminution du nombre de cellules sécrétant le mucus, ainsi qu’une diminution de leurs fonctions
sécrétrices. Il a également été décrit une augmentation de 1’expression de cytokératine pouvant étre a
I’origine d’une différenciation des cellules épithéliales (Aufderheide and Emura, 2017). Rouabhia et
al. ont également décrit des différences morphologiques et une baisse de la viabilité cellulaire pour
les cellules épithéliales nasales en monocouche et pour leur modéele 3D de muqueuse nasale aprés une
exposition a de 1’aérosol aromatis¢ au tabac (Rouabhia et al., 2020). Les travaux de Kim et al. ont été
mengs sur des cellules épithéliales bronchiques humaines HBECs exposées a des aérosols de VG par
le biais d’un dispositif Vitrocell®. Une augmentation de la sécrétion de mucus et une diminution de
la fréquence des mouvements ciliaires ont pu étre mises en évidence (Kim et al., 2022). Manna et al.
ont également mis en évidence une diminution de la population de cellules multiciliées en région
nasale aprés exposition aux aérosols de PG/VG (Manna et al., 2024). D’autres cellules épithéliales,
les cellules Calu-3, ont été exposées a des aérosols d’e-liquides composés de véhicules seuls ou
aromatisés a la noisette et a la cannelle. Cette exposition a induit une augmentation de la libération
de LDH et une diminution de la résistance transépithéliale (Effah et al., 2023). Enfin, la composante
immunitaire des voies aériennes semble également €tre touchée. Matsumoto et al. ont démontré dans
leurs travaux exposant des macrophages alvéolaires humains a des aérosols d’acétate de vitamine E
pur, qu’il y avait une augmentation de la mort cellulaire ainsi que des altérations morphologiques et
fonctionnelles de macrophages, touchant notamment leur capacité d’efferocytose (Matsumoto et al.,

2022).
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Tableau 3 : Etudes in vitro ciblant la toxicité des véhicules et arémes présents dans les e-liquides pour

cigarettes électroniques

Conditions

Modg¢le in vitro . .
expérimentales

Exposition a I’e-liquide par
dilution a différentes
concentrations : 0,01 ; 0,1 et
0,3 % pendant 24 et 48h

Cellules épithéliales
trachéobronchiques
normales (hTBE)

(culture primaire) E-liquide aromatisé au tabac

et sans nicotine

Cellules épithéliales
bronchiques
humaines H292
(lignée cellulaire)
Exposition a différents types
d’e-liquides (véhicules
seuls, e-liquides aromatisés,

Fibroblastes etc.) par dilution dans le
pulmonaires humains  milieu de culture et par
feetaux HFL1 Interface Air-Liquide (ALI)

(lignée cellulaire)
Puffs de 4 secondes espacés
de 30 secondes pendant 5,
10 ou 15 minutes
Cellules épithéliales
bronchiques

humaines BEAS-2B

(lignée cellulaire)

Piégeage d’un aérosol dans
du milieu de culture : puffs
de 10 secondes espacés de
30 secondes pendant
13 minutes

Neutrophiles
humains isolés du
sang périphérique de
patients
Exposition a des e-liquides
aromatisés au tabac

Kératinocytes
humains HaCaT

(lignée cellulaire) Piégeage d’un aérosol dans

du milieu de culture :

Cellules épithéliales 30 puffs, pendant 15 min

alvéolaires de type 11
humaines A549

(lignée cellulaire) Exposition a des e-liquides

composés de véhicules PG

Neutrophiles etVG

humains isolés du
sang périphérique

Résultats majeurs (par

Investigations Référence
g rapport au CTL)
. P ’effet cytotoxi 5
Cytotoxicité, B criet cytotoxique. |
e Augmentation de la production
d’IL-6 2 0,3 % a 24 et 48h.
marqueurs . e
. . Infection au rhinovirus
inflammatoires, DR .. Wu et al.,
. ...~ favorisée a 6 et 24h ainsi que
susceptibilité a e . . 2014
Phitsiton e I’induction de la production
S d’IL-6 suite a I’infection.
le rhinovirus .. , .
. Diminution de 1’expression de
humain 2 . )
protéines antimicrobiennes
Production élevée de H,O; et
d’autres espéces oxydantes par
les ENDS. Activité pro-
Génération de  oxydante plus importante pour
H,O; et stress les e-liquides aromatisés et
oxydant particuliérement ceux fruités,
cellulaire sucrés.
, .. . Lerner et al.,
général, Altérations morphologiques des 2015
morphologie fibroblastes pulmonaires
cellulaire, humains apres exposition par
réponse dilution aux e-liquides.
inflammatoire Augmentation de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires
(IL-6 et IL-8) notamment avec
I’ar6me cannelle
Expression des
A i 1 .
_ Marqueurs ’ ugmegtatlon de la i
inflammatoires  métalloprotéinase MMP-9 et
\ . al., 2016
et de protéases de cytokine IL-8
matricielles
HaCaT et A549 en coculture :
L augmentation de la cytotoxicité
Investigation - \
. et de la mort cellulaire aprés
des fonctions o o
S . exposition aux véhicules
antimicrobienne . -
aérosolisés Hwang et
setdela
cytotoxicité al., 2016
oYt Neutrophiles : Diminution des
induite par les . o .
L fonctions antimicrobiennes
e-liquides

apres exposition aux véhicules
PG/VG aérosolisés
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Cellules épithéliales
bronchiques
humaines NHBE
immortalisées : CL-
1548

Lignée monocytaire
humaine (THP-1)
différenciée en
macrophages

Lignée monocytaire
humaine (U937)

Lignée mature
monocyte-
macrophage humain
(Mono Mac 6 MM6)

Cultex RFS module
50 puffs de 2 secondes
espacés de 10 secondes

8 cycles d’exposition :
pendant 5 jours consécutifs
puis un arrét de 2 jours
avant 3 derniers jours
consécutifs d’exposition

Exposition a des e-liquides
composés de véhicules PG
et VG

Piégeage d’un aérosol dans
du milieu de culture :
50 puffs de 3 secondes
espacés de 5 secondes

E-liquides aromatisés a la
pomme et véhicules seuls
(PG, VG ou PG/VG)

Exposition aux e-liquides

par dilution dans le milieu

de culture ou par piégeage
pour I’étude des ROS

Exposition a des agents
aromatisants (de 10 a
1 000 uM) et a différents e-
liquides a 0,25 et 5 %)

Changements
phénotypiques
cellulaires,
sécrétion de
mucus

Capacités
phagocytaires
des
macrophages,
expression de
récepteurs de
I’immunité
innée et de
cytokines

ROS exogenes,
expression de
cytokines,
viabilité
cellulaire

Diminution des cellules
sécrétant du mucus (dont les
cellules club), et diminution de
leurs activités sécrétrices
(MUCS5AC et MUCSB),
augmentation de I’expression
de cytokératine (possible
différenciation des cellules
épithéliales)

Aufderheide
and Emura,
2017

Pas de cytotoxicité induite par
I’aérosol piégé.

Diminution de la capacité
phagocytaire des macrophages
et de ’expression de leurs
récepteurs de I’immunité innée
aprés exposition aux e-liquides
aromatisés (contrairement aux
véhicules seuls et combinés).
Augmentation de I’expression
d’IL-8 contrastée avec la
diminution d’un ensemble
d’autres cytokines comme 1’IL-
6, ’'IL-1B ou MCP-1 apres
exposition aux e-liquides
aromatisés (contrairement aux
véhicules seuls et combinés)

Ween et al.,
2017

Viabilité cellulaire des U937
diminuée apres exposition a du
Pentanedione, Cinnamaldéhyde,
o-vanilline et aux e-liquides
aromatisés au melon

Viabilité cellulaire des MM6
diminuée apres exposition a du
Cinnamaldéhyde a la plus forte

concentration

Libération de ROS exogénes

issus des composants
aromatiques (Diacétyle, Maltol,
Cinnamaldéhyde, etc.)

Muthumalag
eetal., 2018

U937 : Modulation de
I’expression d’IL-8 selon
I’agent aromatisant (diminution
a 100 uM d’Acétoine et
augmentation a partir de
100 uM pour les autres) et le
type de e-liquide aromatisé
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Exposition aux e-liquides
par dilution dans le milieu

Cellules épithéliales de culture

bronchiques
humaines BEAS-2B

(lignée cellulaire) Aprés

exposition au
menthol par

Exposition aux aérosols
piégés dans du milieu de
culture (6 puffs)

Cellules épithéliales o 3 méthodes :
alvéolaires de type II Exposition directe aux Viabilité
aérosols en ALI : par cellulaire,

humaines A549

(lignée cellulaire) libération de

ROS et de Ca**

Vitrocell® Cloud Chamber
ou Cultex® RFS compact

exposure module (30 puffs intracellulaire,
Tissu EpiAirway™ : de 4ds’i(;loengleifl 1jtsepsaces inflammation
modéle 3D de tissu
bronchique humain Menthol et e-liquide
aromatisé au menthol
Exposition via une chambre
d’aérosolisation
Altérations
Muqueuse nasale ... . .
3 X 2 expositions/j pendant 3 j:  structurelles,
humaine congue a S,
3 puff de 5 secondes toutes les  viabilité et
partir de cellules crr
A BTAT 30 secondes pendant prolifération
épithéliales nasales et . .
. 15 minutes cellulaire,
fibroblastes humains z
issus de patients sains reponses
E-liquides composés de  inflammatoires
PG/VG (50/50) avec ardme
tabac
Cellules épithéliales
bronchiques
humaines BEAS-2B o0 ux composés
(lignée cellulaire) posit npo Viabilité
aromatisants par dilution .
. cellulaire,
Lignée monocytaire dans un mélange PG/VG génération de
humaine (THP-1) 50/50 dilué dans du PBS ROS

différenciée en
macrophages
alvéolaires

Par dilution et aérosols
piégés : Induction par le
menthol d’influx calciques par
activation du récepteur
TRPMS des cellules BEAS-
2B, inhibition de la
prolifération cellulaire et
libération de ROS.

Par exposition a de ’aérosol
mentholé non-chauffé et sans
véhicules par le Cloud
Chamber (Vitrocell®) :
Augmentation du stress
oxydant, changements
morphologiques et
augmentation de I’expression
de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6 et IL-8)
des cellules BEAS-2B.

Par exposition du modéele
EpiAirway™ a 1’aérosol
mentholé :
Expression de protéines liées
au stress oxydant, a
I’inflammation, aux fonctions
mitochondriales, a la
tumorigenése. Augmentation
de I’expression de cytokines
pro-inflammatoires (IL-6 et
IL-8)

Changements morphologiques
et diminution de la viabilité
cellulaire des cellules
épithéliales nasales en
monocouche

Changement structurel,
diminution de la prolifération
cellulaire et augmentation de
I’expression de cytokines pro-

inflammatoires de la muqueuse
nasale (coculture)

Viabilité cellulaire
drastiquement réduite et
augmentation de la génération
de ROS pour les différentes
lignées aprés exposition a
certains composés aromatiques
comme le cinnamaldéhyde, le

décanal, I’eugénol, le nonanal et

la vanilline. L’éthyl-maltol, le

butyrate d’éthyle et I’hexanal
responsables d’une

augmentation de la production
de cytokines pro-

inflammatoires dans les cellules

THP-1

Nair et al.,
2020

Rouabhia et
al., 2020

Morris et al.,

2021
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Exposition directe aux
acrosols en ALI via le
dispositif VC1 de Vitrocell®

Cellules épithéliales
bronchiques
humaines HBECs
(culture primaire)

2 sessions/j de 50 puffs de
3 secondes espacés de
20 secondes : pendant 5a 7 j
consécutifs

E-liquides composés de
VG 100 %
Exposition via une chambre
d’aérosolisation

10 puffs pendant 1 minute,
puis 1 puff toutes les
30 secondes pendant

1 heure/j pendant 3 jours
consécutifs

Macrophages
alvéolaires humains
(culture primaire)

Acétate de vitamine E pur

Exposition aux e-liquides
par dilution ou par
exposition aux aérosols

60 puffs de 5 secondes

Cellules épithéliales
toutes les 30 secondes

humaines des voies
respiratoires Calu-3

(lignée cellulaire) E-liquides aromatisés a la

noisette, a la cannelle ou au
tabac vanillé ou véhicule
seul (PG/VG 60/40)

Cellules
endothéliales de la  Exposition par dilution des
microvascularisation e-liquides dans le milieu de
pulmonaire HULEC- culture
5a (lignée cellulaire)
E-liquides composés
Cellules épithéliales  aromatisés au tabac blond,
alvéolaires de type I menthe-eucalyptus et fruits
NCI-H441 (lignée
cellulaire)

rouges (ratio PG/VG 76/24)

Augmentation de la sécrétion de
mucus, diminution de la

Viabilité .
. fréquence des mouvements
cellulaire, o L
. . ciliaires. Pas de cytotoxicité
inflammation, .
sécrétion de apparente. Dysfonction du canal
CFTR : altération de la fluidité
mucus et . & s
membranaire et de la sécrétion
mouvements .
e de mucus. Augmentation de
ciliaires s . .
I’expression de cytokines pro-
inflammatoires
Viabilite Augmentat}on de Vla rportahte
. cellulaire, altérations
cellulaire, .
. . structurelles et fonctionnelles
inflammation, C . L
L (diminution de la capacité
altérations ,
. d’efferocytose) des
fonctionnelles
des macrophages et de la
production de cytokines pro-
macrophages . .
inflammatoires
Par dilution : Diminution de la
résistance transépithéliale apres
exposition par dilution au
PG/VG seul et aux e-liquides
tabac vanillé et cannelle.
Tendance a I’augmentation de
la mort cellulaire aprés
e, expositions ai
Viabilité XPOSILIONS aux
. e-liquides.
cellulaire,

Diminution de la production de
ROS aprés exposition au e-
liquide aromatisé a la cannelle.

mesure de la
résistance trans-
épithéliale,
stress oxydant .. , )
Par exposition aux aérosols :
diminution de la résistance
transépithéliale et augmentation
de la mort cellulaire aprés
exposition aux aérosols de
véhicule PG/VG ou d’e-liquides
aromatisés a la cannelle et a la
noisette
Modulation de I’expression de
protéines de jonction comme
I’occludine aprés exposition
aux véhicules. Augmentation du

Résistance stress oxydant mitochondrial,
transépithéliale, de la mort cellulaire et
viabilité diminution de I’intégrité de la
cellulaire, stress barriére apres exposition a des
oxydant e-liquides aromatisés a la

menthe-eucalyptus et aux fruits
rouges. Sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires apres
exposition a I’e-liquide
aromatisé a la menthe-
eucalyptus

mitochondrial,
inflammation

Kim et al.,

2022

Matsumoto
et al., 2022

Effah et al.,
2023

Sabo et al.,
2023



Exposition via une chambre Diminution de la population de

d’aérosolisation cellules caliciformes, des
cellules progénitrices et des
Chaque jour pendant 2, 4 ou cellules multiciliées apres

5 semaines : 10 cycles avec exposition au PG/VG.

Cellules eplthe!lales 1 puff de 8 secondes espacés V@‘t{lht?, Augmentation de la population
nasales humaines prolifération . \ Manna et
de 60 secondes . de cellules caliciformes aprés
HNEC (culture cellulaire, e A 1s al., 2024
s . . exposition a I’acétate de
primaire) inflammation oo
vitamine E
E-liquide composé d’un Augmentation de cytokines pro-
mélange PG/VG 50/50 ou inflammatoires aprés exposition
acétate de vitamine E utilisé au PG/VG et a I’ Acétate de
seul Vitamine E

o Impact clinique de I’utilisation des cigarettes ¢lectroniques

Les différentes investigations menées, tant sur les modeles in vivo qu’in vitro, démontrent bien que
les aérosols d’e-cigarettes ne sont pas sans innocuité sur les systémes biologiques. En effet, de
nombreux processus physiopathologiques ont pu étre mis en évidence comme 1’augmentation du
stress oxydant, la mise en place d’un processus inflammatoire, des remodelages tissulaires et des
altérations des fonctions cellulaires. De plus, les métaux lourds identifiés dans les aérosols d’e-
cigarettes, comme le cadmium et le manganése, présentent des risques majeurs pour les
consommateurs. En effet, ces éléments peuvent étre a I’origine de processus de carcinogenése et de
toxicité par bioaccumulation dans certains organes comme les reins (Rantasa et al., 2025).
Cependant, aucun lien direct n’a encore été €tabli entre ’utilisation de ENDS et le développement de
cancer du poumon chez I’homme (Petrella et al., 2025). D’autres pathologies ont, au contraire, été
associées de maniere directe au vapotage. En effet, en 2019, une nouvelle pathologie pulmonaire a
¢été identifiée chez des sujets jeunes et vapoteurs. La pneumopathie associée au vapotage (EVALI en
anglais pour E-cigarette or Vaping use Associated Lung Injury). Elle se caractérise par une altération
des structures alvéolaires, une réduction du débit respiratoire et une inflammation aigiie. Elle a
émergé lors de l’utilisation d’acétate de vitamine E dans des e-liquides « fait maison » pour
consommer de maniere illicite du THC. La présence d’acétate de vitamine E dans les liquides a été
mise en cause dans I’apparition de ce type de pneumopathie (Petrella et al., 2025). Un autre type de
pneumopathie, proche d’EVALL a été décrit : la bronchiolite oblitérante ou « maladie du popcorn ».

Cette dernicre est principalement causée par I’inhalation de diacétyle (ardme beurre) dans I’industrie
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agroalimentaire. Cependant, le diacétyle présent dans le liquide pour cigarettes €lectroniques pourrait
entrainer les mémes effets (Carey et al., 2024). Cette pathologie se caractérise par une inflammation
chronique du tissu pulmonaire et une fibrose des bronchioles. Une cohorte a montré que I’utilisation
de cigarettes ¢lectroniques est associée a un risque accru de développer des maladies respiratoires
telles que la BPCO, de I’asthme ou un emphyséme pulmonaire (Xie et al., 2020).

Le systéme cardiovasculaire est également impacté par 1’utilisation des ENDS. En effet, les différents
constituants des e-liquides peuvent interagir avec le systeme cardiovasculaire. Ils peuvent étre a
I’origine de dysfonction endothéliale, de thrombogenése, d’effets hémodynamiques aigus et plus
largement d’infarctus et maladies coronaires (Buchanan et al., 2020; Neczypor et al., 2022) (Figure
19).

Tous ces ¢léments et pistes biologiques renforcent la nécessité d’identifier plus clairement les
processus physiopathologiques pouvant étre engendrés par 1’inhalation de tels produits. Par ailleurs,
il est important d’investiguer la répartition des roles joués par la nicotine et chaque type d’aréme
contenu dans les e-liquides. Ainsi, il parait également indispensable d’identifier clairement les agents
chimiques ou aromatiques pouvant étre responsables des réponses pathologiques décrites par

I’ensemble des études menées.
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Figure 19: Représentation schématisée des effets cardiopulmonaires liés a l'utilisation de cigarettes électroniques (Neczypor et al.,
2022)
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OBJECTIFS DE LA THESE
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I1. Objectifs de la these

Les cigarettes €lectroniques sont régulierement présentées comme une alternative moins nocive que
les cigarettes classiques. Initialement destiné aux personnes souhaitant arréter le tabac, le vapotage a
rapidement connu un essor important et s’est orienté¢ vers un public jeune et parfois non-fumeur.
Beaucoup de jeunes consommateurs ne pergoivent pas la cigarette électronique comme un produit
potentiellement toxique, et justifient leur utilisation notamment par leur praticité et discrétion. Cette
large consommation peut s’expliquer en partie par la diversit¢é des ardmes proposés aux
consommateurs dont certains peuvent étre décrits comme récréatifs. Parmi ces derniers, certains sont
largement plébiscités par les consommateurs comme les ardmes mentholés et fruits rouges. Le marché
des e-liquides ne cesse de croitre et de se développer, notamment par 1’¢laboration de mélanges
aromatiques de plus en plus complexes et originaux. Comme certaines études in vitro et in vivo ’ont
démontré, les e-liquides sans nicotine aromatisés peuvent représenter un réel risque pour le systeme
respiratoire et d’autres systémes biologiques comme les fonctions cardiovasculaires. En effet, certains
composés aromatiques semblent participer a différents processus physiopathologiques tels que la
dérégulation du systeme de stress oxydant, de I’inflammation ou I’altération fonctionnelle et
structurelle des voies aériennes. Ces études ont pu étre menées selon différentes méthodes
d’expositions : par exposition aux e-liquides, aux e-liquides pié¢gés et aux aérosols.
Au regard de ces différentes observations, il parait nécessaire de poursuivre les études menées sur les
effets potentiels de ces e-liquides chez I’ Homme en prenant en compte la popularité de certains
mélanges d’ardmes. C’est pourquoi mes travaux porteront sur 1’étude des e-liquides aromatisés aux
fruits rouges. Pour répondre aux différentes questions et problématiques, ce projet de thése vise a
répondre aux objectifs suivants :
(1) Développer puis valider phénotypiquement et fonctionnellement un modéle cellulaire de
coculture mimant la barriere alvéolo-capillaire afin de les exposer aux e-liquides et aérosols

aromatisés aux fruits rouges. Le projet vise également a mettre en place 3 méthodes

83



d’exposition différentes en vue de comparer leurs toxicités cellulaires respectives. L’étude de
cytotoxicité se focalisera sur I’intégrité de la barriere alvéolo-capillaire, la viabilité et activité
métabolique cellulaire, ainsi que le stress oxydant mitochondrial. Enfin, le modé¢le cellulaire
de coculture sera optimis¢ a 1’aide d’une composante immunitaire essentielle en condition
physiologique.

(2) Développement de méthodes de chromatographie en phases gazeuse et liquide en vue
d’identifier des composés aromatiques spécifiques a I’aérosolisation de chaque ar6me de
fruits rouges afin de les mettre en relation avec des toxicités observées sur le modele cellulaire

de coculture.
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II1. Matériels et méthodes

I11.1. Mise en place du modéle in vitro et étude des toxicités
II1.1.1. Dispositifs utilisés et mise en place des méthodes d’exposition

III.1.1.a. E-cigarette et e-liquides utilisés

Lors de ces expérimentations, un seul type d’e-cigarette a été utilisé et les différents ¢léments (e-
cigarettes et e-liquides) ont été fournis par la société GAIATREND. Ce dispositif est une cigarette
électronique de troisiéme génération iStick TC40W de la marque Eleaf®. Un clearomiseur RIOK®
d’un volume stock de e-liquide de 2 mL ainsi que des résistances Mesh de 0,7 Ohm ont été choisis.
Le voltage des e-cigarettes a été fixé a 3V, soit une puissance d’environ 11 watts.

Les e-liquides utilisés dans le cadre de ces travaux sont composés d’un ratio 76/24 en PG/VG. Ces e-
liquides ont été aromatisés par 4 aromes distincts : un e-liquide aromatisé a la fraise, un aromatisé a
la framboise, un aromatisé a la mare et enfin un aromatisé a la myrtille. Les aromes ont été filtrés a
I’aide d’un filtre 0,22 um avant I’exposition sur les cellules pour garantir une stérilité.

Les différents e-liquides ont été ¢laborés directement en laboratoire a partir des différentes matieres
premiceres : PG, VG et mélanges aromatiques. L’éthanol a été ajouté comme additif au mélange pour

les e-liquides aromatisés a la framboise, mire et myrtille.

IL.1.1.b. 1°* méthode d’exposition : par dilution

La premiere méthode d’exposition utilisée est basée sur la dilution du e-liquide dans le milieu de
culture cellulaire et une exposition du modele cellulaire pendant 24h. Plusieurs concentrations d’e-
liquides ont été préparées allant de 0,2 a 10 %. Dans le cas de la coculture, les solutions issues de la
dilution des e-liquides dans le milieu sont déposées en région apicale de I’insert qui correspond au

compartiment alvéolaire (volume de dépot = 200 uL) (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma illustrant la méthode d'exposition par dilution (créée sur Biorender.com)

I1.1.1.c. 2™ méthode d’exposition : par piégeage de 1’aérosol dans le milieu de culture cellulaire

La seconde méthode d’exposition se base sur le piégeage d’un aérosol dans du milieu de culture sans
sérum ou dans une solution saline HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution). L’aérosol est produit par
activation manuelle de la cigarette ¢lectronique. Cette derniere est reliée par un tube en silicone a une
pompe péristaltique Flexicon® PF6-B dont le débit est fixé a 480 mL/min. Le barboteur ou, flacon
laveur de gaz, est composé d’un verre fritté de porosité¢ 2. Le protocole de génération de puffs est
standardisé suivant les recommandations CORESTA (“Routine Analytical Machine for E-Cigarette
Aerosol Generation and Collection - Definitions and Standard Conditions | CORESTA,” 2015) : un
puff de 3 secondes est produit toutes les 30 secondes en faisant varier le nombre total de puffs de 10,
20, 30, 60, 120 a 240 puffs. La concentration maximale de 240 puffs a été retenue afin d’assurer une
cohérence avec la consommation quotidienne moyenne observée chez les vapoteurs, estimée entre
200 et 300 puffs par jour.

Le milieu de culture dans lequel a été piégé 1’aérosol est ensuite, dans le cas de la coculture, déposé

en région apicale de I’insert cellulaire pendant 24h (volume de dépdt = 200 pL) (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma illustrant la méthode d'exposition par piégeage de I'aérosol dans le milieu de culture cellulaire sans sérum (créée
sur Biorender.com)

IL.1.1.d. 3% méthode d’exposition : par exposition directe des cellules a I’aérosol

La troisiéme méthode d’exposition consiste a exposer de maniére directe le modele de coculture a
1’aérosol via un appareil Vitrocell®. Le dispositif choisi est le modéle de machiner a fumer (Smoking
Machine) VC1 complété par un module d’exposition 24/6 (Figure 22). Ce dernier permet d’utiliser
des inserts cellulaires 24 puits et d’exposer les cellules aux aérosols générés par la machine a fumer.
Six inserts peuvent €tre exposés simultanément : 3 sont exposés a ’air et 3 sont exposés a 1’aérosol
d’e-cigarette choisi pour I’expérimentation.

La smoking machine permet, par I’intermédiaire d’un enclenchement automatisé de I’e-cigarette et
d’un piston, de produire et de transporter 1’aérosol formé a travers les différentes tubulures. Cette
automatisation est possible grace au logiciel Smoke Robot Control permettant de régler différents
parametres comme le type de profil de puff, le volume de puff, la durée d’exposition et le nombre
total de puffs. Pour ces expérimentations, le volume et la durée du puff ont été fixés a, respectivement,
55mL et 3 secondes (“Routine Analytical Machine for E-Cigarette Aerosol Generation and
Collection - Definitions and Standard Conditions | CORESTA,” 2015). Les puffs ont ét¢ espacés de
30 secondes et le nombre total de puffs a été fixé a 10, 20, 30, 60, 120 et 240 puffs, de la méme
maniere que pour la seconde méthode d’exposition (piégeage de I’aérosol). Le profil utilisé pour les

puffs est un profil en cloche. Cela consiste a faire varier le volume de I’aérosol pendant la durée du
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puff (3 secondes) : il est initialement faible, puis augmente jusqu’a atteindre une valeur maximale
avant de diminuer progressivement. Les aérosols, dilués avec de I’air stérile, sont conduits et répartis
de maniére homogeéne vers le module d’exposition et les inserts grace a un flux continu d’air.

En amont de I’exposition des cellules, le module d’exposition a été préalablement rempli avec du
milieu de culture en région basolatérale de I’insert et chauffé a une température de 37°C. De cette
manicre, les cellules sont maintenues dans des conditions de température et humidité optimales afin
d’éviter un stress cellulaire pouvant interférer avec les expérimentations découlant de ces expositions.
Une fois les expositions finalisées, les inserts cellulaires sont placés dans un incubateur a 37°Cet 5 %

de CO2 pendant 24 heures avant d’étre utilisés pour les différents tests.
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Figure 22 : (A) Représentation schématisée du principe et fonctionnement de I'appareil Vitrocell® VC1 Smoking machine et son module
d'exposition (B) Figure illustrant le principe de I'interface Air-Liquide générée dans le module d’exposition (illustrations fournies par
Vitrocell®)

I11.1.2. Culture cellulaire

111.1.2.a. Lignée épithéliale alvéolaire NCI-H441

Afin de mimer le compartiment alvéolaire de la BAC, la lignée humaine épithéliale NCI-H441 a été
utilisée (ATCC® HTB-174™), 11 s’agit de cellules épithéliales alvéolaires de type II issues d’un
patient atteint d’un adénocarcinome papillaire. Les cellules NCI-H441 sont maintenues dans du

milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal (SVF) et 0,5 % d’antibiotiques a
89



spectre large (Pénicilline-Streptomycine, Pen-Strep® 10 000 U/mL-10 000 pg/mL). Elles sont
entretenues dans des conditions stériles dans des flasques de 75 cm? a 37°C avec un apport en CO,

de 5 %. Les expérimentations ont été menées avec des cellules ayant moins de 25 passages.

I11.1.2.b. Lignée endothéliale HULEC-5a

Au début des expérimentations, la lignée humaine HULEC-5a (ATCC® CRL-3244™), correspondant
a des cellules endothéliales de la microvascularisation pulmonaire, a été utilisée. Ces cellules, issues
d’un poumon sain, ont ét¢ immortalisées par transfection du vecteur pSVT contenant le gene 40A
codant pour I’oncoprotéine SV40 large T antigen. Les cellules HULEC-5a sont maintenues dans du
milieu de culture MCDB131 enrichi en SVF (10 %), antibiotiques Pen-Strep® (0,5 %), glutamine
(10 mM), facteur de croissance épidermique EGF (10 ng/mL) et hydrocortisone (1 pg/mL). Les
cellules ont été maintenues dans des conditions stériles a 37°C et 5 % CO: dans des flasques de
75 cm?.

Cette lignée a été précédemment utilisée au sein du laboratoire. Son utilisation pour le projet a donc
¢té initialement envisagée (Sabo et al., 2023). Cependant, plusieurs mois apres le début des
expérimentations sur les e-liquides aromatisés aux fruits rouges, des difficultés ont été rencontrées
avec les cellules HULEC-5a. En effet, la croissance ralentie et le phénotype devenu instable des
HULEC-5a ne nous permettaient plus de procéder a des expérimentations reproductibles et robustes.
Il a donc été envisagé de commander un nouveau lot de cellules, mais plusieurs directives et
réglementations internationales ont récemment limité I’importation de cellules de niveau 2 de sécurité
biologique. Nous avons donc €té contraints a devoir développer un nouveau modele de coculture avec

une autre lignée endothéliale.

II1.1.2.c. Lignée endothéliale EA.hy926

La lignée cellulaire humaine choisie pour remplacer les cellules HULEC-5a est la lignée EA.hy926
(ATCC® CRL2922™). Ces cellules sont des cellules endothéliales issues de la fusion de cellules

primaires de la veine ombilicale humaine HUVEC avec un clone résistant a la thioguanine de la lignée
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A549 (cellules épithéliales alvéolaires de type II). Ces cellules sont maintenues dans du milieu
DMEM supplémenté avec du SVF (10 %), des antibiotiques Pen-Strep® (0,5 %) et du Glutamax™
(4 mM). Elles ont été entretenues en conditions stériles dans des flasques de 75 cm? a 37°C et 5 %

COas. Le nombre de passage n’a pas excédé un nombre de 25 lors des expérimentations.

I11.1.2.d. Lignée monocytaire THP-1

Afin de représenter la composante immunitaire présente en région alvéolaire, nous avons souhaité
mettre au point un protocole permettant d’obtenir des cellules macrophagiques. La lignée cellulaire
choisie est la lignée THP-1 (ATCC®, TIB-202™). Ce sont des cellules monocytaires humaines issues
d’une leucémie monocytaire aigué. Les cellules, en suspension, sont maintenues dans des flasques de

75 cm? dans du milieu RPMI-1640 complété a 10 % en SVF et 0,5 % en antibiotiques Pen-Strep®.

111.1.2.e. Mise en place de la coculture : validation phénotypique et fonctionnelle

Le modeéle de coculture mis en place se base sur 1’utilisation d’un insert cellulaire Transwell®
composé d’une membrane microporeuse (pores de 0,4 um ; 1x10® pores/cm?) pour des plaques de
24 puits. En effet, le modéele de coculture est élaboré en ensemencant de part et d’autre de I’insert
cellulaire la lignée épithéliale NCI-H441 et la lignée endothéliale EA.hy926. A JO les cellules
endothéliales EA.hy926 sont ensemencées sur un insert inversé (30 nL) a une concentration cellulaire
égale a 1,67x10° cellules/mL. Aprés 4h dans une étuve a 37°C et 5 % CO, I’insert est renversé et est
placé dans une plaque 24 puits dans laquelle du milieu spécifique des EA.hy926 a été placé en région
basolatérale (800 uL) puis en région apicale de I’insert (200 puL). A J2, les cellules NCI-H441 sont
ensemencées en région apicale de ’insert a une densité de 2,5 x 10° cellules/mL. A partir de J2, les
deux lignées cellulaires partagent un milieu commun. Ce dernier, placé en région apicale et
basolatérale de I’insert, est composé de DMEM et de RPMI-1640 complémentés dans un ratio 50/50,
auquel est ajouté de I’hydrocortisone (concentration finale 1 ng/mL). C’est a J8 que les expositions

peuvent étre effectuées. Apres les protocoles d’exposition, les cellules sont laissées 24h dans un
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incubateur a 37°C et 5 % COa. Le lendemain, a J9, les différentes investigations comme les tests de
cytotoxicités peuvent étre menées (Figure 23). Les milieux ont été changés tous les deux jours en

amont des expositions et investigations.
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Figure 23 : Mise en place du modele de coculture mimant la barriére alvéolo-capillaire (Filaudeau et al., soumis pour publication)

Avant de pouvoir utiliser ce mode¢le cellulaire, il a été validé sur le plan phénotypique et fonctionnel

afin de vérifier que la coculture est un mod¢le valide et pertinent de BAC.

o Validation phénotypique

Pour cela, nous avons dans un premier temps procédé a une validation phénotypique du modele pour
nous assurer que les différentes lignées cellulaires expriment des marqueurs spécifiques des cellules
épithéliales et endothéliales. Pour la lignée NCI-H441, cellules épithéliales alvéolaire de type II,
I’expression de plusieurs ARN messagers (ARNm) et protéines a été investiguée dont les protéines
du surfactant SP-A et SP-D, et les protéines de jonctions cellulaires comme ’occludine et zonula
occludens 1 (ZO-1). Pour la lignée EA.hy926, I’expression de I’ARNm codant pour eNos, le facteur
de Willebrand (vWF) et le cluster de différenciation CD31 et leur traduction en protéines ont été
investiguées.

Pour ce faire, I’expression des ARNm a été étudiée par méthode de transcription inverse suivie d’une
réaction en chaine par polymérase quantitative (QRT-PCR). L’ensemble du protocole est détaill¢ dans

I’article page 112.
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L’expression des différentes protéines a ét¢ investiguée par Western Blot et immunofluorescence.
Les protocoles relatifs a ces deux expérimentations sont décrits dans I’article Filaudeau et al., soumis
pour publication (page 112).

o Validation fonctionnelle

Une fois la caractérisation phénotypique effectuée, le modéle de coculture a été validé d’un point de
vue fonctionnel. Pour ce faire, I’intégrité de la barriére a été évaluée par I’intermédiaire de la mesure
de la résistance transépithéliale électrique (TER). Cette méthode de référence, non-invasive, permet
de valider le mode¢le de coculture avant chaque expérimentation et d’évaluer I’impact des expositions
sur I’intégrité de la barriere. Une diminution des valeurs de TER est synonyme d’une diminution de
I’intégrité de la barriére in vitro accompagnée d’une potentielle baisse de 1’expression des protéines
des jonctions cellulaires. L’intégrit¢ de la barriere mimée par la coculture a été¢ évaluée dans
différentes conditions de culture et a permis de valider le protocole d’ensemencement des deux
lignées, ainsi que la temporalité¢ liée aux expositions (Filaudeau et al., article soumis pour
publication). La TER a été mesurée par I’intermédiaire d’un ohmmétre épithélial Evom2® (World
Precision Instruments, Hitchin, UK) connecté a des électrodes STX2. Les valeurs de TER relevées

sont multipliées par la surface de I’insert et exprimées en Ohm.cm?.

o Expression de la protéine du surfactant SP-D

Les concentrations de SP-D exprimées par les cellules NCI-H441 et la coculture ont été¢ mesurées par
un kit de dosage ELISA) (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ; SP-D SingleStep ELISA® kit
(#ab239431)). Ce dosage a été réalisé a partir du surnageant de culture cellulaire. La coculture a été
ensemencée sur l'insert comme expliqué précédemment. Au jour 9, le surnageant de la région apicale
de l'insert a été prélevé et conservé a -20°C (recommandations du fournisseur), pour mesurer la
quantité de protéine SP-D sécrétée par les cellules épithéliales NCI-H441 en monoculture et en
coculture. La protéine est capturée par un anticorps de capture fixé au support de la plaque a 96 puits,
et sera reconnue par un anticorps de détection li¢ a I'enzyme HRP (Horseradish Peroxidase). Apres

addition du substrat HRP, le TMB (3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine), une réaction enzymatique génere
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un signal colorimétrique proportionnel a la quantit¢ de protéine SP-D, mesurable a 450 nm par
spectrophotométrie. Les concentrations sont calculées a partir des résultats obtenus avec la gamme
standard et sont normalisées par rapport a la concentration en protéines totales. Pour chaque

expérience, les échantillons et les points de la gamme ont été préparés en double.

I11.1.2.f. Optimisation du modéle par 1’ajout d’une composante immunitaire : les cellules THP-1

L’inflammation occupe une place majeure dans les processus cellulaires mis en place aprés exposition
aux e-liquides (Han et al., 2023). Il parait donc intéressant d’ajouter une composante immunitaire a
notre modele de coculture. Dans les voies respiratoires inférieures, les macrophages alvéolaires sont
des acteurs clés des réponses immunitaires et représentent la premiére ligne de défense contre les
agressions exogenes (particules fines, composés chimiques) (DeFranco et al., 2009; Lugg et al.,
2022). Ces macrophages alvéolaires peuvent se polariser en différents phénotypes dont le phénotype
M1 qui correspond a une activation classique du macrophage MO en macrophage pro-inflammation
ou en phénotype M2 qui correspond a une activation alternative du macrophage M0. Le macrophage
de type M2 est, lui, impliqué dans la réparation et le remodelage tissulaire (Shapouri-Moghaddam et
al., 2018). Afin d’optimiser le modele in vitro de BAC, une partie des travaux de thése se sont
concentrés sur la mise au point d’un protocole de différenciation de monocytes humains en
macrophages polarisés soit de type M1 ou de type M2.

L’objectif de cet axe du projet de recherche vise a mettre au point un protocole de différenciation
d’une lignée monocytaire humaine THP-1 en macrophages MO afin de les polariser vers un profil M1
ou M2 (Figure 24). A plus long terme et une fois le protocole de différenciation/polarisation validé,
I’objectif sera d’ensemencer en région apicale, correspondant au compartiment alvéolaire, des
macrophages et d’étudier les réponses inflammatoires et cytokiniques découlant des différentes

expositions et leurs impacts sur la BAC.
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o Différenciation des cellules monocytaires en macrophages M0

Les monocytes THP-1 ont été différenciés en macrophages a I’aide de Phorbol 12-Myristate-13-
Acétate (PMA) qui est un puissant activateur réversible de la Protéine Kinase C. L’ensemencement
initial de THP-1 a été effectué a partir d’une suspension de 3x10° cellules/mL, dans des flacons de
culture de 75 cm?. Une gamme de concentration de PMA allant de 2,5 & 100 nM a été utilisée afin
d’établir la concentration optimale pour le protocole de différenciation. Deux durées de traitement
avec le PMA ont été testées : 24 et 48 heures. L’adhésion au support constitue un premier indicateur
de réussite d’une différenciation des monocytes, circulants, en macrophages, adhérents. Cela a été
¢valué par une observation en microscopie optique inversée (EVOS — Fisher Scientific).

o Polarisation des macrophages M0 en macrophages M1

Les cellules adhérentes MO obtenues ont été mises en culture en présence de lipopolysaccharides
(LPS) et d’interféron gamma (IFN- y), conformément aux protocoles décrits dans la littérature (Genin
et al., 2015; Zajac et al., 2013).

Différentes concentrations de LPS (10 pg/mL ; 100 ng/mL ; 250 ng/mL) associées a 20 ng/mL d’IFN-
vy et différents temps de traitement (24 et 48 h) ont été testés. Les changements phénotypiques des
cellules ont d’abord été validés par microscopie inversée puis par l’analyse des marqueurs

moléculaires spécifiques des macrophages M1 par technique de RT-qPCR et d’immunofluorescence.

o Polarisation des macrophages M0 en macrophages M2

Les cellules MO ont été traitées avec 20 ng/mL d’interleukine-4 (IL-4) et d’interleukine-13 (IL-13)
comme cela est décrit dans la littérature (Baxter et al., 2020; Genin et al., 2015; Zajac et al., 2013).
Différentes durées de traitement ont été testées : 24 h et 48 h. La validation phénotypique de ces

macrophages M2 a été effectuée par technique de qRT-PCR et d’immunofluorescence.
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Figure 24: Représentation schématique du protocole permettant 'obtention des sous-types macrophagiques : MO, M1 et M2. Les
conditions en rouges sont celles retenues pour la suite des expérimentations (figure créée sur Biorender.com)

o Recherche des marqueurs spécifiques des populations macrophagiques par qRT-PCR

La gqRT-PCR est une méthode semi-quantitative basée sur une réaction de polymérisation en chaine.
Une premicre étape permet grace a une enzyme transcriptase inverse de rétrotranscrire I’ARN total
en ADN complémentaire (ADNCc). Ce dernier est dans une seconde étape amplifié grace a un couple
d’amorces spécifique de I’ARNm ciblé.

L’extraction des ARN totaux des différents types cellulaires (THP-1, M0, M1 et M2) est effectuée
avec une solution de TRIzol™ (Life Technologies®). Apreés retrait du milieu de culture cellulaire, les
cellules sont solubilisées dans du TRIzol™ puis les ARN totaux sont isolés grace a une solution de
chloroforme avant d’étre précipités par ajout d’isopropanol puis lavés avec une solution d’éthanol/eau
ultrapure (75/25, V/V). La concentration d’ARN peut ensuite étre quantifiée a I’aide d’un NanoDrop
One® (Thermofisher Scientific®). Les étapes de transcription inverse et d’amplification sont
effectuées par I’intermédiaire d’un thermocycleur Bio-rad® (CFX96 — C1000 Touch™). La
rétrotranscription des ARNm totaux en ADNc est possible par 1’utilisation d’un mix iScript (Bio-
rad®) : les échantillons sont chauffés pendant 5 min a 25°C, puis a 46°C pendant 20 min et enfin a
95°C pendant une minute. La derniere étape d’amplification de la séquence cible a I’aide d’amorces
spécifiques est effectuée a I’aide d’un mix (SsoAdvanced, Biorad®) renfermant les dNTP, ’ADN
polymérase et un indicateur fluorescent, le SYBR Green. Le cycle permettant 1’amplification se
décompose en 2 grandes étapes : la dénaturation des ADNc (30 secondes a 95°C), puis I’hybridation

et I’¢longation des amorces (30 secondes a 60°C). 11 est répété 45 fois.
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Afin d’interpréter les résultats, ces derniers ont été normalisés par rapport a I’expression de I’ARNm
de différents génes de référence dont 1’expression est ubiquitaire : le 18S (ref : qHsaCED0037454),
la GAPDH (ref : qHsaCEDO0038674) et 1’actine (ref : qHsaCEDO0005010).
Toutes les amorces proviennent de Bio-rad (Hercule, USA). Les génes suivants ont été ciblés par
qRT-PCR :
- Marqueurs des macrophages M1

o Arg2 (# qHsaCEDO0057160),

o Fpr2 (# qHsaCED0037673),

o iNos (# qHsaCID001605),

o IL-1B (# qHsaCID0022272),

o IL-12B (# qHsaCID0016458),
- Marqueurs des macrophages M2

o Argl (#qHsaCEDO0003959),

o Erg2 (# qHsaCID0036482),

o Myc (# qHsaCID0012921),

o Validation phénotypique des populations macrophagiques par immunofluorescence

La technique d’immunofluorescence est une meéthode semi-quantitative permettant d’évaluer
I’expression d’un marqueur protéique cellulaire et d’évaluer sa localisation spatialement dans la
cellule.

Dans notre étude, 3 marqueurs, CD11c-PE (#301605, Biolegend®), CD86-APC (#374207,
Biolegend®) et CD206-Alexa488® (ab195191, Abcam®), qui marquent respectivement les
macrophages M0, M1 et M2, ont été investigués.

Des cellules THP-1 ont été ensemencées a une densité de 3x10° cellules/mL dans des chambres de

culture sur lame Lab-tek™ II (Thermo Scientific®, France) puis elles ont été traitées avec du PMA et
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des cytokines pour obtenir les différents sous-types de macrophages M0, M1 ou M2. Le volume de
travail a été¢ de 500 uL par chambre de culture.

Apres ’obtention des différents sous-types macrophagiques, le milieu de culture a été retiré¢ de la
chambre pour étre remplacé par une solution de formaldéhyde a 4 % pendant 15 minutes afin de fixer
les cellules. Un lavage de 5 minutes par une solution de tampon phosphate PBS, répété 3 fois, a été
réalisé avant 1’ajout pendant 60 minutes dans les chambres de culture d’un tampon de blocage (PBS
+ Sérum de chévre 5 % + Triton 0,3 %) visant a bloquer les sites aspécifiques de 1’anticorps primaire
et de perméabiliser les cellules. Une fois le blocage effectué, les solutions d’anticorps cibles sont
mises en contact avec les cellules pendant une nuit a 4°C. Chaque anticorps primaire a été dilué
(dilution 1/2 000 pour le CD206 ; dilution 1/1 000 pour le CD11c et le CD86) dans une solution de
PBS contenant 1 % d’albumine de sérum bovin (BSA) et 0,3 % de Triton. L’anticorps utilisé étant
conjugué, c’est-a-dire directement couplé a un fluorochrome (Alexa488®, Allophycocyanine-APC
et Phycoérythrine -PE), il n’a pas été nécessaire d’utiliser d’anticorps secondaire. Le lendemain, des
lavages de 5 minutes par une solution de PBS, effectués 3 fois, ont été réalisés avant 1’ajout de
Hoeschst 33258 dilué au 10 000°™ pendant 5 minutes afin de marquer I’ADN des noyaux cellulaires.
Apres 3 derniers lavages de 5 minutes, les lames ont ét¢ montées a 1’aide d’une lamelle en utilisant
un milieu de montage aqueux, le Fluoromount™ (Sigma®). Les lames ont été analysées a I’aide d’un
microscope confocal Leica® TCS SP5 MP. Les fluorochromes Alexa488®, PE et APC ont
respectivement des longueurs d’onde d’excitation de 495, 561 et 650 nm et des longueurs d’onde
d’émission de 519, 578 et 660 nm. Les conditions d’acquisition (intensité d’excitation et amplification
de signal émis) ont été¢ les mémes pour toutes les images acquises afin de mesurer et de pouvoir

comparer I’intensité des marquages fluorescents.
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II1.1.3. Investigations : réponses cellulaires

III.1.3.a. Mesure de 1’intégrité de la barriere : Résistance transépithéliale électrique et expression
des protéines de jonction

De la méme maniére que pour la validation fonctionnelle du modéle de coculture, I’intégrité de la
BAC a été évaluée avant et apreés chaque exposition aux e-liquides et aérosols. En effet, la mesure de
I’intégrité permet d’évaluer 1’état fonctionnel du modéle avant I’expérimentation et 1’impact des
expositions au niveau fonctionnel de la BAC formée par la coculture. Pour ce faire, la TER a été
relevée avant exposition aux aérosols ou aux e-liquides a J8 puis a J9 soit 24h apres les protocoles
d’exposition. La TER a été mesurée par ’intermédiaire d’un ohmmeétre épithélial Evom2® (World

Precision Instruments, Hitchin, UK) connecté a des électrodes STX2.

111.1.3.b. Mesure de la viabilité et activité métabolique cellulaire

o Mort cellulaire

Apres les différentes expositions, I’impact des e-liquides et des aérosols sur la viabilité cellulaire, a
¢été évalué. La mort cellulaire par nécrose a été étudiée par la mesure de 1’activité enzymatique de la
LDH libérée dans le milieu de culture cellulaire. Cette méthode repose sur un test colorimétrique lui-
méme basé sur la réaction enzymatique suivante : la LDH, enzyme cytoplasmique, est libérée dans le
milieu extracellulaire apres altération de la membrane cytoplasmique. Cette enzyme oxyde le lactate
en pyruvate en utilisant la forme oxydée du Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") comme
cofacteur qui se transforme en forme réduite du Nicotinamide adénine dinucléotide (NADH,H"). Ce
dernier réagit avec du sel de Tétrazolium WST en formant alors un composé coloré jaune quantifiable
par spectrophotométrie : le formazan. L’absorbance mesurée a 450 nm par I’intermédiaire d’un
lecteur de plaque iMark™ (Biorad® ; Hercule, USA) est proportionnelle au nombre de cellules lysées
et non-viables. Apres le protocole d’exposition par dilution ou aux aérosols, 10 pL de surnageant sont
prélevés en région apicale et basolatérale de la coculture et déposés dans une plaque 96 puits pour
effectuer la mesure de I’activité enzymatique de la LDH par un kit LDH (#ab65393 ; Abcam,

Cambridge, UK). Un volume de 100 pL. de substrat WST est ensuite ajouté dans chaque puits
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contenant les 10 uL de surnageant, puis la plaque est incubée 30 minutes a température ambiante

avant de relever les valeurs d’absorbance a 450 nm.

o Activité enzymatique/viabilité cellulaire

Pour évaluer I’activité enzymatique et la prolifération cellulaire, un test au sel de Tétrazolium (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (MTS) a été
utilisé. Ce dernier se base sur la réduction par les cellules métaboliquement actives du sel de
tétrazolium MTS en formazan, un produit coloré, quantifiable par spectrophotométrie. Cette
réduction en formazan repose sur 1’action des déshydrogénases dépendantes de 1’activité des
coenzymes NAD(P)H,H". L’absorbance mesurée a 490 nm par spectrophotométrie, est
proportionnelle a I’activit¢ métabolique et a la viabilité cellulaire. Apres les différents protocoles
d’exposition, le milieu de culture est retiré¢ des deux compartiments de la coculture et est remplacé
par du milieu sans SVF contenant 10 % de réactif MTS. La mesure de 1’absorbance est effectuée

aprés 3 h d’incubation des cellules a 37°C et 5 % COa.

111.1.3.c. Mesure du stress oxydant mitochondrial des cellules épithéliales alvéolaires

La production d'anions superoxydes mitochondriaux par les cellules épithéliales alvéolaires NCI-
H441 a été investiguée pour évaluer l'impact des e-liquides sous forme diluée ou des aérosols piégés.
Les cellules NCI-H441 ont été ensemencées a 1x10° cellules/mL (volume de dépot par puits = 10 uL)
sur une plaque a 96 puits a fond noir, puis placées a 37°C, 5 % CO: pendant deux jours. Le milieu
cellulaire est ensuite retiré et les cellules lavées deux fois avec du HBSS. Les cellules ont ensuite été
incubées pendant 30 minutes avec une solution de MitoSOX® diluée dans du HBSS a une
concentration finale du MitoSOX® de 5 uM. Aprés deux lavages avec du HBSS, la lecture de la
fluorescence a été effectuée a 510/580 nm sur le lecteur de fluorescence Varioskan® LUX
(ThermoFisher Scientific®) : la fluorescence a été lue pendant une heure, toutes les minutes, pour

¢tablir une cinétique de la production mitochondriale d'anions superoxydes par les cellules.
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II1.2. Développement de méthodes analytiques pour P’identification des
composés chimiques

Afin d’identifier les composés potentiellement responsables des différentes toxicités étudiées (baisse
de I'intégrité de la barriére, stress oxydant, mort cellulaire), plusieurs stratégies analytiques ont été
développées. Les deux techniques d’analyses chimiques privilégiées dans ce projet sont I’analyse par
thermodésorption associée a la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (TD-GC-MS) et la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse a

temps de vol (LC-MS-TOF).

II1.2.1. Analyse par thermodésorption associée a la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (TD-GC-MS)

Premierement, un volume de 3 pL d’e-liquide ou 3 puffs d’aérosol produit par 1’appareil Vitrocell
est/sont récolté(s) dans une cartouche Tenax® (#N9307005 ; Perkin Elmer®) contenant une matrice
en polymere poreux. Ces échantillons ont ensuite été analysés par un appareil ATD-GC-MS 3 de la
marque Perkin Elmer® a été utilisé (Figure 25). Dans un premier temps, 1’échantillon est
thermodésorbé afin d’extraire ses différents composés volatils. Pour ce faire, la cartouche est chauftée
a250°C sous un flux d’hélium pendant 3 minutes afin d’¢éluer les composés organiques volatils piégés
dans la matrice poreuse. Les composés sont ensuite piégés par effet Peltier dans un espace refroidi
avoisinant les -30°C pendant 1 minute afin de concentrer les analytes avant injection. Une deuxi¢me
étape de vaporisation est ensuite menée avec des températures graduellement croissantes, allant de -
30°C a 250°C (a raison de 40 degrés toutes les secondes) pendant moins d’une minute afin d’injecter
les gaz générés dans le chromatographe en phase gazeuse. La partie GC est composée d’une colonne
Elite-WAX (Polyéthylene glycol, longueur : 30 m, diamétre interne : 0,25 mm ; épaisseur de la
phase stationnaire : 0,25 um) placée dans un four dont la température augmente de maniére graduelle
afin d’optimiser la séparation des composés. Cette séparation est basée sur le caractere volatil des
composés chimiques ainsi que sur leur affinité avec la phase stationnaire (colonne Elite-WAX). Les
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temps de rétention pour chacun des composés analysés est spécifique et vont permettre, en partie,
leur identification. Enfin, les analytes, une fois séparés, sont détectés par un spectrometre de masse
en mode scan ce qui permet d’avoir le spectre de masse de chaque composé. Une fois les
chromatogrammes et spectres de masse analysés, les composés chimiques sont identifiés par une

bibliothéque NIST. Les échantillons sont préparés et analysés de maniére extemporanée.

Figure 25 : Chromatographe en phase gazeuse couplée a la thermodésorption et a la spectrométrie de masse ATD GC MS 3 (Perkin
Elmer®) (“Thermal Desorption — Clarus GC with TurboMatrix ATD,” n.d.)

I11.2.2. Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse a temps
de vol (LC-MS-TOF)

Les analyses en TD-GC-MS permettent d’étudier les composés organiques volatils tandis que la LC-
MS-TOF permet d’analyser et d’identifier des composés chimiques présents en mélanges complexes,
hydrosolubles ou semi-volatils. Ces deux méthodes sont complémentaires. Les ardmes présents dans
les e-liquides pour cigarettes ¢lectroniques sont dotés de structures chimiques diverses, appartenant
a des groupes aromatiques varié¢s. La LC-MS-TOF est particulierement adaptée a une analyse de type
« screening » d’e-liquides ou dite sans a priori. En effet, cette méthode permet, par sa haute résolution,
de caractériser de maniere non ciblée des ardmes ou sous-produits comme les produits de dégradation.
La mise au point d’une méthode analytique sur I’appareil Agilent® 6230B LC-MS-TOF (Figure 26)

constitue I’essentiel de cette partie du projet et sera détaillée dans la partie Résultats de ce manuscrit.
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Plusieurs parameétres ont pu étre mis au point afin d’optimiser I’identification des composés : le débit,
le volume d’injection, les pressions (gaz de nébulisation, gaz de séchage...), le type de colonne, les
tensions appliquées ... Les identifications ont ét¢ menées par I’utilisation d’une bibliothéque intégrée

au logiciel Qualitative Analysis 10.0 (Agilent®).

T

Figure 26 : Modéle 62308 de LC-MS-TOF (“62308B Time-of-Flight LC/MS | Agilent,” n.d.)

I11.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées par 1’intermédiaire du logiciel GraphPadPrism Version 10
(San Diego, USA). Les analyses statistiques des résultats relatifs aux mesures de la TER, aux tests
LDH, aux tests MTS, aux tests MitoSOX® et aux expressions protéiques (western blot) ont été
effectuées par un test ANOVA a un facteur suivi d’un post-test de comparaison multiple de Dunnett.
Enfin, les analyses statistiques des aires et périmetres cellulaires des THP-1 non traitées versus
traitées ont été effectuées grace a un test de Student (t-test). Les caractéristiques morphologiques
différentielles, les expressions normalisées relatives des marqueurs et des composantes du systeme
sérotoninergique ainsi que les valeurs d’intensité de fluorescence ont été comparées par test ANOVA

a un facteur suivi d’un post-test de comparaison multiple de Tukey.
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IV. Résultats :

IV.1. Résultats liés a la coculture associant des cellules HULEC-5a aux
cellules NCI-H441

Ce modele de culture, composé de la lignée NCI-H441 et HULEC-5a, a été utilis¢ afin de modéliser
in vitro la BAC et a ét¢ validé d’un point de vue phénotypique et fonctionnel (Sabo et al., 2023). Ce
modele a été exposé a différents types d’e-liquides pour cigarettes ¢€lectroniques : des e-liquides
composés de véhicules seuls dans un ratio PG/VG 50/50 et 76/24, des e-liquides sans nicotine
aromatisés au tabac blond, menthe-eucalyptus ou fruits rouges et des e-liquides avec nicotine
aromatisés au tabac blond.

Ces travaux ont pu mettre en évidence I’importance majeure des ardmes dans les e-liquides. En effet,
les ardmes semblent jouer un role dans la diminution de I’intégrité de la BAC, dans des processus
inflammatoires, de mortalité cellulaire et de stress oxydant. Les ardmes investigués ne semblent pas
¢gaux en termes de réponses cellulaires. L’e-liquide aromatisé au tabac blond a montré des effets
relativement faibles et proches de ceux obtenus avec des véhicules seuls, tandis que les ardmes fruits
rouges et menthe-eucalyptus ont, au contraire, induit des effets cytotoxiques plus séveres. Cette étude
a ¢galement démontré I’impact des véhicules sur 'intégrit¢ de la BAC par la modulation de
I’expression de protéines de jonction comme 1’occludine (Figure 27).

Les différentes expérimentations sont décrites dans 1’article Sabo et al., « Flavoured and Nicotine-

Containing e-Liquids Impair Homeostatic Properties of an Alveolar-Capillary Cell Model » (Annexe
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Figure 27 : lllustration résumant les différentes investigations menées et principaux résultats liés au modeéle de coculture associant les
cellules HULEC-5a aux cellules NCI-H441 (Sabo et al., 2023)
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Les résultats obtenus aprés exposition du modele a 1’e-liquide PG/VG 76/24 aromatisé aux fruits
rouges ont mis en évidence un stress oxydant mitochondrial augmenté et une réponse inflammatoire
de la BAC face a ces aromes. Nous avons souhaité investiguer cet e-liquide aromatis¢ de manicre
plus approfondie pour, éventuellement, identifier une ou plusieurs molécules responsables de ces
réponses cellulaires. L’arome fruits rouges, élaboré par I’entreprise GAIATREND, se compose de
plusieurs « sous-aromes » : fraise, framboise, mire et myrtille. Il parait intéressant d’identifier des
effets spécifiques a chacun de ces sous-ardomes. Par ailleurs, nous n’avions test¢ qu’une méthode
d’exposition : la méthode par dilution. Cette méthode simple a mettre en ceuvre ne tient pas compte
de I’étape d’aérosolisation du e-liquide qui est essentielle lors du vapotage. Nous avons donc initié
les expérimentations relatives aux expositions par dilution pour différents sous-aromes (mire,
framboise, myrtille) parallelement aux expositions aux aérosols piégés aromatisés a la mire (seconde
méthode d’exposition). Malheureusement, des difficultés rencontrées avec la lignée HULEC-5a ne
nous ont pas permis de finaliser les investigations pour 1’e-liquide fraise par dilution et pour les e-
liquides framboise, myrtille et fraise par exposition a 1’aérosol piégé.

IV.1.1. Intégrité de la BAC aprés 24h d’exposition a un milieu de culture cellulaire
contenant des e-liquides dilués ou des aérosols piégés de e-liquides

Au méme titre que les données obtenues pour 1’e-liquide « complet » fruits rouges, 1’intégrité de la
barriere semble augmenter aprés une exposition de 24h a de faibles concentrations d’e-liquides dilués
avant de chuter a des concentrations plus fortes. En effet, la mesure de la TER a mis en évidence un
effet biphasique des e-liquides mire, framboise et myrtille dilués. L’augmentation de la TER est
significative apres 1’exposition aux e-liquides mire (p <0,05), framboise (p <0,001) et myrtille
(» <0,05) des 2,5 % (Figure 28). A partir de 5 %, la TER a vu ses valeurs chuter de maniére
significative pour I’e-liquide mire (p < 0,05) et cette chute semble apparaitre a des concentrations
plus faibles que pour les autres e-liquides. En effet, pour les deux e-liquides, framboise (p < 0,0001)
et myrtille (p < 0,01) la TER ne diminue de maniére significative qu’a partir de 10 %. Ces résultats

démontrent globalement I’existence de processus cellulaires engendrant I’augmentation de 1’intégrité
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de la barriére a de faibles concentrations avant de chuter et d’atteindre un plateau a partir d’un seuil
avoisinant 5-10 % d’e-liquides. L’hyperosmolalité des véhicules du e-liquide (PG/VG) est un facteur
favorisant la rupture de la BAC, mais la présence d’ardmes comme ceux contenus dans 1’e-liquide

mire semble accentuer la réponse.
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Figure 28 : Mesure de la TER (% CTL) en fonction de la concentration d’e-liquides dilués dans le milieu de culture cellulaire et aprés une
exposition de 24h. Chaque graphique représente un e-liquide aromatisé spécifique : (A) e-liquide mire, (B) e-liquide framboise et (C)
e-liquide myrtille. Les données sont présentées sous forme de moyenne * SD, n = 2 expérimentations en triplicata. Statistiques : ANOVA
a un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett; a = 0,05 (* : p<0,05; **:p< 0,01, ***:p<0,001; ****:p <0,0001)

Une fois la deuxieme méthode d’exposition mise en place, nous avons investigué¢ I’évolution de
I’intégrité de notre modéle de BAC apres exposition a un aérosol aromatisé a la mire piégé dans le
milieu de culture. Nous avons établi, a partir du caractére hyperosmolaire des véhicules présents dans
les e-liquides, une équivalence entre les valeurs de concentration par dilution (en pourcentage) et les
valeurs de concentration par piégeage (en nombre de puffs). En effet, nous avons établi que 2,5 %
par dilution équivaut environ a 240 puffs et 1 % par dilution équivaut environ a 120 puffs. Une échelle
des équivalences est disponible dans I’article Filaudeau et al. (page 112).

Nous avons investigué de maniére préliminaire I’évolution de la TER en fonction du nombre de puffs
d’aérosol mire piégé dans du milieu de culture. Au méme titre qu’apres une exposition aux e-liquides
dilués dans le milieu de culture, I’intégrité de la BAC in vitro semble augmenter graduellement en
fonction du nombre de puffs. En effet, a partir de 60 puffs et 120 puffs, les valeurs de TER deviennent
significativement plus importantes que celles du contrdle (p < 0,01) (Figure 29). Cet intervalle de

concentrations correspond par équivalence a des valeurs de dilution oscillant entre 0,2 et 1 %. Ces
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résultats démontrent que des processus modulant I’intégrité de la BAC interviennent également apres

exposition aux aérosols pi¢geés.
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Figure 29 : Mesure de la TER (% CTL) en fonction du nombre de puffs d’aérosols d’e-liquide mire piégés dans le milieu de culture et
apreés une exposition de 24h. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD, n = 2 expérimentations en triplicata.
Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett ; a = 0,05 (** : p < 0,01)

IV.1.2. Cytotoxicité aprés 24h d’exposition a un milieu de culture cellulaire contenant
des e-liquides dilués ou des aérosols d’e-liquides piégés

Afin d’expliquer ces processus de modulation de I’intégrit¢ de la BAC, nous avons investigué
différentes réponses cellulaires découlant de ces expositions. Dans un premier temps, nous avons
étudié les réponses cellulaires liées a la perméabilisation de la membrane plasmique par le biais d’un
test de mortalit¢ LDH. De la méme maniere que pour 1’étude de I’intégrité de la BAC, nous avons
ciblé trois e-liquides différents : aromatisés a la mire, framboise et myrtille. Par dilution des e-
liquides mire et framboise, une augmentation de la LDH dans le milieu extracellulaire a ét¢ mise en
évidence de maniere significative a partir de 20 % (p < 0,0001), qui correspond a une concentration
relativement élevée (Figure 30.A et B). Pour I’e-liquide myrtille, & une concentration de 2,5 % d’e-
liquide dilu¢ dans le milieu, nous avons pu observer une augmentation significative (p < 0,05), de la
mort cellulaire, mais ce résultat n’a pas été équivalent pour des concentrations de 5 et 10 %,
contrairement a ce qui était attendu. A 20 % d’e-liquide myrtille dilué, la libération de LDH dans le
milieu est statistiquement plus élevée que le controle (p < 0,0001), comme cela a été conclu pour les

deux autres e-liquides aromatisés (mire et framboise) (Figure 30.C).
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Figure 30 : Mesure de I'absorbance de l'activité LDH (450 nm) dans le milieu apical de la culture cellulaire en fonction de la
concentration d'e-liquide déposé en région apicale de l'insert et apres une exposition de 24h : (A) e-liquide mire, (B) e-liquide
framboise, (C) e-liquide myrtille. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD, n = 2 expérimentations en triplicata.
Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett; o = 0,05 (* : p < 0,05 ; **** : p <0,0001)

Ces expérimentations ont é¢galement été menées sur le modele de BAC apres traitement avec 1’aérosol
aromatisé a la mire piégé dans du milieu de culture. Nous n’avons observé aucune augmentation
significative de la mortalité cellulaire aprés des expositions a 1’aérosol piégé allant de 10 a 120 puffs
(Figure 31). Nos résultats sont en accord avec les résultats déja obtenus avec des liquides dilués dans
le milieu de culture. En effet, les équivalences établies précédemment entre les deux méthodes
d’exposition montrent que 1’exposition a 120 puffs représente environ 1 % d’exposition de 1’e-liquide

par dilution et apparait ici comme la concentration la plus élevée testée par piégeage de 1’aérosol.
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Figure 31 : Mesure de I'absorbance de I'activité LDH (a 450 nm) dans le milieu apical de la culture cellulaire en fonction du nombre de
puffs de I'e-liquide mire piégé dans le milieu de culture cellulaire déposé en région apicale de I'insert et apres une exposition de 24h.

Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD, n = 1-2 expérimentations en triplicata. Statistiques : ANOVA a un facteur,
suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett ; a = 0,05
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IV.1.3. Viabilité et activité métabolique cellulaire aprés 24h d’exposition a un milieu de
culture cellulaire contenant des e-liquides dilués ou des aérosols piégés de e-liquides

L’¢tude de I’activité métabolique cellulaire a ét¢é menée grace a un test au MTS. Contrairement aux
résultats obtenus par la mesure de 1’activité LDH dans le milieu de culture, relatifs a la mortalité
cellulaire par perméabilisation de la membrane plasmatique, nous avons mis en évidence des réponses
pour des concentrations d’e-liquides plus faibles. En effet, 1’activit¢é enzymatique cellulaire
investiguée par un test MTS montre une augmentation significative pour les e-liquides mire et
framboise, a 0,2 % et a 1 % (Figure 32.A et B). Cette augmentation significative a 0,2 % a également
¢été¢ démontrée pour 1’e-liquide myrtille (p < 0,01) (Figure 32.C). Ce dernier a également induit une
augmentation significative de I’activité enzymatique cellulaire a 5 % (p <0,01). Au contraire, a forte
concentration (20 %), I’activité enzymatique a été statistiquement altérée et diminuée pour les trois

e-liquides par une méthode de dilution dans le milieu de culture (p < 0,0001).
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Figure 32 : Mesure de I'absorbance du formazan dans le test MTS (a 490 nm) en fonction de la concentration d'e-liquide dilué, déposé
en région apicale de l'insert et aprés une exposition de 24h : (A) e-liquide mdre, (B) e-liquide framboise, (C) e-liquide myrtille. Les
données sont présentées sous forme de moyenne * SD, n = 2 expérimentations en triplicata. Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi
du test de comparaisons multiples de Dunnett; a = 0,05 (** : p < 0,01, ***: p < 0,001 ; **** : p < 0,0001)

Nous avons ensuite souhaité mettre ces résultats en regard de ce qui a été observé pour 1’aérosol issu
de I’e-liquide mire piégé dans le milieu de culture. Ces expérimentations, illustrées par la Figure 33,

mettent en évidence une baisse significative de I’activité enzymatique cellulaire a une concentration
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¢gale a 60 puffs (p <0,05). Ces résultats restent difficiles a interpréter compte tenu de leur variabilité

et du faible nombre d’expérimentations qui ont pu étre menées.
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Figure 33 : Mesure de I'absorbance du formazan dans le test MITS (% CTL) en fonction du nombre de puffs d’e-liquide mire piégé dans
le milieu de culture, déposé en région apicale de I'insert et mesuré 24h apres exposition. Les données sont présentées sous forme de
moyenne * SD, n = 1-2 expérimentations en triplicata. Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de
Dunnett; a=0,05 (*: p <0,05)

IV.1.4. Résumé des investigations et résultats obtenus a partir du premier modeéle de
coculture

Le résumé des différents résultats obtenus a partir du premier modele de BAC est présenté dans le

tableau ci-dessous (Tableau 4).

Tableau 4 : Résumé des investigations menées sur le premier modéle in vitro de BAC suivant le type d’e-liquide aromatisé et les
méthodes d’exposition choisis

ey 8 et —_ Exposition a
Exposition a I’e-liquide dilué , P s
I’aérosol piégé
Miire Framboise Miire
Osmolalité Hyperosmolalité des
des milieux de Hyperosmolalité des milieux apres dilution des e-liquides aromatisés des 1% milieux aprés pi¢geage de
culture ’aérosol dés 120 puffs
Auementation de Iintéerité Augmentation de Augmentation de
Etude de £ X Hee Pintégrité de la BAC ade | I’intégrité de la BAC a de .
i r s de la BAC a de faibles . . . . Augmentation de
I’intégrité de . o faibles concentrations faibles concentrations e R
. concentrations (2,5 %) o o I’intégrité de la BAC a
laBAC in PP . 2,5 %) 2,5 %) .
. Puis diminution a partir de L - TN . partir de 60 puffs
vitro 50, Diminution de la résistance Puis diminution a partir
° 4 partir de 10 % de 10 %
Etude de zi“ugme_n tation sign 1ﬁcgt1ve Augmentation significative . AAug_men‘tatlon. S e s
1’ activité a de faibles concentrations 2 de faibles concentrations significative a de faibles Diminution de I’activité a
ti (0,2 %) (0,2 %) Diminution de concentrations (0,2 %) partir a 60 puffs
enzymatique Diminution de ’activité a o o) . o Diminution de I’activité a uniquement
cellulaire partir de 20 % ’activité a partir de 20 % partir de 20 %
Etude de la . , Augmentation de la . Pas de différence
. Augmentation de la nécrose R o o Augmentation de la . R
nécrose . At nécrose cellulaire a 2,5 % . s 00 significative par rapport
. cellulaire a 20 % Ao nécrose cellulaire a 20 % A
cellulaire puis a 20 % au controle
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IV.2. Validation d’un deuxiéme modele de coculture et évaluation des effets
des e-liquides/aérosols sur la barriére in vitro

IV.2.1. Article « Berry e-liquid flavours toxicities are not equal on an alveolar-capillary
barrier cell model according to two exposure methods »

L'objectif de ces travaux a été de développer et de valider un modele in vitro de la barriére alvéolo-
capillaire afin de I’exposer a des e-liquides/aérosols par I’intermédiaire de deux méthodes
d’exposition différentes. Différentes réponses cellulaires ont été investiguées post-exposition aux e-
liquides/aérosols. Les liquides pour cigarette électronique étudiés dans cet article sont des e-liquides
composés d’un ratio 76/24 de PG/VG, sans nicotine, aromatisés aux fruits rouges (fraise, framboise,
mire, myrtille). Nous avons utilisé deux méthodes d'exposition distinctes : exposition par dilution de
l'e-liquide dans le milieu de culture et exposition aux aérosols piégés dans le milieu de culture. Les
différentes investigations menées ont permis de valider phénotypiquement et fonctionnellement le
modele de coculture (lignées cellulaires NCI-H441 et EA.hy926). Les deux méthodes d'exposition
testées montrent des différences significatives en termes de toxicité des e-liquides/aérosols sur la
BAC (intégrité de la barricre et stress oxydant mitochondrial), probablement dues a des différences
dans les compositions aromatiques et les produits de dégradation générés. Les ardmes ne sont pas
tous égaux en termes de toxicit¢ au niveau cellulaire, il semble donc essentiel d'identifier

chimiquement les composés responsables de ces différents degrés de toxicité.
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Abstract: E-cigarettes is presented as a smoking cessation tool, less harmful than tobacco
and is now a regular feature of everyday life. However, the fruity and sweet flavours are
attractive to teenagers, who may be trap young people into nicotine addiction. E- liquids
contain a mixture of nicotine, humectants and flavourings, appear to have effects on the
pulmonary system, and particularly on the alveolar-capillary barrier (ACB). The aim of
this work is to study the toxicity of nicotine-free e-liquids/aerosols flavoured with berries
(strawberry, raspberry, blackberry, blueberry) using two exposure methods. First, we val-
idated an in vitro model of the ACB using epithelial NCI-H441 and endothelial EA.hy926
cells. Barrier integrity, production of oxidative species and cytotoxicity were assessed by
TER measurement, mitoSOX® test and LDH test, after exposure to two different methods:
dilution of the e-liquid and aerosol trapping in the culture medium. Our model mimicked
phenotypically and functionally the ACB. The two exposure methods tested showed sig-
nificant differences in terms of e-liquid/aerosol toxicity on the ACB, probably due to dif-
ferences in aromatic and degradation products. Flavours are not all equal in terms of cell
toxicities, so it seems essential to identify chemically the compounds responsible for these
different degrees of toxicity.

Keywords: e-cigarettes; berry flavours; alveolar-capillary barrier; oxidative stress; tran-
sepithelial resistance; trapped aerosol

1. Introduction

Electronic cigarettes (e-cig) emerged on the market in the 2010s and have often been
presented as a less harmful alternative to conventional cigarettes. Initially targeting smok-
ers wishing to reduce or even stop their tobacco consumption, their use has gradually
been directed towards a younger public, and sometimes non-smokers [1]. This dynamic
can be explained by the diversity of flavours offered to consumers, some of which are
described as recreational. E-cig typically comprise three main components: a battery, a
resistor and an e-liquid tank. Several generations of e-cig have seen the light of day since
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they were first launched on the market, but it's mainly the 3rd generation that offers users 42
a personalized experience. In fact, it allows modulation of several key parameters of the 43
e-cig, such as power, voltage and coil heating temperature. In addition to these various 44
parameters, the e-liquid is also an important part of the consumer's experience. E-liquid 45
is made up of a vehicle classically composed of propylene glycol (PG) and vegetable glyc- 46
erine (VG), nicotine and flavourings. The choice of flavours is vast, making it all the more 47
complex to study the toxicity of e-liquids [2]. A number of in vitro studies have demon- 48
strated that the vehicles and flavours used in e-liquids are involved in toxicity processes 49
[3, 4, 5]. Indeed, even without nicotine, flavoured nicotine-free e-liquids seem to represent 50
a real risk for several major biological systems, with the pulmonary system in the front 51
line. Certain aromatic compounds induce deregulation of the oxidative and inflammatory 52
balance, as well as functional and structural alterations in airway tissues [3, 4,5, 6,7, 8,9]. 53
In addition to aromatic compounds, there are aerosolization products derived from the 54
oxidation of PG and VG, some of which are known to be toxic or carcinogenic [10, 11]. 55
These in vitro investigations have been backed up by several in vivo studies highlighting 56
the harmful effects of flavoured and unflavoured nicotine-free e-liquids [12, 13, 14, 15, 16, 57
17,18, 19, 20]. Fruit is the flavour most frequently preferred by e-cigarette users, followed 58
by menthol flavours, then tobacco and other flavours [21]. It seems essential to identify 59
the different toxicities of fruity e-liquids, which are not well-investigated [8, 22, 23]. Here, 60
our aim is to assess the in vitro toxicity of a highly popular group of flavours: red fruit 61
flavours (Strawberry, Raspberry, Blackberry, Blueberry) on an in vitro model of the alve- 62
olar-capillary barrier (ACB). The latter has been validated phenotypically and function- 63
ally. Two methods of exposure to e-liquids (dilution and trapped aerosols) have also been 64
developed and compared in order to investigate the cellular toxicities. To this end, cell 65
death by necrosis, barrier integrity in vitro and mitochondrial oxidative stress were inves- 66

tigated and described in this work. 67
2. Materials and Methods 68
2.1. Chemical and reagents 69
e  Culture cell and tests 70

RPMI 1640 (#11530586), DMEM (#11574486), SVF (#11573397), Pen-Strep antibiotic 71
(#15140122), GlutaM AX™ (#35050-038), Trypsin (#¥25200-036), DPBS (#14190144) and Mito- 72
SOX® (#M36008) were purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Hydro- 73
cortisone (#H0888) was obtained from Sigma (Saint-Louis, USA). Lactate Dehydrogenase 74
(LDH) kit (#ab65393), MTS kit (#ab197010) and SP-D SingleStep ELISA® kit (#ab239431) 75
were acquired at Abcam (Cambridge, UK). Inserts (#83.3932040) were purchased from 76

Sarstedt (Niimbrecht, Germany). 77
e qRT-PCR 78
TRIzol™ solution (#15596018) was obtained from Thermo Fisher Scientific (Waltham, 79
USA). 80

qRT-PCR reagents were purchased from Bio-Rad (Hercule, USA): iScript™ Reverse Tran- 81
scription Supermix (#1708841), SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix 82
(#1725271) and primers (Table A.1 — Appendix A). 83
e  Waestern blot 84
The Bovine Serum Albumine (BSA) (#A9647) and the solution of Triton™ X100 (#T8787) 85
were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). Normal goat serum (#52000-100) 86
was obtained from Dutsher (Bernolsheim, France). Western blot membranes (#1704157), 87
Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards (#1610363) and Precision Protein™ 88
StrepTactin-HRP Conjugate (#161-0380) were acquired at Bio-rad (Hercule, USA). Tris 89
Glycine-SDS Buffer 10X (#EU0510) was obtained from Euromedex (Souffelweyersheim, 90
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France). Luminata™ solution (fWBLUC0500), Immobilon Classico Western HRP sub- 91
strate, was purchased from Merck Millipore (Molsheim, France). Antibodies were ob- 92
tained from Abcam (Cambridge, UK) or Invitrogen — Thermo Fisher Scientific (Waltham, 93
USA) and are detailed in Appendix A (Table A.1). 94
e Immunofluorescence 95
Formalin solution (#5700), PBS tablets (#18912-014) and some antibodies (Table A.1 - Ap- 9%
pendix A) were purchased from Thermo Scientific Fisher (Waltham, USA). Aqueous 97
Mounting Medium with DAPI (#ab104139) and some antibodies (Table A.1 — Appendix 98

A) were obtained from Abcam (Cambridge, UK). 99
e e-Cigarette devices and e-liquids tested 100
Devices and e-cig liquids were obtained from GAIATREND company (Rohrbach-les- 101
Bitche, France). 102
103
2.2. Cell Culture 104

Two different cell lines were used in our study to mimic the ACB. The NCI-H441 cell 105
line (ATCC® - HTB-174™), which is derived from a human papillary adenocarcinoma of 106
the lung, was the epithelial cell line. The other cell line used in this study is EA.hy926 107
(ATCC® - CRL-2922™) established by fusing primary human umbilical vein cells witha 108
thioguanine-resistant clone of A549 by exposure to polyethylene glycol (PEG). EA.hy926 109
cells were used as lung endothelial cells. 110

2.2.1. Maintenance of cell lines 111

NCI-H441 cells were maintained using RPMI 1640 medium supplemented with 10% 112
of fetal bovine serum (FBS) and Pen-Strep antibiotic (0.5%). The cells were subcultured 113
twice a week and maintained at a maximum of 25 passages. These epithelial cells were 114
used in the coculture model as type Il alveolar cells. 115

EA.hy926 cells were maintained in DMEM medium supplemented with FBS (10%), 116
Pen-Strep antibiotic (0.5%) and GlutaMAX"™ (4 mM). Cells were subcultured up to twicea 117
week and maintained at a maximum of 25 passages. These endothelial cells are used in 118
the coculture model as endothelial cells of the pulmonary microvascularization. 119

2.2.2. Coculture model 120

A 24-well Transwell insert was used to build the coculture model (Figure 1). Thein- 121
sert consists of a microporous polyethylene terephthalate (PET) membrane with 0.4 ym 122
pore size. The first day of the culture, 30 uL of the endothelial cells suspension (EA.hy926 123
at 1.67x10¢ cells/mL) were seeded on inverted insert. It was left for 4h at 37°C and 5% CO2 124
to adhere to the lower part of the insert membrane. The inserts were then inverted and 125
placed in 24-well plates containing 800 uL. of DMEM medium in the basolateral region 126
and 200 uL of DMEM medium was added in the apical region. 127

Two days later, 200 uL of the alveolar epithelial cell suspension (NCI-H441 at 128
2.5x10° cells/mL) were seeded in the apical region of the insert. A coculture medium, con- 129
taining RMPI-1640 and DMEM medium in a 50/50 ratio and 1 mg/L of hydrocortisone, 130
was deposited in both compartments of the model to facilitate cell growth. The coculture 131
medium was changed every two or three days until treatments and tests began on day 9. 132

2.3. Validation of the coculture model 133

To confirm that our coculture model is indeed a cellular model of the alveolar-capil- 134
lary barrier, we characterized it phenotypically and functionally. 135
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Figure 1. Setting up a coculture model mimicking the alveolar-capillary barrier in vitro. Figure 137
shows, chronologically, the various stages involved in setting up the model. At D0, EA hy926 are 138
seeded on an inverted 24-well insert (0.4 pum pore size, PET membrane). Four hours later, the inserts 139
are inverted in a 24-well plate previously filled with culture medium. At D2, NCI-H441 cells are 140
seeded in the apical region of the insert in culture medium common to both cell lines. At D8, the 141
model can be exposed to e-liquids. Finally, at D9, various experiments can be carried out as descript 142

in methods. Created in https://BioRender.com. 143
144
2.3.1. Phenotypic characterization 145

Phenotypic characterization was based on the expression and localization of specific 146
proteins directly related to cellular type and function. This is why, we looked for the ex- 147
pression of surfactant proteins (SP-A and SP-D) and junction proteins (Occludin and ZO- 148
1) in epithelial cells and the expression of endothelial NO synthase (eNos), von Willbrand 149

factor (vWF) and CD31 in the endothelial cells. 150
151
152
2.3.1.1. RT-gPCR 153

To extract total RNA from the different cell types (EA.hy926 and NCI-H441), a TRIzol 154
solution was used according to the following protocol. After removal of the cell culture 155
medium, the cells were solubilized in TRizol, the total RNAs were then isolated with a 156
chloroform solution, precipitated with isopropanol and washed with a 75% ethanol solu- 157
tion. The amount of RNA extracted was quantified using a NanoDrop™ One (Ther- 158
mofisher Scientific). Both steps, reverse transcription (RT) followed by amplification 159
(gPCR), were made possible by a Bio-rad thermal cycler (CEX96 - C1000 Touch™). Retro- 160
transcription of total mRNA into cDNA was performed using an iScript™ mix: samples 161
were heated for 5 min at 25°C, then at 46°C for 20 min and finally at 95°C for one minute. 162
The final step, amplification of the target sequence using specific primers, was carried out 163
using a SsoAdvanced™ mix containing dNTPs, DNA polymerase and a fluorescent indi- 164
cator SYBR® Green. The amplification cycle comprises 2 main stages: cDNA denaturation 165
(30 seconds at 95°C), followed by primer hybridization and elongation (30 seconds at 166
60°C). It is repeated 45 times. Three reference genes were used to calculate the relative 167
expression of target genes: 185, GAPDH and Actin. All primers used were obtained from 168
Bio-Rad (detailed in Table Al). SP-A, SP-D, ZO-1, Occludin, vVWF and eNos genes were 169

targeted by qRT-PCR. 170
171
2.3.1.2. Western Blot experiments 172

Protein expression was studied using the Western blot technique as follows. Cells 173
were lysed with a lysis solution composed of HEPES, EDTA, NaCl and Triton X-100, pro- 174
tease and phosphatasc inhibitors. The lysate was centrifuged at 10 000 g for 10 min. The 175
proteins contained in the supernatant were measured using the Bradford method. Proteins 176
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were denatured with B-mercaptoethanol and samples, loaded with 20 ug of proteins, mi- 177
grated by electrophoresis onto an SDS-page matrix (10%). Proteins were then transferred 178
onto Polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes by a Trans-Blot Turbo System (Bio-rad). 179
To block non-specific sites, the membranes were incubated with a solution of Phosphate- 180
Buffered Saline (PBS) and skimmed milk (10%) for one hour and then incubated overnight 181
at 4°C, with the primary antibody, diluted as recommended by the supplier (Table A1). 182
The following day, after several washes, the membranes were incubated for 1 hour atroom 183
temperature with the HRP-coupled secondary antibody, diluted as recommended by the 184
supplier (Table A1). The chemiDocXRS system (Bio-rad) was used to reveal the bands of 185
interest by chemiluminescence after incubating the membranes with Luminata™ as HRP 186
substrate. Using Image Lab software (Bio-rad), the intensity of the bands of interest was 187
analyzed and quantified in relation to the total proteins present in the samples measured 188

by stain-free method. 189
190
2.3.1.3. Immunofluorescence experiments 191

Cells were fixed with a 4% formaldehyde solution for 15 min. After several washes 192
in PBS, permeabilization and blocking of non-specific sites were performed for 60 min 193
using blocking buffer (PBS + 5% normal goat serum + 0.3% Triton). Fixed cells were then 194
incubated overnight at 4°C with the primary antibody specific to the protein of interest, 195
diluted according to the supplier's recommendations (Table A1) in a PBS solution contain- 196
ing 1% BSA and 0.3% Triton. The following day, after several wash with PBS, cells were 197
incubated with the secondary antibody reactive against the primary antibody species for 198
2 h and diluted as recommended by the supplier (Table A1) in a PBS containing 1% BSA 199
and 0.3% Triton. After three final washings, the coverslips were mounted on slides/inserts 200
using mounting medium containing DAPI, in order to label the DNA of cell nuclei. 201
Slides/inserts were analyzed using a Zeiss LSM800 confocal microscope. The acquisition 202
conditions (excitation intensity and amplification of the emitted signal) were the same for 203

all samples labelled with the same primary antibody. 204
205
2.3.1.4. Determination of SP-D protein by ELISA technique 206

SP-D concentration in NCI-H441 cells was measured by an ELISA (Enzyme-Linked 207
Immunosorbent Assay) kit. This experiment was performed on cell culture supernatant. 208
The coculture was seeded on insert as previously explained. On day 9, the supernatant 209
from the apical region of the insert was collected and stored at -20°C, to measure the 210
amount of SP-D protein secreted by NCI-H441 epithelial cells. The SP-D protein is cap- 211
tured by a capture antibody attached to the 96-well plate support, and is recognized by a 212
detection antibody linked to the HRP (Horseradish Peroxidase) enzyme. On addition of 213
the HRP substrate, TMB (3,3',5,5"-tetramethylbenzidine), an enzymatic reaction generates 214
a signal proportional to the amount of SP-D protein, measurable at 450 nm by spectropho- 215
tometry. Concentrations are based on results obtained with the standard range. For each 216

experiment, samples and range points were analyzed in duplicate. 217
218
2.3.2. Functional characterization 219

Functional characterization of the model was based on an assessment of the barrier’s 220
integrity. Trans-epithelial resistance (TER) was chosen as the reference method because it 221
is a non-invasive method which allows validation of the coculture before further use. TER 222
was also measured after each experiment to measure the impact of the experiment on the 223
ACB model integrity. A decrease in TER values corresponds to a decrease in the barrier's 224
integrity. 225
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TER was measured with the Evom2® epithelial ohmmeter (World Precision Instru-
ments, Hitchin, UK) which was connected to standard STX2 electrodes.

2.4. Exposure methods

To define several toxicities of e-liquids, we compared two exposure methods to our
cell model of ACB. The first one was based on the dilution of the e-liquid directly in the
cell culture media, whereas the second one consisted of exposing the cells to the aerosol
of e-liquid trapped in cell culture media.

2.4.1. Exposure method by e-liquid dilution

This exposure method was based on the dilution of the e-liquid directly in cell culture
media: RPMI-1640/DMEM 50/50 for coculture; DMEM for EA.hy926 monoculture and
RPMI-1640 for NCI-H441 monoculture. We tested several concentrations ranging from 0.2
to 10% during 24H.

2.4.2. Exposure method by trapping the e-cigarette aerosol

This method consisted of trapping the e-cig acrosol in culture medium, set as cell
medium at D8 and during 24h. To produce the acrosol, an iStick TC40W electronic ciga-
rette of the Eleaf brand was chosen as well as a RIOK clearomizer containing a resistance
of 0.7 Ohm Mesh. The aerosol produced was entrained through tubing into a gas washer
bottle by a peristaltic pump Flexicon PF6-B with a flow rate of 480 mL/min. The gas
washer bottle was composed of a porosity 2 sintered glass. The aerosolization protocol
consists of producing a puff of 3 seconds every 30 seconds, varying the total number of
puffs from 10 to 240 puffs.

Exposure methods

1 E-liquid dilution in cell culture media 2 Trapping of the aerosol in cell culture media and exposition to the cells

Culture
medum

Eliqud —e

L4
N / Puff
D protocol:
3 second
1 puff every 30

Pump: 480

mL/min

=
\ >

Concentration Number of
—
range: puffs:
0.2%-10% 10 - 240 puffs

Figure 2. Schematic representation of the two exposure methods used. (1) The first involves diluting the

e-liquid of interest directly in the culture medium which will be deposited in the apical region. Concen-

tration values vary between 0.2 and 10%. (2) The second involves trapping an acrosol in the culture me-

dium (3 second puff every 30 seconds), using a gas washing bottle connected to an e-cig device and a

peristaltic pump, respectively. Then the medium is set as culture medium in apical region. The protocol

varies the total number of puffs from 10 to 240 puffs. Created in https://BioRender.com
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2.5. Tests to evaluate equivalence between the two methods of exposition 262

To compare these two methods, we established an equivalence between the percent- 263
age of e-liquid dilution and the number of trapped puffs in medium with different indi- 264
cators. Thus, for each method, the mass of e-liquid consumed during the protocol was 265
measured. The clearomizer was weighed before and after the acrosolized protocol to eval- 266
uate the mass of e-liquid consumed after each puff protocol. A second indicator was the 267
measurement of culture medium osmolality as a function of dilution or number of puffs 268
taken. This was carried out using the Fiske® Micro Osmometer model 210 (Advanced in- 269

struments, Norwood, Massachusetts, USA). 270
271
2.6. E-liquids of interests 272

This study used 4 different flavoured nicotine-free e-liquids, all composed of a 76/24 273
ratio of PG and VG. Four flavours make up these different e-liquids: Strawberries, Rasp- 274
berries, Blackberries and Blueberries. The e-liquids were obtained from the Alfaliquid® 275

brand (GATATREND, Rohrbach-les-Bitche; France). 276

277
2.7. Cell tests after exposure to diluted e-liquid or aerosol trapped in culture medium 278
2.7.1. LDH assay as cell necrosis indicator 279

Cell death by necrosis were investigated using a LDH assay. It is a colorimetric 280
method based on the oxidation by LDH of the lactate in pyruvate with the generation of 281
NADH which will itself react with the Water Soluble Tetrazolium salt (WST) by forming 282
a yellow component. The intensity of the yellow dye is proportional to the number of 283
lysed and therefore non-viable cells. 284

Ten microliters of medium were taken from each insert, in the apical and basolateral 285
regions, and deposited on a 96-well plate. Next, 100 ul of WST substrate diluted in buffer 286
were deposited per well and incubated with the cell supernatant for 30 minutes at room 287
temperature. The absorbance was measured at 450 nm using the iMark™ microplate 288

reader (Biorad®) 289
2.7.2. MitoSOX® assay as an indicator of mitochondrial oxidative stress 290
The production of mitochondrial superoxide anions in alveolar epithelial cells was 291
used to investigate the impact of e-liquids in dilute or trapped form at the cellular level. 292
The NCI-H441 cells were seeded at 1x10¢ cells/mL (100 puL per well) on a 96-well plate 293

with a black background and then placed at 37° C, 5% CO: for two days. 294

The cell medium was removed, and the cells were washed twice with Hank's Bal- 295
anced Salt Solution (HBSS). Subsequently, the cells were incubated for 30 minutes witha 296
5 uM solution of Mitosox® diluted in HBSS. After two washes with HBSS, the fluorescence 297
reading at 510/580 nm was then programmed on the Varioskan® LUX plate reader (Ther- 298
moFisher Scientific®): the fluorescence was read every minute to establish a kinetics of the 299
mitochondrial production of superoxide anion. The Area Under the Curve (AUC) was 300
calculated from the kinetic curve and represented as the percentage of total superoxide 301

anion produced over 1 hour. 302

303
2.8. Statistical analysis 304
Statistical analyses were performed using GraphPadPrism Version 10 software (San Di- 305

ego, USA). Statistical analyses of results relating to TER measurements, LDH tests, Mito- 306
Sox® tests were performed by a one-factor ANOVA test followed by a Dunnett's multi- 307
ple comparison post-test and a p-value of less than 0.05 was required to consider statisti- 308
cal significance. 309

310
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3. Results 311

1.1.  Phenotypical characterisation of the alveolo-capilarry barrier cells model 312

The first step of our study was to validate the characteristics of our cell model asan 313
alveolo-capillary barrier model. Specific markers of alveolar epithelium and endothelium 314
cells were investigated on the two cell types by RT-qPCR, western blot and immunofluo- 315
rescence. 316

As shown in figure 3, ZO-1 and Occludin, two tight junction proteins, were expressed 317
and identified in NCI-H441 cells (Figure 3A to 3D). ZO-1 was specifically and only present 318
on the membrane of the cells as expected (Figure 3C). The same pattern was observed for 319
Occludin (Figure 3D). SP-A and SP-D, two surfactant proteins, were also expressed in 320
NCI-H441 cells, on mRNA and protein level (Figure 3A and B). The concentration of SP- 321
D protein was measured by ELISA in NCI-H441 monoculture. The average was around 322
53 pg/mL. It should be noted that the concentration of SP-D measured in the coculture 323
averaged 172 pg/mL and was significantly higher than in monolayer NCI-H441 (Figure 324
A2). 325

In another hand, the expression and localization of the von Willebrand factor (vWEF), 326
a coagulation factor, were observed only in EA hy926 cells. The vWF protein was localized 327
in cytoplasm as expected and shown in figure 3G. As eNos, principally expressed in the 328
vascular endothelium, is one of the three isoforms that synthesize nitric oxide (NO), its 329
presence was successfully identified in endothelial cells as shown in figure 3E, 3F and 3H. 330
Finally, CD31, the last endothelial marker tested, was identified in EA.hy926 cells as 331

shown in figure 3F. 332
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Figure 3. NCI-H441 (A, B, C and D) and EA.hy926 (E, F, G and H) cell lines characterizations using 335
expression of specific proteins. (A) shows the ACq of the various mRNA targets used to characterize 336
NCI-H441 (Occludin, ZO-1, SP-A and SP-D) compared with housekeeping genes. (B) shows western 337
blotting band density on NCI-H441 cells, of three proteins of interest: Occludin, SP-D and ZO-1. (C) 338
and (D) show NCI-H441 cells in which respectively ZO-1 and Occludin are labelled with Alexa-647® 339
(red). (E) shows the ACq of the mRNA targets used to characterize EA.hy926 (vWF and eNos) com- 340
pared with housekeeping genes. (F) shows western blotting band density of three proteins of inter- 341
est: eNos, VWF and CD31. (G) and (H) show EA hy926 cells in which vWF, an endothelial protein, = 342
is labelled with Alexa488® (green) and eNos, an enzyme expressed by the vascular endothelium, is 343
labelled with Alexa647® (red), respectively. All images were captured with a confocal microscope, 344

nuclei were labelled with DAPI (blue) and scale bar are 20 um. Histograms results are means from 345
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3 separate experiments of triplicates + SEM. Western blot histogram normalizes the signal with 346
stain-free technology (total proteins) 347

1.2. Functionnal characterisation of the alveolo-capilarry barrier cells model 348

The second step of our study was to validate the function of our cell model as an 349
alveolar-capillary barrier model. This was tested by measuring transepithelial resistance 350
(TER) values every day in mono and coculture conditions. As shown in Figure 4B, cocul- 351
ture was most effective as a barrier and over a longer time (6 days), followed by epithelial 352
cells but the efficacy was shorter in time (only 3 days). The stable TER values were be- 353
tween 300 and 400 Ohm.cm? from D6 and D11 for the coculture. Epithelial cells play an 354
essential role in barrier function of the coculture. Based on these results, all experiments 355
were carried out at D8 and only if the TER coculture measured was greater than 300 356

Ohm.cm2. 357
358
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Figure 4. Functional assessment of the barrier in vitro by measuring transepithelial resistance values 360
in (Ohm.cm?) over time (days) under three different conditions. (A) represents the method used to 361
measure TER. (B) represents TER values obtained for EA.hy926 cells alone (red), NCI-H441 cells 362
alone (green) and coculture (blue) over time. Values represent mean + SEM from 3 separate experi- 363
ments of triplicates. Created in https://BioRender.com 364

1.3. Exposition equivalence between the two methods of exposition 365

While for the method of diluting the e-liquid in the cell culture medium, the molecular 366
concentrations were known for all the components present in the e-liquid, this is not the 367
case for the method of trapped aerosol of the e-liquid. For this reason, we measured 368
2 markers in the cell culture medium used for each type of exposure. The results presented 369
in Figure 5 show that 240 puffs trapped approximatively represent the equivalence of 1% 370
of e-liquids vehicles mass, but correspond with more than 2.5% of vehicle osmolality. 371
Overall, these results show that a large number of puffs were required to achieve equiva- 372
lence for a low concentration of diluted products. 373
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Mass values (mg) Osmolality values (mOsm/kg)
E-liquid I Trapped E-liquid Trapped
dilution aerosol dilution aerosol

2,5%
5% - 3.00
1%— 3.13
3.06 — 240 puffs
2,5% — %g% — 240 puffs
279 — 120 puffs .
2.57 - 60 puffs
o 9 2.66 — 120 puffs
0,2%— 243 1% 2.65 P
2.29 — 30 puffs
P . 256 - 60 puffs
2.13 - 20 puffs 0,2%— 2.54
- 2.46 - 30 puffs
1805~ 10 puffs 2.42 - 10 and 20 puffs

: 374
Figure 5. Schematic representation of the equivalences calculated between the dilution 375

and aerosol entrapment exposure methods, based on two different parameters: mass (mg) 376
and osmolality (mOsm/kg). The results are presented as a logarithmic scale (Logw) and 377
represent the mean of the results obtained for each flavoured e-liquid (Strawberry, Rasp- 378
berry, Blackberry, Blueberry). Created in https://BioRender.com. 379

1.4. Impact of exposure on the cell viability 380

LDH is a cytoplasmic enzyme expressed constitutively in all cell types, it is released 381
into the culture medium during cytolysis. Measurement of absorbance (450 nm) of the 382
LDH products after exposure to increased e-liquid concentrations by dilution (from 0.2 to 383
10%) or trapping of aerosol (from 10 to 240 puffs) was not modified compared to untreated 384
cells, except for Blueberry flavored e-liquids (Figure A.3). In fact, at a range of small con- 385
centrations of Blueberry flavored e-liquids diluted in culture medium (0.2 to 2.5%), we 386
observed a significant decrease of LDH absorbance and therefore a significant decrease of 387
cell death. We have also demonstrated a tendency towards increased LDH at high con- 388
centration (10%) of diluted flavoured e-liquids. 389

1.5. Impact of exposure on the barrier permeability 390

Increasing the osmolality of the culture medium is a factor in cell retraction, which 391
can lead to permeabilizing or breaking of the cell barrier. The molecules influencing os- 392
molality are mainly the PG and VG of the vehicle. The cell barrier significantly increased 393
its permeability from a dilution of PG/VG to more than 5% of liquid or more than 394
1000 mOsm/kg (Figure 5 and 6). It is interesting to note that the dilution of small quanti- 395
ties of e-liquid (0.2 to 2.5%) in the cell culture medium has no impact on the permeability 39
of the barrier except for a 2.5% dilution of e-liquid containing strawberry or raspberry 397
flavours. In the latter two cases, the TER values were increased meaning that the barrier 398
was significantly strengthened. 399

122



Toxics 2025, 13, x FOR PEER REVIEW 11 of 21

In our experiments with trapped aerosols, the TER value does not decrease due to the
low trapping of PG/VG in the culture medium after the generation of 10 to 240 puffs. More
surprisingly, in cell medium containing trapped aerosol, the TER profile was different
compared to PG/VG profile, insofar as an increase in TER was observed with all the berries
but with different intensities and depending on the number of puffs. Thus, for the straw-
berry and raspberry aerosols emerged a significant increase of TER from 60 puffs, whereas
the other berry flavours only induced a significantly increased of TER from 120 puffs.
Moreover, Blackberry and Raspberry aromas presented a maximum of values up to 169%
and 171% of the control, respectively.

* Ak

;\? - bbbl
x 1001 . - -r-4- D [

w

=

Breaking the barrier

150
&i&:ﬂo& ) \:\)«’ e $a°>\°‘°\\°‘ g Reinforcing the barrier
EP A Qs D800 She* % 100 s
E Breaking the barrier
B PGIVG 76/24 50
Rk
[ 0
200 s ‘o\y\{(@o@ SO 0 \\o.@\\o‘*o‘

OB

Qn o\
Sttt stenst g

Reinforcing the barrier Blackberry

Breaking the barrier

& E : Py
o
’ > &2 & W& O @ & & rrve
o«“%“"«“'&q‘g\ °>\«“§J°>\Q‘$ X0 o

CTP P ATS R, e SNs® 200

Strawberry 150
C 3 Reinforcing the barrier

FRAF <
100 -
[ i )
[y - Breaking the barrier

150 0; I
Reinforcing the barrier S SO 48 O &8 (O g8 (OO
[ T | I'T 9 (&@Q;Q«;{@ BN "qofou" v

B

o o \ NN
2 o@.@,@s}\@f‘i‘&"ﬁ\&b\s\“
Breaking the barrier

TER (%)
=
S
;
.
’
:

T T T T T T T T T
(&&a‘#&o \o§>\o‘@)§&$@§a)}o’
o‘%‘ wgq q ° h\. Qg\, o

Blueberry

Figure 6. Measurement of TEER in percentage of control (CTL are white histograms and arbitrary
set at 100%) after a 24h exposure to e-liquids by dilution (dashed histograms) or trapped (full col-
ored histograms). The exposures are classified according to their osmolality values. Each graph rep-
resents a specific flavoured e-liquid. (A) represents TEER in percentage of control after a 24h expo-
sure to PG/VG (76/24) exposure in culture medium. (B)-(E) represent TEER in percentage of control
after a 24h exposure to PG/VG (76/24) + Strawberry, Blueberry, Blackberry and Raspberry flavours

exposure, respectively. Data are shown as mean + SEM, n = 3-4 experiments of triplicates. Statistics:
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One-way ANOVA, followed by Dunnett’s multiple comparisons test; «x=0.05 (* : p<0.01 ;**:p< 418
0.001; ****: p < 0.0001) 419

1.6. Impact of exposure on mitochondrial oxidative stress 420

Berry aromas are often associated with antioxidant properties, which is why mito- 421
chondrial superoxide anion production was measured for each exposure to the different 422
aromas (Figure 7). 423
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Figure 7. Area under the curve of superoxide production according to exposure of e-liquid by dilu- 425
tion (dashed histograms) or by trapped aerosol (full colored histograms) containing PG/VG alone 426
without flavours. (A), PG/VG (76/24) + Strawberry flavours (B), PG/VG (76/24) + Blueberry flavours 427
(C), PG/VG (76/24) + Blackberry flavours (D) and PG/VG (76/24) + Raspberry flavours (E). These 428
AUC represent values of fluorescence curve kinetic, for 1 hour, obtained with a Mitochondrial Su- 429
peroxide Indicator (MitosoxRed®). Data are shown as mean + SD, n = 3-4 experiments of triplicates. ~ 430
Statistics: Two-way ANOVA, followed by Dunnett’s multiple comparisons test; a=0.05 (*: p<0.05; 431
“*:p<0.01) 43
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The results shown in figure 7 indicated that PG/VG does not generate significantly 433
more superoxide anion than the control except at high concentration in the diluted form. 434
In fact, the production of anion superoxide was significantly higher than the control at 435
10% of e-liquid (p = 0.0418). Strawberry (p = 0.0167), Raspberry (p = 0.0069) and Blueberry 436
(p =0.0106) flavours showed the same oxidative stress profile than the vehicle. In fact, no 437
increase in mitochondrial oxidative stress was found, apart from a significant increase at 438
10% in the diluted form compared with the untreated cells. However, we were able to 439
observe an earlier oxidative response for the blackberry flavour. Indeed, a significant in- 440
crease in mitochondrial oxidative stress was observed at a lower concentration of 2.5% 441
(p = 0.0459) for the diluted form, and gradually at 5% (p = 0.0171) and 10% (p = 0.0021). 442
However, whether for the vehicle alone or for flavoured e-liquids, no significant increase 443

was found for the trapped form. 444
445
4. Discussion 446
447

The aim of this study was to highlight the potential toxicity and effects of four red 448
fruit flavours on an in vitro model of the alveolar-capillary barrier. Two exposure methods 449
were investigated: the first involved diluting the e-liquid in the cell medium, while the 450
second involved exposing the model to an aerosol trapped in culture medium. 451

452

Firstly, the coculture model was validated both phenotypically and functionally, as 453
this model had never been described in publication. To this end, several key markers of 454
the cells making up the alveolar-capillary barrier were targeted, such as cell junction pro- 455
teins, surfactant protein D for alveolar epithelial cells, and endothelial specific proteins 456
such as CD31, vWF and eNos for endothelial barrier cells. We confirmed the expression 457
of these markers by qRT-PCR, Western blot and immunofluorescence. We also deter- 458
mined the amount of SP-D produced by the cells in the cell supernatant in the apical re- 459
gion of the coculture insert. We found an approximate concentration of 171 pg/mL of SP- 460
D protein in the supernatant by an ELISA assay. This concentration appears to be much 461
lower than that found in the literature for serum or bronchoalveolar lavage assays on 462
healthy patients. In serum, concentrations of between 66 and 107.7 ng/mL have been de- 463
scribed [24, 25]. In bronchoalveolar fluids, SP-D concentrations are much higher, ap- 464
proaching 800 ng/mL [24]. However, the literature is fairly thin on cellular models and the 465
concentrations of SP-D that can be released in the supernatant. One recent study showed 466
that SP-D concentration in airway surface fluids was around 17 ng/mL in a primary model 467
of alveolar epithelial cells after 14 days in Air Liquid Interface (ALI) [26]. We assume that 468
the low SP-D concentration in our model can be explained by different ways. Firstly, itis 469
possible that the use of a cell line in the coculture model rather than primary cultures from 470
patients is a factor that may account for the low concentration of SP-D measured in the 471
surfactant. Indeed, it is possible that NCI-H441 cells, although considered as type Il pneu- 472
mocytes, are not 100% identical to type II alveolar cells from a functional and secretory 473
point of view [27]. Secondly, the absence of an immune component in the coculture model 474
limits the influence of cytokine stimuli on NCI-H441 epithelial cells and may limit surfac- 475
tant protein expression. Surfactant protein expression appear to be dependent on several 476
types of signal in the pulmonary region [28, 29]. Indeed, one study demonstrated the im- 477
pact and influence of certain Th1/Th2 cytokine signals on human type Il alveolar epithelial 478
cells. TL-13 significantly reduced the expression of mRNA encoding the SP-D protein, 479
while IFN-y significantly increased mRNA and protein expression [29]. It could therefore 480
be interesting to evaluate the SP-D concentration after treatment with cytokines, or toadd 481
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PMA-treated THP-1 monocytic cells to the coculture model to confer macrophagic prop- 482
erties [30]. Finally, the low concentration measured in the supernatant of our cocultures 483
may be linked to a phenomenon of dilution of a low protein concentration in the volume 484
of medium placed in the apical region of the insert. Furthermore, this culture mediumis 485
changed every two days, whereas type Il alveolar epithelial cells are known for their par- 486
ticularly slow secretory functions [31]. It is therefore possible that the cells did not have 487
time to secrete and accumulate enough SP-D protein in medium before sampling. 488
489

Once the cellular model had been developed, the two methods for exposing the co- 490
culture model to e-liquids/aerosols were set up. In order to compare the two methods, two 491
different markers were used: the mass of e-liquid aerosolized/diluted and the osmolality 492
of the culture media in which the e-liquids were diluted or the aerosols were trapped. The 493
osmolarity of the media was used as a marker, as described in several studies. In fact, e- 494
liquids have a hyperosmolar character, mainly due to the PG/VG vehicle [5, 32, 33, 34]. 495
For this reason, we decided to use this marker to compare the two exposure methods. The 49
links between the 2 methods of exposure were not straightforward, as aerosolization does 497
not entrain all the molecules present in the e-liquid in the same way. In addition to the 498
difficulty of comparing these methods in terms of concentration, it is also difficult at pre- 499
sent to establish the proportion of elements present in the e-liquid that have been success- 500
fully transferred in the culture medium after trapping. Indeed, the various components of ~ 501
an e-liquid, including flavours, have different evaporation characteristics, so it is conceiv- 502
able that a portion of the compounds may not be trapped in the culture medium. Several 503
other factors can also influence the trapping of chemical compounds in the culture me- 504
dium, including the polarity, composition of the vehicle used in the e-liquid, but also the 505
solubility of compounds in the vehicle [35]. Overall, these results show that a large num- 506
ber of puffs are required to achieve an equivalence with a low concentration of diluted 507
products. In fact, to reach a concentration of 2.5% by dilution in the e-liquid, via the equiv- 508
alence established by osmolality, we estimate that around 240 puffs are trapped in the 509
culture medium. Inhaling 240 puffs represents a day's vaping for a heavy user. It isknown 510
that 1 mL of liquid corresponds to approximatively 300 puffs [36]. It is recommended that 511
daily consumption should never exceed 5 mL/day or 1500 puff/day. In addition to the 512
number of puffs, other factors such as e-cig power, inhalation profiles and the vehicles 513
used can significantly vary the use and doses inhaled by consumers. 514
We showed in the results that LDH concentration, linked to cell death, was no signif- 515
icantly changed after treatment with e-liquids or trapped aerosols except for blueberry 516
flavoured e-liquid which caused a decrease in cell death at low concentrations of diluted 517
e-liquid. We have, however, identified a tendency for diluted e-liquids to increase in high 518
concentration in the culture medium (10%). This observation was also described in the 519
work of Sabo et al. where a significant increase in cell death, by LDH assay, was demon- 520
strated [5]. The hyperosmolarity of the cellular environment, due to PG/VG vehicleina 521
flavour independent way, may be at the origin of an osmotic shock that cannot be com- 522
pensated by cellular mechanisms. 523
We can compare these cell death observations with those obtained when assessing 524
barrier integrity. For high concentrations of e-liquids diluted in cell culture medium (10%), 525
we have significant cell responses. Indeed, we have demonstrated a significant reduction 526
in trans-epithelial resistance, TER, and thus in barrier integrity in vitro. These results con- 527
firm the observations made concerning cell death, and have also been described by Sabo 528
et al. [5]. Decreases in barrier integrity have already been described after exposure to di- 529
luted e-liquids, but also to aerosols exposed directly to the cells. This was described by 530
Effah et al. after exposure to aerosols composed of PG/VG vehicles with or without fla- 531
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vourings (hazelnut, cinnamon, etc.) [8]. However, according to the equivalence scale es- 532
tablished in this work, 10% of e-liquids would be equivalent to 1000 puffs. These propor- 533
tions would be well above the maximum recommended for users. Our results also show 534
a significant increase in TER for each of the flavoured e-liquids at intermediate concentra- 535
tions. Indeed, at 60 puffs, TER increased significantly for both strawberry and raspberry 536
flavours. At 120 puffs, TER increased significantly for Blackberry, Raspberry and Blue- 537
berry flavours, versus Blackberry and Raspberry at 240 puffs. These differences on barrier 538
integrity can be explained by the differences in chemical composition of the flavours, 539
which may lead to different processes in the cellular model. Another hypothesis can also 540
be the different volatility of the compounds and their ability to be transferred to the cul- 541
ture medium for aerosol trapping. In addition to exposure by aerosol trapping, exposure 542
to e-liquids also revealed an increase in TER at 2.5% for strawberry- and blueberry-fla- 543
voured e-liquids. This observation was also highlighted in the paper by Sabo et al, where 544
e-liquid diluted to 2.5% in the culture medium caused a significant increase in TER for 545
another coculture model [5]. This increase appears to be dependent on the flavours added 546
to the vehicles, as no significant increase in TER after exposure to the PG/VG vehicle alone 547
(76/24) by aerosol dilution or trapping was observed. In order to explain this unexpected 548
increase in TER, it seems worthwhile to study the expression of several junction proteins 549
directly linked to the integrity of the ACB, such as occludin, ZO-1 or claudin-5. 550
Finally, we studied mitochondrial oxidative stress in NCI-H441 cells after exposure 551

to diluted e-liquids and trapped acrosols. Once again, differences between flavour types 552
are notable. In fact, we observed for the blackberry flavoured e-liquid an increase in mi- 553
tochondrial oxidative response for lower concentration compared to the vehicle alone and 554
other flavoured e-liquids. The chemical composition of the aromas may once again ex- 555
plain these differences. We have also shown that, compared with the diluted form, the 556
trapped form does not significantly increase mitochondrial oxidative stress. We can as- 557
sume that the aerosol trapping method does not necessarily contain all the elements pre- 558
sent in the e-liquid, or it does so in lesser proportion, which supports what has been 559
demonstrated in the comparison of the two exposure methods. In fact, these results are in -~ 560
line with the idea of using LC-MS-TOF to chemically study e-liquids in native form and 561
aerosols in trapped form, in order to establish the differences in composition between the 562
flavours and between the two exposure methods that are responsible for the differences 563
in toxicity. In addition, direct exposure of cells to e-cigarette aerosol produced in a stand- 564
ardized way by a smoking machine would also be a further step towards limiting expo- 565
sure bias and mimicking more closely what happens in vivo in vapers. We can't rule out 566
that the drop in TER is linked to a significant increase in mitochondrial oxidative stress 567
for a 10% dilution of liquid in the cell culture medium for all flavours and vehicle alone. 568
569

570

5. Conclusions 571

In conclusion, this work led to the design and validation a new in vitro model of the 572
alveolar-capillary barrier, with the aim of studying the toxicity of e-liquids widely used 573
by consumers: berry-flavoured e-liquids. To do this, we used two exposure methods of 574
coculture models, one by dilution and the other by aerosol trapping, which allows us to 575
get closer to the composition of the e-liquid actually inhaled. We were able to highlight 576
the hyperosmolar nature of the vehicle contained in the vast majority of e-liquids. This 577
hyperosmolar character seems to be at the origin of various cellular responses such as an 578
increase in cell death by necrosis, an alteration in barrier integrity and an increase in mi- 579
tochondrial oxidative stress at high concentration. We were able to demonstrate different 580

127



Toxics 2025, 13, x FOR PEER REVIEW 16 of 21

cellular responses depending on the exposure method used. In fact, for the trapped form 581
of the aerosol, we demonstrated an increase in barrier integrity at low number of puffs.In 582
addition to exposure methods, we found variable cellular responses depending on the 583
type of flavoring present in the e-liquid. Blackberry flavour induced an earlier increase in 584
mitochondrial oxidative stress than the others. To provide further answers to these inter- 585
flavour and inter-exposure method variabilities, it seems essential to chemically charac- 586
terize each of the e-liquids/trapped aerosols used in this study. 587
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Table A.1
Table Al. List of primers and antibodies used in this article
Primer Reference Brand
185 #qHsaCED0037454 Biorad
Actin #qHsaCED0005010 Biorad
GAPDH #qHsaCED0038674 Biorad
Z0-1 #qHsaCID0018062 Biorad
Occludin #qHsaCEDO0038290 Biorad
SP-D #qHsaCID0012776 Biorad
SP-A #qHsaCED0005710 Biorad
vWE #qHsaCED0043330 Biorad
eNos #qHsaCID0015042 Biorad
Primary antibody Reference Brand Dilution
WB : 1000
iy 9100 y
Mouse Anti ZO-1 #33-9100 Invitrogen IF : 1/100
Mouse Anti Occludin #33-1500 Invitrogen IF : 1/100
2 ; : WB : 1/1000
Rabbit Anti Occludin #ab216327 Abcam IF : 1/100
. WB : 1/500
Mouse Anti SP-D #ab17781 Abcam IF : 1/100
- : WB : 1/500
Rabbit Anti CD31 #ab28364 Abcam IF : 1/100
; 2 WB : 1/500
Rabbit Anti vWF #ab6994 Abcam 1F : 1/100
. WB : 1/1000
Mouse Anti eNos #ab76198 Abcam IF : 1/100
Secondary antibody Reference Brand Dilution
Anti Mouse IgG-HRP 5 :
(produveilin Kabbit] #A9044 Sigma-Aldrich 1/10000
Anti Rabbit IgG-HRP > ;
(producad in Coat) #A9169 Sigma-Aldrich 1/10000
Anti Rabbit IgG-Alexa
Fluor™ Plus 488 (pro- #A32731 Invitrogen 1/500
duced in Goat)
Anti-Mouse IgG-Alexa
Fluor®647 (produced in #ab150115 Abcam 1/500
Goat)
Figure A.2

619

620

621

622
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* %k k

SP-D protein concentration
(pg/mL)

Figure A.2. Histograms representing the SP-D protein concentration in pg/ml. determined by an 624
ELISA test in the supernatant of the coculture or monolayer of NCI-H441 cells. Data are shownas 625

mean + SD, n =2 experiments of triplicates. Statistics: t-test ; o = 0.05 (**** : p <0.0001) 626

627

Figure A.3 628
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Figure A.3. Measurement of LDH absorbance (450 nm) according to e-liquid concentration (A) by 630
dilution (from 0.2 to 10%) and (B) by trapped aerosol (from 10 to 240 puffs). Data were expressed 631

in percentage of control (CTL) after a 24h exposure to e-liquids or trapped acrosol. Each graph 632
stands for a specific flavored e-liquid. Data are shown as mean + SD, n = 3-4. Statistics : One-way 633
ANOVA, followed by Dunnett’s multiple comparisons test; a=0,05 (* : p < 0,05; **: p <0,01 ; ***: 634
P <0,001; *** : p <0,0001) 635

636
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IV.2.2. Etude de I’expression des protéines de jonction

L’augmentation de 1’intégrité de la barrieére in vitro a de faibles concentrations d’e-liquide laisse
supposer que des processus cellulaires, tels que la modulation de I’expression de protéines de
jonctions, interviennent. Nous avons ¢tudié 1’effet des e-liquides sur la lignée épithéliale NCI-H441
car nous avons montré que ces cellules sont les plus impliquées dans la fonction de barriére de la
BAC. La Figure 34 illustre la modulation de I’expression de la protéine d’occludine ainsi que les
changements liés a sa localisation cellulaire aprés 24h d’exposition a un e-liquide dilué a 2,5 %. En
effet, dans des conditions sans traitement, les cellules épithéliales alvéolaires expriment 1’occludine
de maniére tres localisée essentiellement en région membranaire (Figure 34.A). Apres une exposition
a du milieu de culture, dans lequel nous avons dilué I’e-liquide fruits rouges a 2,5 %, 1’expression de
I’occludine apparait trés largement en région cytoplasmique méme si la localisation membranaire

reste visible (Figure 34.B).

Figure 34 : Immunofluorescence mettant en évidence I'expression et la localisation de I'occludine, dans les cellules NCI-H441 dans (A)
des conditions contréle et (B) aprés 24h d’exposition a I'e-liquide fruits rouges dilué a 2,5 % dans le milieu de culture. L’anticorps
secondaire utilisé est couplé a un fluorochrome Alexa647® (rouge). Toutes les images ont été acquises a I'aide d'un microscope
confocal, les noyaux sont marqués au DAPI (bleu) et la barre d'échelle est de 20 um.

Par la suite, nous nous sommes intéressés a I’expression des protéines de jonction 24h apres une
exposition des cellules NCI-H441 a un milieu contenant des aérosols d’e-liquides piégés. Nos

recherches se sont focalisées sur I’expression de trois protéines de jonction : occludine, ZO-1 et
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Claudin-5. Plusieurs e-liquides aérosolisés ont été étudiés : le véhicule PG/VG 76/24 sans arome, puis
des e-liquides aromatisés a la fraise, a la framboise, a la mare et a la myrtille.

L’occludine est une protéine de jonction largement exprimée par les cellules épithéliales et elle
participe au maintien de 1’intégrité¢ de la BAC comme dans d’autres barriéres physiologiques. Nous
avons mis en évidence une augmentation significative de I’expression protéique de I’occludine 24
heures aprés une exposition a du milieu de culture dans lequel ont été piégés 240 puffs d’aérosol
aromatis¢ a la fraise (p < 0,05) (Figure 35.C). En revanche, seule une tendance graduelle a
I’augmentation a été observée pour le véhicule PG/VG et les autres e-liquides aromatisés a la mire,

framboise et myrtille (Figure 35.A, B, D et E).
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Figure 35: Histogrammes et western blots mettant en évidence une modification d’expression de I'occludine dans les cellules alvéolaires
épithéliales NCI-H441 traitées pendant 24h avec du milieu de culture dans lequel un nombre croissant de puffs d’aérosols d’e-liquides
a été piégé. (A) Véhicule PG/VG 76/24. (B) e-liquide miire, (C) e-liquide fraise, (D) e-liquide framboise (E) e-liquide myrtille. Les valeurs
de densité d'occludine par rapport aux protéines totales (stain free) sont présentées sous forme d'histogrammes indiquant la moyenne
+ SD d'au moins trois expériences indépendantes en triplicata. Statistiques : ANOVA & un facteur, suivi du test de comparaisons
multiples de Dunnett ; a = 0,05 (* : p < 0,05)

L’expression de la claudin-5, autre protéine impliquée dans les jonctions serrées, a également été
investiguée. Suite aux expérimentations menées, aucune conclusion n’a pu étre tirée. En effet, la
grande variabilité des résultats obtenus, pour I’ensemble des aérosols piégés, limite 1’interprétation

de ces données (Figure 36).
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Figure 36 : Histogrammes et western blots mettant en évidence I'expression de la claudin-5 dans les cellules alvéolaires épithéliales
NCI-H441 traitées pendant 24 h avec du milieu de culture dans lequel un nombre croissant de puffs d’aérosols d’e-liquides a été piégé.
(A) Véhicule PG/VG 76/24. (B) e-liquides miire, (C) e-liquides fraise, (D) e-liquides framboise (E) e-liquides myrtille. Les valeurs de
densité de la claudin-5 par rapport aux protéines totales (méthode stain free) sont présentées sous forme d'histogrammes indiquant
la moyenne + SD d'au moins trois expériences indépendantes en triplicata. Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de
comparaisons multiples de Dunnett ; o = 0,05

Pour finir, nous avons investigué¢ I’expression de la protéine ZO-1. Cette dernicre est étroitement liée
a ’occludine et elle stabilise 1’occludine a la surface membranaire des cellules épithéliales. De la
méme maniere que pour la claudin-5, les expérimentations menées ne nous permettent pas de conclure
de maniere précise quant a un effet des e-liquides aérosolisés et piéges dans le milieu de culture sur

I’expression de ZO-1 (Figure 37).
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Figure 37 : Histogrammes et western blots mettant en évidence I'expression de ZO-1, dans les cellules alvéolaires épithéliales NCI-
H441 traitées pendant 24 h avec du milieu de culture dans lequel un nombre croissant de puffs d’aérosols d’e-liquides a été piégé. (A)
Véhicule PG/VG 76/24, (B) e-liquide miire, (C) e-liquide fraise, (D) e-liquide framboise ou (E) e-liquide myrtille. Les valeurs de densité
de ZO-1 par rapport aux protéines totales (méthode stain free) sont présentées sous forme d'histogrammes indiquant la moyenne *
SD d'au moins trois expériences indépendantes en tripliquata. Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons
multiples de Dunnett ; o = 0,05

Ces résultats obtenus pour des aérosols d’e-liquides piégés dans du milieu de culture seront comparés
a ceux obtenus par la méthode par dilution des e-liquides dans le milieu de culture, qui sont

actuellement en cours d’investigation.

IV.2.3. Investigations liées a une exposition directe de la coculture a I’aérosol via
I’appareil Vitrocell®

Aprés D’installation de 1’appareil Vitrocell® au laboratoire, nous avons investigué les réponses

cellulaires induites aprés exposition de notre modele in vitro de BAC a des aérosols d’e-liquides

exposés de maniere directe au modele de coculture en ALIL

1V.2.3.a. Investigation de I’intégrité de la barriére par mesure de la TER

Le premier parametre évalué apres 1’exposition directe aux aérosols est 1’intégrité de la BAC par
mesure de la résistance transépithéliale 24h apres 1’exposition de la coculture aux aérosols de e-
liquides. Les expérimentations ont ét¢ menées avec les 4 e-liquides aromatisés aux fruits rouges :

mdre, fraise, framboise et myrtille. On observe dans un premier temps une augmentation significative
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de la TER pour les différents ardmes, mais avec une intensité et un nombre de puffs variables. Ainsi,
les aérosols aromatisés a la framboise (p < 0,001) et a la myrtille (p <0,0001) ont induit une
augmentation significative de 1’intégrité de la BAC a 20 puffs (Figure 38.C et D). Pour I’e-liquide
miure, la TER semble augmenter de maniere graduelle en fonction du nombre de puffs, méme si
I’augmentation de I’intégrité n’est significative qu’a 60 puffs (p < 0,01) et 120 puffs (p < 0,001)
(Figure 38.A). Pour I’aérosol aromatisé a la fraise, I’effet sur I’intégrité de la BAC semble biphasique.
En effet, ’intégrit¢ de la barriére semble augmenter a partir de 10 puffs et atteindre une valeur

maximum a 30 puffs (p < 0,0001) puis semble diminuer jusqu’a 240 puffs (Figure 38.B).
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Figure 38 : Mesure de la TER (% CTL) en fonction du nombre de puffs de e-liquide et 24h aprés une exposition directe de la coculture
aux aérosols par le dispositif Vitrocell®. Chaque graphique représente les résultats obtenus pour un e-liquide aromatisé. (A) Exposition
aux aérosols d’un e-liquide mire. (B) Exposition aux aérosols d’un e-liquide fraise. (C) Exposition aux aérosols d’un e-liquide framboise.
(D) Exposition aux aérosols d’un e-liquide myrtille. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD, n = 3 expérimentations
en triplicata. Statistiques : ANOVA & un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett ; a = 0,05 (** : p < 0,01 ; *** :
p<0,001; ****:p<0,0001)
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1V.2.3.b. Evolution de la mortalité et activité enzymatique cellulaire aprés exposition directe aux
aérosols

Nous avons mené, paralléelement aux investigations liées a I’intégrité, des expérimentations évaluant
la mortalité et I’activit¢ enzymatique cellulaire afin de comparer les réponses induites par les
différents e-liquides aromatisés. De la méme manicre que pour les deux autres méthodes d’exposition,
les cocultures exposées aux aérosols ont ét¢ soumises a des tests LDH et MTS ciblant le milieu apical
de I'insert.

Nous avons obtenu des résultats variables selon I’e-liquide considéré et le nombre de puffs appliqués
a la coculture. Contrairement a ce qui était attendu, la libération de LDH dans le milieu extracellulaire
a tendance a diminuer pour de faibles expositions a 1’aérosol d’e-liquides myrtille et framboise par
rapport au contrdle exposé a I’air (Figure 39.C et D). Cette diminution est devenue significative pour
I’e-liquide framboise a 20 puffs (p < 0,05) (Figure 39.C). Les aérosols aromatisés a la fraise, eux, ne
semblent pas induire d’effets sur la mortalité cellulaire en région apicale de 1’insert (Figure 39.B). Au
contraire, pour les aérosols aromatisés a la framboise et a la myrtille, nous avons pu mettre en
évidence une augmentation significative de la mortalité cellulaire a 60 puffs (p < 0,01) et 120 puffs
(p <0,05) (Figure 39.C et D). Cette réponse est également observée pour les aérosols aromatisés a la
mire, mais pour un nombre de puffs plus important. En effet, nous avons mis en évidence une
augmentation significative de 1’activité de la LDH dans le milieu extracellulaire a une concentration

¢gale a 240 puffs (p <0,0001) (Figure 39.A).
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Figure 39 : Mesure de I'absorbance de l'activité LDH (% CTL) en fonction du nombre de puffs 24h apres une exposition directe de la
coculture aux aérosols par le dispositif Vitrocell® en région apicale de I'insert (méthode ALl). Chaque graphique représente un e-liquide
aromatisé. (A) Exposition aux aérosols d’un e-liquide mire. (B) Exposition aux aérosols d’un e-liquide fraise. (C) Exposition aux aérosols
d’un e-liquide framboise. (D) Exposition aux aérosols d’un e-liquide myrtille. Les données sont présentées sous forme de moyenne * SD,
n = 3 expérimentations en triplicata. Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett ; o = 0,05
(*:p<0,05; **:p<0,01;****:p<0,0001)

Enfin, nous avons évalué ’activité enzymatique cellulaire grace a un test MTS aprés une exposition
directe aux aérosols. Pour ceux aromatisés a la fraise et a la myrtille, aucune modification de I’activité
enzymatique cellulaire n’a pu étre mise en évidence (Figure 40.B et D). Au contraire, pour les e-
liquides aromatisés a la mlre et a la framboise, une augmentation significative de 1’activité
enzymatique a pu étre observée, a respectivement 20 puffs (p <0,0001) et 120 puffs (p <0,01) (Figure

40.A et C). Ces résultats démontrent une nouvelle fois des différences relatives aux types d’ardomes

utilisés dans les e-liquides.
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Figure 40 : Mesure de I'absorbance du formazan (% CTL) en fonction du nombre de puffs, 24h apres une exposition directe de la
coculture aux aérosols par le dispositif Vitrocell® en région apicale de I'insert (méthode ALl). Chaque graphique représente un e-liquide
aromatisé. (A) Exposition aux aérosols d’un e-liquide mire. (B) Exposition directe aux aérosols d’un e-liquide fraise. (C) Exposition
directe aux aérosols d’un e-liquide framboise. (D) Exposition directe aux aérosols d’un e-liquide myrtille. Les données sont présentées
sous forme de moyenne + SD, n = 3 expérimentations en triplicata. Statistiques : ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons
multiples de Dunnett ; a = 0,05 (**: p < 0,01 ; **** : p <0,0001)

IV.2.4. Optimisation du modéle cellulaire par ajout d’une composante immunitaire a la
coculture

Bien qu’ayant les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de la BAC, notre modele de
coculture cellulaire ne constitue pas un modele idéal. Il lui manque a minima la réponse immunitaire
mise en ceuvre lorsque la BAC est soumise aux agressions par des molécules exogénes, particules ou
microorganismes présentes dans ’air et dans les aérosols inhalés. C’est donc dans l’optique
d’améliorer notre modele que nous avons mis au point une composante de cellules immunitaires

activées ou non qui pourront étre ajoutées en coculture au modele bicellulaire de BAC.
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1V.2.4.a. Obtention des macrophages My a partir des cellules monocytaires THP-1 par un traitement
au PMA

La mise au point de la différenciation des cellules monocytaires THP-1 en macrophages de type Mo
a ¢té menée en utilisant différentes concentrations de PMA (de 2,5 a 100 nM) pendant différentes
durées de traitement (24h et 48h). Les conditions optimales, évaluées selon différents critéres de
jugement, seront celles utilisées pour la suite des expérimentations.

o Concentration de PMA

Plusieurs concentrations de PMA allant de 2,5 a 100 nM ont ét¢é testées. Nous avons évalué I’impact
de la concentration en PMA sur d’éventuels phénoménes de dédifférenciation cellulaire de
macrophages My vers le phénotype monocytaire initial. Cet événement a ét¢ mis en évidence apres
24h de traitement avec du PMA a 2,5 nM et 5 nM. En effet, a faibles concentrations, les cellules
traitées semblent rapidement perdre leur adhérence en se dédifférenciant en un phénotypique
monocytaire. Ces observations morphologiques ont été faites grace a un microscope optique inversé.
A des concentrations plus importantes (20, 50 et 100 nM), les cellules THP-1 traitées conservent leur
adhérence au support de culture et conservent leur différenciation morphologique (augmentation de
I’aire et du périmetre, prolongements cytoplasmiques). Pour éviter des phénomenes de toxicité liées
a de trop fortes concentrations en PMA, la concentration choisie pour la différenciation des THP-1
en macrophages My est 20 nM.

o Durée de traitement

L’¢évaluation morphologique des cellules et de leur adhérence au support par microscopie inversée
constitue notre premier critére de jugement. En effet, aprés traitement, les cellules monocytaires THP-
1 subissent plusieurs changements morphologiques. Initialement sphériques et en suspension, les
cellules THP-1 traitées par 20 nM de PMA deviennent adhérentes et de forme amiboide. Le traitement
au PMA provoque également le développement de prolongements et une augmentation de la taille
des cellules. Les cellules différenciées en macrophages ont un périmetre cellulaire et une aire
cellulaire 2 fois et 2,7 fois supérieurs (p < 0,0001), respectivement, a ceux observés dans une culture
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de cellules THP-1 natives. En effet, les périmeétres et aires cellulaires des cellules THP-1 non traitées
sont, respectivement, de 40,9 = 2,1 pm et de 122,7 + 13,4 um? tandis que ceux des THP-1 traitées au
PMA sont de 81,3 £4,9 pm et 332,3 = 31,3 um? (Figure 40). Aucune différence significative n’a été
mise en ¢vidence entre les différentes durées de traitement évaluées d’un point de vue morphologique

et d’adhérence, donc la durée de traitement la plus courte a donc été choisie : 24h.
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Figure 41 : Représentation graphique (A) de I'aire cellulaire et (B) du périmetre cellulaire mesurés chez les THP-1 non traitées (en
vert) et chez les cellules traitées au PMA a 20 nM pendant 24h (en violet). Les mesures ont été effectuées a l'aide du logiciel Image).
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Analyse statistique : Test de Student permettant la comparaison de deux moyennes
pour des échantillons non-appariés avec a= 0,05 (**** : p < 0,0001). n = 5 champs différents a raison de 3 cellules analysées par
champs.

1V.2.4.b. Mise au point du protocole de polarisation des Mg en M; et M»

Une fois les macrophages Mo obtenus a partir des cellules THP-1 traitées pendant 24h avec 20 nM de
PMA, I’objectif est de les polariser en macrophages de phénotype M; et M». Pour ce faire, les cellules
Mo sont maintenues en milieu standard sans traitement pendant 2h. Cette période a été choisie en
raison des observations faites pour deux autres temps de repos testés en amont : 24h et 48h. Ces deux
derniers temps de repos induisent une perte d’adhérence et une mortalité cellulaire trop importante
pour pouvoir mener des expérimentations futures.

L’objectif final de cette mise au point de protocole est de polariser les macrophages Mo obtenus en
macrophages M1 ou macrophages Mz liés, respectivement, a un phénotype pro-inflammatoire ou de

réparation tissulaire.
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o Différentiation des macrophages Mo en macrophages M

Afin d’activer les macrophages Mo en M, plusieurs conditions de traitement existent dans la
littérature (Jablonski et al., 2015a) et ces derniéres ont été testées pour les paramétres suivants : durée
du traitement (24h ou 48h) et des concentrations d’IFN-y (100 ng/mL) et de LPS (10 pg/mL,
100 ng/mL ou 250 ng/mL). Nos critéres de jugements se basent également sur I’adhérence des
cellules au support ainsi que sur la densité cellulaire de ces derniéres. Apres 48h de traitement a une
concentration égale a 10 pg/mL de LPS, les cellules perdent leur adhérence au support limitant ainsi
de manicre significative leur densité cellulaire, contrairement aux cellules traitées pendant 24h avec
100 ou 250 ng/mL de LPS. Nous avons estimé que 100 ng/mL est une concentration nécessaire et
suffisante pour polariser les macrophages Mo en macrophages M. Ainsi, le protocole de polarisation
des macrophages Mo en M; consiste donc a traiter les cellules Mo avec une concentration de LPS a

100 ng/mL et d’IFN- y a 20 ng/mL pendant 24 h.

o Différentiation des macrophages Mo en macrophages M>

Afin d’activer les macrophages Mo en M, les cellules sont traitées avec deux types de
cytokines : I’IL-4 et I’IL-13 a une concentration égale a 20 ng/mL. Deux durées de traitement ont été
investiguées, 24h et 48h, mais aucune différence morphologique ou d’adhérence n’ont été observées
pour ces deux durées de traitement. De ce fait, la polarisation des Mo en M a ¢été effectuée par la suite
en traitant les macrophages Mo avec 20 ng/mL d’IL-4 et d’IL-13 pendant 24 h.

Le protocole final de différenciation et de polarisation est schématis¢ dans la Figure 42.
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Figure 42: Représentation schématique du protocole permettant l'obtention des sous-types macrophagiques : Mg, M1 et M,. Les
conditions en rouge sont celles retenues pour la caractérisation des cellules obtenues (figure créée sur Biorender.com)

1V.2.4.c. Caractérisation morphologique des sous-types macrophagiques Mo, M1 et M»

Afin de caractériser les sous-populations macrophagiques, nous avons choisi plusieurs indicateurs
morphologiques spécifiques aux différentes sous-populations macrophagiques. En effet, apres de
nombreuses observations microscopiques, nous avons pu mettre en évidence des singularités
morphologiques pour chacune des sous-populations cellulaires. C’est pourquoi, nous avons mesuré
et comparé les parametres morphologiques décrits ci-dessous pour les sous-types macrophagiques

Moy, M et M.

o Comparaison des aires et périmetres cellulaires pour chaque sous-type macrophagique

Au méme titre que lors de la mise au point du protocole de différenciation des cellules THP-1 en
macrophages Mo, nous avons étudié les aires et périmetres cellulaires des différentes sous-populations
afin de les caractériser d’un point de vue morphologique (Figure 43.A et B).

L’aire cellulaire des macrophages M; (406,3 + 20,5 um?) est significativement plus élevée que les
macrophages M, (318,2+12,0 um? ; p<0,0001) et Mo (237,9+8,3 um? ; p<0,0001). Les
macrophages Mo eux, correspondent a la sous-population ayant I’aire cellulaire la moins élevée.

Les résultats liés aux périmétres cellulaires sont cohérents avec ceux obtenus pour I’aire cellulaire.
En effet, nous avons mesuré¢ un périméetre cellulaire significativement plus élevé pour les
macrophages M (96,4 £ 4,4 um) par rapport aux deux autres sous-populations macrophagiques : Mo

(64 +7,8 um ; p <0,0001) et M2 (76 = 2,8 um ; p <0,05).
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o Nombre et longueur des prolongements cytoplasmiques

Les sous-populations macrophagiques semblent se différencier selon d’autres parameétres que 1’aire
et le périmetre cellulaires. En effet, une des caractéristiques morphologiques des macrophages est
leur capacité a former des prolongements, plus ou moins longs et plus ou moins nombreux. Ces
derniers ont été mesurés et comparés pour chaque sous-population macrophagique (Figure 43.C et
D).

Le nombre de prolongements par champ d’observation microscopique pour les cellules My est de
22,9+22)etde(19,4 = 1,6) pour les cellules M. Le nombre de prolongements est significativement
plus élevé pour ces deux sous-types par rapport au sous-type M2 (9,9 = 1,2 ; Mo vs. M2 : p < 0,0001 ;
Mi vs. Ma2: p<0,001) (Figure 43.C). Pour ce qui concerne la longueur des prolongements
cytoplasmiques, il existe une tendance inverse a leur nombre. En effet, les macrophages M possédent
statistiquement moins de prolongements que les autres phénotypes Mo et M, mais ils possédent des
prolongements significativement plus longs. Ainsi, la longueur des prolongements des macrophages
M, atteint 25,1 £2,1 um tandis que celles des macrophages My et M; atteignent respectivement

8,1+ 0,7 um (p < 0,0001) et 15,4 % 0,8 um (p < 0,0001) (Figure 43.D).

146



500 [ I \ 150
I I FhkE hkkh I
400 - [ Il |
T 300 —_ E 100 —
= % ——
£ 200 E
< E 50
100 -
0 0
® & & ® & &
n=10 n=10
bk
C D - ]
g_ 30 ek I _E 30 ‘ ” |
g 20 — E 20
g g o
) ®
310 - 210
3
Y g
2 0 -0
® 3 « ® *® W

n=10 n=10

Figure 43 : Analyse morphologique des sous-types macrophagiques. (A) Représentation graphique des aires cellulaires en um?2, (B) des
périmétres cellulaires en um, (C) du nombre de prolongements cellulaires observés par champ microscopique et (D) de la longueur de
ces prolongements (um) selon les sous-types macrophagiques obtenus (Mo, M1 et M,). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.
Analyse statistique : analyse des variances ANOVA a un facteur suivie d’un post-test de comparaison multiple de Tukey, @ = 0,05. (*:
p<0,05; ***:p<0,0002; ****: p <0,0001). n = 10 champs et 10 cellules analysées par champ

Les indicateurs morphologiques n’étant pas suffisants pour caractériser les sous-populations
macrophagiques, une caractérisation moléculaire des sous-types a ¢été menée pour valider

rigoureusement leurs phénotypes respectifs.

1V.2.4.d. Caractérisation moléculaire des sous-types macrophagiques Mo, M; et M»

Afin de caractériser et valider les phénotypes moléculaires des différentes sous-populations
macrophagiques, plusieurs marqueurs moléculaires ont ¢été ciblés par qRT-PCR et
immunofluorescence.

o Caractérisation moléculaire de la sous-population macrophagique M;

En se basant sur la littérature, nous avons choisi plusieurs marqueurs spécifiques des macrophages
M dont les genes codant pour IL-12f, IL-1B, Arg2, Fpr2 que nous avons analysés par qRT-PCR

(Arora et al., 2018a; Jablonski et al., 2015a; Yang and Ming, 2014).
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Les résultats ont été normalisés par rapport a I’expression de 3 genes de référence, puis normalisés
par rapport a la sous-population Mo dont la valeur a été établie arbitrairement a 100 % pour la
représentation graphique.

Pour les ARNm relatifs aux geénes Fpr2 et Arg2, nos résultats montrent que leur expression semble
ne pas étre spécifique a la sous-population M; contrairement a ce qui €tait attendu (Arora et al., 2018a;
Jablonski et al., 2015a; Yang and Ming, 2014). En effet, les données relatives a I’ Arg2 suggérent que
ce marqueur est plus largement exprimé par les cellules M». De plus, une tendance a 1’augmentation
du marqueur de Fpr2 dans la population M, est également mise en évidence par rapport a la sous-
population M. Ces résultats, non significatifs en raison d’une grande variabilité, ne nous permettent
donc pas de conclure a une expression spécifique, des marqueurs Arg2 et Fpr2, par les macrophages
M (Figure 44.A et B).

Cependant, pour I’IL-1B (p < 0,05) et I'IL-12f (p < 0,001), ’expression des ARNm correspondants
est statistiquement plus élevée dans les sous-types M par rapport aux sous-types Mo et M confirmant

le profil plutdt pro-inflammatoire de cette population (Figure 44.C et D).
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Figure 44 : Caractérisation moléculaire par gRT-PCR du sous-type macrophagique M dont les marqueurs moléculaires reconnus sont
(A) Arg2, (B) Fpr2, (C) IL-18 et (D) IL-12 8. L'expression d’ARNm est normalisée par rapport aux génes de ménage 18S, GAPDH et Actine
dans les THP-1, My, M; et M. Le ratio relatif est effectué par rapport a 'expression génique de chacun des marqueurs dans les
macrophages Mo. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n = 3 a 5 expérimentations en triplicata. Analyse statistique : analyse
des variances ANOVA a un facteur suivie d’un post-test de comparaison multiple de Tukey, a = 0,05. (ns : non significatif; * : p < 0,05 ;
*5% . p < 0,0002).

o Caractérisation moléculaire de la sous-population macrophagique M»

Pour confirmer le phénotype M> de notre sous-type cellulaire traité a 1’IL-4 et I’IL-13, nous avons,
au méme titre que pour les macrophages M, investigué 1’expression de plusieurs marqueurs
spécifiques de ce phénotype (Arora et al., 2018a; Jablonski et al., 2015a; Yang and Ming, 2014). Pour
ce faire, nous avons ciblé les genes Argl, Egr2 et c-Myc par qRT-PCR ainsi que la protéine CD206
par immunofluorescence.

Les résultats liés a ’expression des ARNm relatifs aux geénes Egr2 et c-Myc ont montré une tendance
a ’augmentation dans les cellules M2 par rapport aux cellules Mo et M1, mais cette différence n’était
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pas statistiquement significative (Figure 45.B et C). Un résultat inattendu a ét¢ que I’ARNm relatif
au gene c-Myc é€tait majoritairement exprimeé par les cellules monocytaires THP-1 natives, mais par
rapport au phénotype My, il avait tendance a augmenter dans la population M». Enfin, pour le
marqueur Argl, I’expression de I’ARNm correspondant semble constante entre les 3 sous-types
macrophagiques Mo, M et M (Figure 45.A). Ces résultats exigent de mettre en évidence de manicre

plus tranchée les différences phénotypiques de la sous-population M» par rapport aux Mo et M.
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Figure 45 : Caractérisation moléculaire par gRT-PCR du sous-type macrophagique M, dont les marqueurs moléculaires sont (A) Arg1,
(B) Egr2 et (C) c-Myc. Expression normalisée par rapport aux génes de ménage 18S, GAPDH et Actine chez les THP-1, Mo, M1 et M. Le
ratio relatif est effectué par rapport a I'expression génique de ces marqueurs dans les macrophages M. Les résultats sont exprimés
en moyenne *+ SEM. n = 3 a 5 expérimentations de triplicata. Analyse statistique : analyse des variances ANOVA a un facteur suivie
d’un post-test de comparaison multiple de Tukey, a= 0,05. (ns : non significatif).

Pour compléter nos investigations, nous avons recherché une différence d’expression de la protéine

CD206 par immunofluorescence dans les différents sous-types macrophagiques considérés. La
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technique d’immunofluorescence a révélé une expression principalement membranaire du marqueur
CD206 mais également cytoplasmique pour les cellules Mo et M (Figure 46A. et C). Au contraire,
I’expression du CD206 dans les macrophages M1 semble trés faible et atténuée par rapport aux deux
autres sous-types macrophagiques (Figure 46.B). Une comparaison des intensités de fluorescence du
marquage CD206 pour les différentes populations macrophagiques a permis de mettre en évidence
une expression significativement plus importante de la protéine CD206 dans les cellules M» par
rapport aux cellules M1 (p <0,0001) et Mo (p < 0,0001) (Figure 46.D). Comme attendu, le marqueur

CD206 semble donc étre majoritairement exprimé par notre population macrophagique Mo.
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Figure 46 : Localisation de la protéine CD206 dans les différents sous-types macrophagiques (A) Mo, (B) M; et (C) M. Le marquage par
un anticorps anti-CD206 couplé a I'Alexa fluor™ 488 (dilution 1/2000, en vert) et marquage au Hoechst (noyau, bleu). (D)
Représentation graphique de la moyenne des valeurs d’intensité de fluorescence obtenues grdce a I'immunomarquage du CD206 sur
les différents sous-types macrophagiques. Les images sont acquises au microscope confocal. Les valeurs d’intensité de fluorescence
ont été obtenues grdce au logiciel ImageJ. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Analyse statistique : analyse des variances
ANOVA a un facteur suivie d’un post-test de comparaison multiple de Tukey, a= 0,05. (**** : p < 0,0001). n = 2 champs et 10 cellules
analysées par champs. (Barre d’échelle : 20 um)
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IV.3. Mise au point des méthodes analytiques et identification de composés
aromatiques dans les e-liquides et aérosols aromatisés aux fruits rouges

IV.3.1. Identification des composés chimiques dans les aérosols et e-liquides aromatisés
aux fruits rouges par TD-GC-MS

1V.3.1.a. Identification des composés présents dans I’air ambiant utilisé comme contrdle

Un puff d’air ambiant a été piégé dans une cartouche Tenax® afin d’établir un controle pour cette
expérimentation. Les composés identifiés dans le controle « air » font référence, notamment, a des
composés contaminants retrouvés dans I’environnement ou pouvant étre issus de la dégradation de

certaines matrices contenues dans la cartouche Tenax®

sous I’action de la thermodésorption. En effet,
des composés comme le pentaéthyléne glycol ou les silanes peuvent apparaitre comme des
contaminants fréquents en TD-GC-MS, en étant notamment issus de la phase stationnaire (colonne).
Ces différents composés chimiques, présents dans I’échantillon contrdle, sont ainsi considérés comme
des contaminants de fond liés aux différents systemes et sont donc soustraits des identifications
obtenues pour les prochains échantillons (e-liquide/aérosol). Un contréle air est fait systématiquement
lors d’une série de prélévements. Les 200 pics les plus importants en termes d’aire sont identifiés sur
le chromatogramme et les molécules présentes dans ces pics sont identifiées grace a une recherche
dans la bibliotheque NIST. Ces molécules sont citées dans le Tableau 5 des lors qu’elles ont un score

d’identité supérieur a 700. Ainsi, pour certains pics chromatographiques, plusieurs molécules peuvent

étre proposées par la bibliothéque avec un score d’identité supérieur a 700.
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Figure 47: Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour le contréle air. L'analyse est réalisée dans un mode de
screening non-ciblé (full scan).

Tableau 5 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans un puff d’air (contréle). Les composés sont classés
par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

Puff controle (Air)

R. Intensité
RT Nom N° CAS Match relative Formule
P. (%)
Protoxyde d’azote 10024-97-2 978 71,4 N20
1,445 | Dioxyde de carbone 124-38-9 950 20,6 CO2
Acide carbamique, sel monoammonium 1111-78-0 909 51 CHeN202
2,39 | Hexamethylcyclotrisiloxane 541-05-9 863 76,2 CeH1803Si3
3,22 | Propanamide, 2-hydroxy- 2043-43-8 838 66,5 C3H/NO2
5,64 | Propanamide, N-méthyl-2amino 32012-12-7 799 15,8 C4H10NO2
Méthylsilane 992-94-9 833 7,67 CHeSi
5,6 |Topotécan 123948-87-8 796 14,6 C23H23N305
2-formylhistamine ND 742 10,6 CsHoNO3
10,88 Acide oxalurique 585-05-7 795 26 C3H4aN204
Acide malonique 141-82-2 776 20,5 C3H404
11,83 | Benzaldéhyde 100-52-7 800 29,8 C7HeO
12,67 | Formamide 75-12-7 915 26,9 CHsNO
15-crown-5 33100-27-5 749 27,3 Ci0H200s
25,96 | 12-crown-4 294-93-9 744 23 CsH1604
Pentaéthyléne glycol 4792-15-8 706 5,038 C10H2206
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IV.3.1.b. Identification des composés présents dans un e-liquide et aérosol aromatisé€ a la miire

o Identification des composés présents dans un e-liquide miire

Dans un premier temps, nous avons procéd¢ a 1’identification des composés chimiques présents dans
I’e-liquide mure. Nous avons identifié plusieurs composés pouvant étre utilisés classiquement comme
ardmes dans 1’industrie agroalimentaire, en parfumerie ou dans la confection des e-liquides comme
par exemple : 1’éthylbutyrate (fruits, ananas), le formiate d’amyle (arome frais et fruité), le Cis-3-
Hexenol (herbe fraiche), alcool hexylique (herbe fraiche), le maltol (arome sucré, caramélisé),
I’isoamyle acétate (fruits, poire, ananas), propanoate d’allyle (fruits). D’autres composés chimiques
identifiés peuvent étre utilisés pour la synthése d’arome comme 1’anhydride acétique qui est utilisé
dans la synthése de vanilline. Ces dernieres molécules peuvent étre considérées comme des
contaminants de ’ardme d’origine. Enfin, nous avons identifi¢ les véhicules contenus dans 1’e-
liquide : la glycérine végétale et le propyléne glycol qui jouent le rdle d’humectant ainsi que I’éthanol

qui sert de solvant pour les ardmes (Figure 48 et Tableau 6).
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Figure 48: Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour I'e-liquide aromatisé a la mdre. L'analyse est réalisée
dans un mode de screening non-ciblé (full scan).
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Tableau 6 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'e-liquide aromatisé a la mdre. Les composés sont
classés par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

E-liquide mare

Intensité
RT Nom N° CAS R. Match | relative P. Formule
(%)
169 Acétaldéhyde 75-07-0 946 70,6 C2H40
’ Acide formique 64-18-6 859 5,29 CsH402
3,36 Ethanol 64-17-5 903 85,9 C2HsO
4,79 Ethyl buryrate 105-54-4 835 72,9 CeH1202
5,81 | Propanoate d'allyle 2408-20-0 838 44,2 CsH1002
6,13 | Isoamyl acétate 123-92-2 873 52,8 C7H1402
Chlorure de méthanesulfonyle 124-63-0 795 29,5 CH3CIO2S
744 3,3,4,4-Tetrafluorohexane ND 832 21,4 CeH1oFa
1-pentanol 71-41-0 946 61,2 CsH120
8,25 Formiate d'amyle 638-49-3 890 11,4 CeH1202
Alcool Isoamylique 123-51-3 864 12,3 CsH1,0
8,4 1-O-Methylglycérol 623-39-2 717 32,3 C4H1003
8,5 1-(Methoxymethoxy)hexane 66675-06-7 772 48,2 CsH180:
8,89 Anhydride acétique 108-24-7 924 77,3 C3HeO2
9,15 | 4-hexen-1-ol, acétate 42125-17-7 943 37,8 CsH1402
9,69 | Alcool hexylique 111-27-3 904 46,9 CsH140
10,1 | Cis-3-Hexenol 928-96-1 924 29,4 CeH120
10,39 | 2-hexen-1-ol 928-95-0 885 31,3 CsH120
10,9 | Acide acétique 64-19-7 962 86,8 C2H402
12,05 | 2-Nitroéthyl propionate 2531-80-8 806 26,7 CsHoNO4
13 Propylene glycol 4254-15-3 813 58,2 C3HsO2
15,32 | Propylene glycol 4254-15-3 878 18,6 C3HsO:
16,76 | Maltol 118-71-8 771 69 CsHeO3
20,15 | Glycérine 56-81-5 931 90,9 C3HsOs3

o Identification des composés présents dans 1’aérosol miire

Nous avons ensuite identifi€ les composés présents dans les puffs de 1’aérosol aromatisé a la mire.
De la méme manicere, nous avons identifi¢ plusieurs composés utilisés en aromatique dont
I’éthylbutyrate (fruits, ananas), I’hexanoate d’éthyle (fruits), 1’acétate de méthyle (agent de saveur,
odeur de solvant), alcool hexylique (herbe fraiche), le maltol (ardme sucré, caramélisé), le cis-3-
hexenol (herbe fraiche). La glycérine, le propylene glycol et 1’éthanol ont également été identifiés

apres aérosolisation. Cette identification était attendue puisque ce sont des constituants majeurs du e-
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liquide et une saturation de la colonne peut étre observée pour les pics correspondant au PG et a la
VG (Figure 49 et Tableau 7).

Nous avons cependant pu identifier des différences majeures entre les deux formes d’échantillons
analysés. En effet, plusieurs produits de dégradation ont ét¢ identifiés de maniere spécifique pour les
¢chantillons issus de I’aérosolisation. Par exemple, des produits issus de la dégradation des véhicules
et aromes ont pu étre identifiés. C’est le cas notamment des composés 3-hydroxybutanal, 1,2-
propanediol diformate, succindialdéhyde. Ces composés, absents de la forme liquide native du e-
liquide, pourraient étre a 1’origine de certains types de toxicités dés lors que leur concentration est
suffisante. Le Tableau 8 regroupe les composés chimiques partagés par les deux types de formes,

liquide ou aérosolisée, du e-liquide ainsi que les composés spécifiques a chacune d’entre elles.
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Figure 49: Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour I'aérosol aromatisé a la mire. L'analyse est réalisée dans
un mode de screening non-ciblé (full scan).

Tableau 7: Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'aérosol aromatisé a la mire. Les composés sont
classés par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

Puffs mire (3 puffs)
R. Intensité
RT Nom N° CAS Match relative Formule
P. (%)

1,43 Dioxyde de carbone 124-38-9 984 58 CO2
1,68 Acétaldéhyde 75-07-0 946 68 C2H40
194 Succindialdéhyde 638-37-9 847 10 C4He02

Propanamide 79-05-0 717 14,2 CaHoNO
3,29 Ethanol 64-17-5 921 87,2 CoHeO
3,31 Méthylhydrazine 60-34-4 927 73 CHeN2
4,47 Trisloxane, 1,1,1,5,5,5-hexamethyl-3-[(trimethylsilyl)oxy]- ND 921 57,9 CoH2803Sia

Octaméthylcyclotétrasiloxane 556-67-2 917 37,4 CsH2404Sia
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4,51 2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane 4359-46-0 874 63,5 CsH1202
4,78 Ethyl butyrate 105-54-4 789 37,7 CsH1202
6,13 3-Hydroxybutanal 107-89-1 796 42,3 C4HgO2
6,96 3-hydroxymandelic acid, ethyl ester, di-TMS ND 802 24 C16H2804Si2
7,63 3,3,4,4-Tétrafluorohexane ND 792 13,2 CeH1oF4
Chlorure de méthanesulfonyle 124-63-0 766 23 CH3sClO2S
7,84 Hexanoate d'éthyle 123-66-0 863 74,5 CsH1602
8,33 Alcool isoamylique 123-51-3 865 51,7 CsH120
9,02 Anhydride acétique 108-24-7 941 78,3 C3He02
Acétate de méthyle 79-20-9 905 15,6 C3He02
9,71 Alcool hexylique 111-27-3 903 42,9 CsH140
10,13 | Cis-3-Hexenol 928-96-1 944 41,1 CeH120
10,4 2-hexen-1-ol, (2) 928-95-0 20,1 813 CeH120
10,94 Acide acétique 64-19-7 922 82 C2H402
Oxiraneméthanol, (R)- 57044-25-4 893 21,6 C3H602
11,13 Glycidol 556-52-5 862 33,4 C3H602
Oxiraneméthanol, (S)- 60456-23-7 852 13 C3He02
11,47 2-propanol, 1-(2-methoxy-1-methylethoxy)- 20324-32-7 841 57,9 C7H1603
12,08 1,3-Dioxolane-2-méthanol, 2,4-diméthyl- 53951-43-2 815 72,1 CsH1203
12.4 1,2-Propanediol diformate 53818-14-7 844 60,2 CsHsOa
Propyléne glycol 4254-15-3 805 11,7 C3HsO2
12,55 Diéthyl malonate 105-53-3 892 86,4 C7H1204
_ | Alcool isopropylique 67-63-0 852 20,2 C3HsO
11252';224.-;. Ethyl glycolate 623-50-7 | 852 20,2 C4HsO3
Propyléne glycol 4254-15-3 834 55,4 C3HsO2
15,45 Propyléne glycol 4254-15-3 949 56 C3Hs0O2
15,92 2-Propanol, 1,1'-oxybis- 110-98-5 899 93,7 CeH1403
2-butanol 78-92-2 875 13,6 CsH100
16,36 Alcool isopropylique 67-63-0 852 16,8 C3HsO
Propyléne glycol 4254-15-3 839 22,6 C3Hs0O2
17,04 Maltol 118-71-8 909 93 CsHeO3
17,62 Propyléne glycol 4254-15-3 918 40,1 C3Hs0:
19.1 (2-méthoxyéthyl)hydrazine 3044-15-3 845 27,7 C3H10N20
Propyléne glycol 4254-15-3 835 27,7 C3Hs0:
19,77 Propyléne glycol 4254-15-3 878 18,5 C3HgO2
Propyléne glycol 4254-15-3 863 17,1 C3Hs0:
20,11 Glycérine 56-81-5 896 80,9 CsHsOs3
1,4-Dioxane-2,6-diméthanol 54120-69-3 737 38,2 CsH1204

o Comparaison de la composition chimique de la forme liquide et de la forme aérosolisée du
e-liquide mire

Parmi tous les composés retrouvés dans 1’analyse chromatographique de 1’e-liquide mire, on peut

constater qu’un certain nombre de ces molécules ne sont que peu volatiles ou en quantité insuffisante

157




pour étre identifiées. Par ailleurs, dans 1’aérosol un nombre considérable de composés apparait du fait
du chauffage de I’e-liquide et de la plus grande volatilit¢ de ces molécules néoformées. Toutes ou
quelques-unes de ces molécules pourraient étre a 1’origine des réponses cellulaires différentes entre
I’exposition a 1’e-liquide et a 1’aérosol du méme e-liquide. En effet, la méthyhydrazine, le glycidol
ainsi que la (2-méthoxyéthyl)hydrazine identifiés dans la forme aérosolisée sont classés comme
composés toxiques, carcinogenes ou potentiels carcinogenes et pourraient expliquer les différences
de réponses cellulaires observées (National Center for Biotechnology Information, 2025d, 2025¢,

20259).

Tableau 8 : Analyse comparative des profils chimiques - identification des composés communs et spécifiques entre la forme liquide et
aérosolisée de I'e-liquide aromatisé a la mdre

Composés communs
aux deux types
d'échantillon (e-
liquide/puffs)

Composés spécifiques a
I'e-liquide miire

Composés spécifiques aux puffs mare

Alcool isopropylique

(2-méthoxyéthyl)hydrazine Diglycérol

Ethylbutyrate

Cis-3-Hexenol 1,2-Propanediol diformate

Dioxyde de carbone
1,3-Dioxolane-2-méthanol, 2,4-

1-(Methoxymethoxy)hexane -
diméthyl-

Acide acétique
Acétaldéhyde

Alcool hexylique

Diéthyl malonate
Ethyl glycolate
Glycidol

Hexanoate d'éthyle

1-O-Methylglycérol
1,4-Dioxane-2,6-diméthanol

2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane
2-Propanol, 1,1'-oxybis-

1-pentanol

Anhydride acétique 2-Nitroéthyl propionate

Alcool Isoamylique

ester, di-TMS

Chlorure de 3,3,4,4-Tetrafluorohexane > butanol Méthylhydrazine
méthanesulfonyle 4-hexen-1-ol, acétate Toutane Octaméthylcyclotétrasiloxane
Ethanol Acide formi 2-propanol, 1-(2-methoxy-1- . i
e Fcn e. orncrllnqueI methylethoxy)- Oxiraneméthanol, (R)-
cérine ' . ,
Mylt | Iormlatle lamye 3,3,4,4-Tétrafluorohexane Oxiraneméthanol, (S)-
alto .
b ’ ol soamy acet:te" | 3-Hydroxybutanal Propanamide
ropyléne glyco ' s
pylene gly Propanoate d'allyle 3-hydroxymandelic acid, ethyl Succindialdehyde
2-hexen-1-ol

Trisloxane, 1,1,1,5,5,5-
hexamethyl-3-

Acétate de méthyle

[(trimethylsilyl)oxy]-

I1V.3.1.c. Identification des composés présents dans un e-liquide et aérosol aromatisé a la framboise

o Identification des composés présents dans un e-liquide framboise

L’analyse chromatographique d’un e-liquide framboise, nous a permis d’identifier plusieurs
composés chimiques utilisés comme ardme. En effet, nous avons mis en évidence la présence
d’acétate d’hexyle (fruits, pommes/poires), d’acétate d’éthyle (fruité), de 4-hexen-1-ol acétate (arome

végétal), d’alcool hexylique (herbe fraiche), d’isoamylacétate (fruits, poire, ananas), de cis-3-hexenol
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(herbe fraiche), de propanal (fruité) et de linalol (note florale). Comme attendu, les véhicules PG et

VG ont également été identifiés, ainsi que 1’éthanol et 1’alcool isopropylique souvent utilisés comme

solvants pour les agents aromatisants cités précédemment (Figure 50 et Tableau 9).
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Figure 50 : Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour l'e-liquide aromatisé a la framboise. L'analyse est réalisée
dans un mode de screening non-ciblé (full scan).

Tableau 9 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'e-liquide aromatisé a la framboise. Les composés

sont classés par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

E-liquide framboise

R. Intensité
RT Nom N° CAS Match relative | Formule
P. (%)

e';"’;':" Ethanol 64-17-5 882 60,8 CHeO
8,51 Acétate d'hexyle 142-92-7 935 89,4 CsH1602
8,88 Anhydride acétique 108-24-7 908 71,3 C3HeO2
9,15 4-hexen-1-ol, acétate 72237-36-6 968 40,3 CgH1402
9,45 Alcool isopropylique 67-63-0 849 12,6 CsHsO

2-propanol, 1-(2-prepenyloxy)- ND 766 31,9 CsH1202

9,69 Alcool hexylique 111-27-3 956 63,9 CeH140
Isoamylacétate 123-92-2 894 10,9 C7H1402

10,11 Cis-3-Hexenol 928-96-1 958 43,5 CsH120
13 Propylene glycol 4254-15-3 835 57 C3HsO:
Alcool isopropylique 67-63-0 822 11,7 C3HsO

20,16 | Glycérine 56-81-5 898 86,8 C3HsO3
1,69 Acétaldéhyde 75-07-0 970 83,9 C2H40
1,94 Propanal 123-38-6 891 56,9 C3HeO
2,63 Ethylacétate 141-78-6 882 84 C4HsO2
7,42 3,3,4,4-Tétrafluorohexane ND 839 43,6 CsH1oF4
11,31 2-propanol, 1-(2-methoxy-1-methylethoxy)- 20324-32-7 819 51,5 C7H1603
12,2 Linalol 78-70-6 872 57,5 Ci0H180
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o Identification des composés présents dans 1’aérosol d’un e-liquide framboise

Afin de comparer les deux formes d’e-liquide (liquide/aérosolisée), nous avons reproduit la méme
expérimentation avec des puffs piégés dans un tube Tenax®. Contrairement a ce qui était attendu, une
partie des aromes identifiés dans la forme liquide n’a pas été retrouvée sous forme aérosolisée. En
effet, seulement quelques composés utilisés comme arOmes ont été identifiés : 1’acétate d’éthyle
(fruité) et le maltol (arome sucré, caramélis¢). Le reste des composés identifiés correspondent
essentiellement a des produits de dégradation comme le 1-O-Methylglycérol, le succinaldéhyde ou
des solvants comme I|’alcool isopropylique ou le 2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane (Figure 51 et
Tableau 10). Ces composés, hormis ’alcool isopropylique, sont présents uniquement dans la forme

aérosolisée (Tableau 11).
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Figure 51: Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour I'aérosol aromatisé a la framboise. L'analyse est réalisée
dans un mode de screening non-ciblé (full scan).

Tableau 10 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'aérosol aromatisé a la framboise. Les composés
sont classés par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

Puffs framboise (3 puffs)

R. Intensité
RT Nom N° CAS Match relative P. Formule
(%)

1,7 Acétaldéhyde 75-07-0 903 31,9 C2H40
2,02 Succinaldéhyde 638-37-9 886 31,9 C4HeO2
2,77 Ethylacétate 141-78-6 904 73,3 C4HsO2
4?02 | Ethanol 64-17-5 950 93,1 C2HeO
5,11 | 2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane 4359-46-0 907 88 CeH1202
6,05 Acide pivalique 75-98-9 755 8,17 CsH1002

Alcool isopropylique 67-63-0 762 11,5 C3HsO
10,07 | Propyléne glycol 4254-15-3 761 35,5 C3HsO:
Ethylglycolate 623-50-7 751 18,3 C4HsO3
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13,28 | 1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol ND 803 53 CsH1203
(3,3-Diméthyloxiranyl)méthanol ND 780 18,4 CsH1002

14,28 | Alcool isopropylique 67-63-0 772 14,3 C3HsO
Propyléene glycol 4254-15-3 730 20 C3Hs0:2
Propyléne glycol 4254-15-3 841 56,8 C3HsO:

Alcool isopropylique 67-63-0 830 12,5 C3HsO

15,02 | Ethylglycolate 623-50-7 797 9,09 C4HsOs3
Propyléene glycol 4254-15-3 781 6,78 C3Hs0:2
1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol ND 774 22,4 CsH1203

16,87 | Maltol 118-71-8 771 75,5 CeHeO3
.| Alcool isopropylique 67-63-0 779 8,9 C3HsO
91':50: Ethyl glycolate 623-50-7 776 37,1 C4HsO3
Propyléne glycol 4254-15-3 762 29,2 C3HsO:
15,02 3 | 1-O-Methylglycérol 623-39-2 764 33,4 C4H1003
20 Propyléne glycol 4254-15-3 761 26,9 C3Hg02
22,2 Glycérine 56-81-5 874 73,3 CsHsO3
23,9 Glycérine 56-81-5 926 87,8 C3HsOs3
24,2 Lidocaine 137-58-6 850 73,9 C1aH22N20

o Comparaison de la composition chimique de la forme liquide et de la forme aérosolisée du
e-liquide framboise

Parmi tous les composés retrouvés dans 1’analyse chromatographique du e-liquide framboise, on peut
au méme titre que pour la mire, constater qu’un certain nombre de ces molécules ne sont que peu
volatiles ou en quantité insuffisante pour €tre identifiées. Par ailleurs, dans 1’aérosol beaucoup moins
de composés apparaissent du fait du chauffage de 1’e-liquide et de la plus grande volatilité¢ de ces
molécules néoformées. Ceci pourrait expliquer les réponses cellulaires moins déléteres du e-liquide

framboise compar¢ au e-liquide mire.
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Tableau 11 : Analyse comparative des profils chimiques - identification des composés communs et spécifiques entre la forme liquide
et aérosolisée de I'e-liquide aromatisé a la framboise

Composés communs
aux deux types Composés spécifiques a l'e-liquide Composés spécifiques aux puffs

d'échantillon (e- framboise framboise
liquide/puffs)

2-propanol, 1-(2-methoxy-1-methylethoxy)-

2-propanol, 1-(2-prepenyloxy)-
prop , (2-prepenyloxy) (3,3-Diméthyloxiranyl)méthanol
3,3,4,4-Tétrafluorohexane ] .
1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol

Acétaldéhyde Cis-3-Hexenol X
. . i 1-O-Methylglycérol
Alcool isopropylique 4-hexen-1-ol, acétate .
i , 2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane
Ethanol Acétate d'hexyle . o
i . Acide pivalique
Ethyl acétate Alcool hexylique
L. . . Ethyl glycolate
Glycérine Alcool isopropylique . i
K . L Lidocaine
Propyléene glycol Anhydride acétique
Maltol

Isoamyl acétate . i
. Succinaldéhyde
Linalol

Propanal

I1V.3.1.d. Identification des composés présents dans un e-liquide et aérosol aromatisé a la fraise

o Identification des composés présents dans un e-liquide fraise

Pour I’e-liquide fraise, nous avons mis en évidence la présence dans le mélange de différents agents
aromatisants comme 1’alcool hexylique (herbe fraiche), I’isoamylacétate (fruits, poire, ananas), le cis-
3-hexenol (herbe fraiche), le pentanal (fruité), le linalol (note florale), d’éthylbutyrate (fruits, ananas),
d’acétate d’hexyle (fruits, pommes/poires). La présence de véhicule composé de propyléne glycol et
glycérine végétale a également été confirmée. Des solvants ou réactifs de syntheése ont également été
identifiés comme I’anhydride acétique, 1’alcool isopropylique ou encore le succindialdéhyde (Figure

52 et Tableau 12).
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Figure 52 : Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour l'e-liquide aromatisé a la fraise. L'‘analyse est réalisée
dans un mode de screening non-ciblé (full scan).
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Tableau 12 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'e-liquide aromatisé a la fraise. Les composés sont
classés par temps de rétention croissant

E-liquide fraise

R. Intensité
RT Nom N° CAS Match relative P. | Formule
(%)

1,69 |Acétaldéhyde 75-07-0 939 64,8 C2H40

Succindialdéhyde 638-37-9 816 11,5 CsHeO

Y2 oentanal 110623 | 795 42 CsH100
3,23 | Ethanol 64-17-5 930 78,4 C2HeO
4,77 | Ethyl butyrate 105-54-4 939 93,7 CeH1202
5,05 |Isoamylacétate 123-92-2 955 97,4 C7H1402
6,35 |Isoamylacétate 123-92-2 990 90 C7H1402
7,22 | Limonéne 138-86-3 923 29,6 CioH16
7,93 | Hexanoate d'éthyle 123-66-0 928 80,2 CsH1602
8,51 | Acétate d'hexyle 142-92-7 928 62,8 CsH1602
8,88 | Isoamyl isovalérate 659-70-1 799 16,7 C10H2002
12 | Acide propanoique 79-09-4 904 80,5 C3HeO2
9,54 | Lactate d'éthyle 97-64-3 919 34,7 CsH1003
9,69 | Alcool hexylique 111-27-3 946 62,2 CsH140
10,11 | Cis-3-Hexenol 928-96-1 949 35,6 CeH120
10,89 | Acide acétique 64-19-7 966 91,9 C2H402
12 | Acide propanoique 79-09-4 904 88,1 C3HeO2
12,2 | Linalol 78-70-6 865 55,8 C10H180
12,93 | Propyléne glycol 4254-15-3 789 55,6 C3HsO:2
13,22 | Alcool isopropylique 67-63-0 782 14,9 C3HsO
13,72 | Acide 2-méthylbutyrique 116-53-0 916 92,5 CsH1002
20,3 | Glycérine 56-81-5 861 62,8 C3Hs0s
21 | Acide benzoique 65-85-0 707 14,1 C7HeO2

o Identification des composés présents dans 1’aérosol d’un e-liquide fraise

Concernant 1’e-liquide fraise sous sa forme aérosolisée, nous avons identifié¢ les agents aromatisants
suivants : I’éthylbutyrate (fruits, ananas), ’isoamyle acétate (fruits, poire, ananas), le propanoate
d’allyle (fruits), I’hexanoate d’allyle (ananas, péche, abricot), le limoneéne (agrumes), 1’alcool
hexylique (herbe fraiche), le cis-3-hexenol (herbe fraiche), le linalol (note florale) et la y-décalactone
(péche).

La glycérine végétale et le propyléne glycol ont également été identifiés. Des solvants comme
I’éthanol et 1’alcool isopropylique ont été retrouvés dans 1’aérosol. La présence de certains produits

contaminants, potentiellement inhérents a la technique de chromatographie, a ét¢ mise en évidence
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dont I’octaméthylcyclotétrasiloxane, le 1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol, le tétrafluorure de silicium

(Figure 53 et Tableau 13).
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Figure 53 : Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour I'aérosol aromatisé a la fraise. L'analyse est réalisée

dans un mode de screening non-ciblé (full scan).

Tableau 13 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'aérosol aromatisé a la fraise. Les composés sont
classés par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

Puffs fraise (3 puffs)

R. Intensité
RT Nom N"CAs | relatti:esti%) Formule
1,6 Sodium heptafluorobutyrate 2218-54-4 | 887 94,3 C4F7Na02
2,51 Dioxyde de soufre 7446-09-5 | 928 89,2 SO
3,45 Ethanol 64-17-5 944 94,8 C2HeO
4,44 Octaméthylcyclotétrasiloxane 556-67-2 897 75,7 CgH2404Sia
4,82 Ethyl butyrate 105-54-4 | 912 84,2 CeH1202
5,09 Isoamyl acétate 123-92-2 | 963 96 C7H1402
6,34 Isoamyl acétate 123-92-2 869 76,8 C7H1402
6,79 Propanoate d'allyle 2408-20-0 | 837 36,2 CeH1002
7,1 Tétrafluorure de silicium 7783-61-1| 936 30,2 FaSi
7,87 Hexanoate d'éthyle 123-66-0 | 903 79,3 CsH1602
9,72 Alcool hexylique 111-27-3 821 24,2 CsH140
10,14 Cis-3-Hexenol 928-96-1 | 937 42,8 CeH120
12,2 Linalol 78-70-6 704 9,53 Ci0H180
13,05 Propyléne glycol 4254-15-3 | 805 54,8 C3HsO2
Alcool isopropylique 67-63-0 789 9,49 C3HsO
13,87 1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol ND 797 22,6 CsH1203
Ethylglycolate 623-50-7 751 20,8 C4Hs03
Alcool isopropylique 67-63-0 767 8,47 C3HsO
14,92 Propyléne glycol 4254-15-3 | 755 26,9 C3HsO2
Ethyl glycolate 623-50-7 | 741 15,5 C4HsO3
1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol ND 757 11,6 CsH1203
16,49 Propyléne glycol 4254-15-3 | 716 16 C3HsO2
Ethylglycolate 623-50-7 705 9,35 C4HsO3
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17,79 Propyléne glycol 4254-15-3 | 879 71,3 C3HsO2
Alcool isopropylique 67-63-0 773 7,06 C3HsO
12,86 a 17,8 | Propylene glycol 4254-15-3 | 772 34,2 C3HsO2
Ethylglycolate 623-50-7 | 750 14,6 C4HsO3
1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol ND 771 8,13 CsH1203
12,86 2 14,9 | Alcool isopropylique 67-63-0 765 7,81 C3HsO
Propyléne glycol 4254-15-3 | 752 26,7 C3HsO2
1828 Propyléne glycol 4254-15-3 | 851 22,3 C3HsO2
Propyléne glycol 4254-15-3 | 829 18,9 C3HsO2
1878 Glycérine 56-81-5 828 60,3 C3HsOs
y-décalactone 706-14-9 790 48,8 Ci0H1802
26,6 2-propanol, 1-(1-methylethoxy)- 3944-36-3 | 736 12,2 CeH1402

o Comparaison de la composition chimique de la forme liquide et de la forme aérosolisée du
e-liquide fraise

En comparant la caractérisation chimique du e-liquide et de 1’aérosol, nous pouvons identifier des
composants chimiques communs aux deux formes de I’e-liquide comme le linalol, 1’éthylbutyrate ou
I’alcool hexylique. Au contraire, nous avons pu associer des composants de maniere spécifique a la
forme liquide ou aérosolisée : différents acides et agents aromatisants pour la forme liquide et des
composés de dégradation et contaminants pour la forme aérosolisée (Tableau 14).

Parmi tous les composés retrouvés dans I’analyse chromatographique du e-liquide fraise, on peut
constater qu’un certain nombre de ces molécules ne sont que peu volatiles ou en quantité insuffisante
pour étre identifiées. Le nombre de molécules néoformées est trés proche de ce qui a été retrouvé
pour le e-liquide framboise. Ceci pourrait expliquer les réponses cellulaires moins délétéres du e-

liquide fraise en comparaison a 1’e-liquide mdre.
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Tableau 14 : Analyse comparative des profils chimiques - identification des composés communs et spécifiques entre la forme liquide
et aérosolisée de I'e-liquide aromatisé a la fraise

Composés communs aux deux

. <cifi 5 l'e-liqui
types d'échantillon (e- Composés spécifiques a I'e-liquide

Composés spécifiques aux puffs fraise

liquide/puffs) fraise

Cis-3-Hexenol Acide 2-méthylbutyrique

Alcool hexylique Acide acétique 1,2-dideoxy-l-erythro-pentitol

Alcool isopropylique Acide benzoique 2-propanol, 1-(1-methylethoxy)-

Ethanol Acide propanoique Dioxyde de soufre
Acétaldéhyde Ethylglycolate

Z:Z:;:J:Zrate Acétate d'hexyle Octaméthylcyclotétrasiloxane

Hexanoate d'éthyle Isoamylisovalérate Propanoate d'allyle

Isoamylacétate Lactate d'éthyle Sodium heptafluorobutyrate

Linalol Limonene Tétrafluorure de silicium

Propyléne glycol Pentanal y-décalactone
Succindialdéhyde

1V.3.1.e. Identification des composés présents dans un e-liquide et aérosol aromatisé a la myrtille

o Identification des composés présents dans un e-liquide myrtille

Pour finir, nous avons étudié la composition chimique de I’e-liquide myrtille sous ses deux formes.
Pour la forme liquide, nous avons identifié un certain nombre d’agents aromatisants. En effet, nous
avons mis en évidence la présence d’une quinzaine de composés chimiques aromatisants : I’acétate
d’éthyle (fruité), le méthylbutyrate (pomme), I’éthylbutyrate (fruits, ananas), I’isoamylacétate (fruits,
poires, ananas), le pentylformate (fruits), le cis-3-hexenol (herbe fraiche), 1’hexanoate d’éthyle
(fruits), ’isoamylisobutyrate (abricot, ananas), I’hydroxyacétone (sucré, caramélisé), I’a-ionone
(note florale, violette), le trans-B-damascone (note florale et fruitée). Le propyléne glycol et la
glycérine végétale ont, comme attendu, bien été identifiés. Quelques produits issus de la synthése des
aromes et des solvants ont été, également, mis en évidence comme : I’anhydride acétique et 1’alcool

isopropylique (Figure 54 et Tableau 15).
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Figure 54 : Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour l'e-liquide aromatisé a la myrtille. L'analyse est réalisée
dans un mode de screening non-ciblé (full scan).

Tableau 15 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'e-liquide aromatisé a la myrtille. Les composés
sont classés par temps de rétention croissant

RT Nom N° CAS M:t'ch reanttiszsﬁ%) Formule
1,69 | Acétaldéhyde 75-07-0 898 37,3 C2H40
2,62 | Ethylacétate 141-78-6 910 93,3 C4Hs0:
3,33 | Ethanol 64-17-5 943 93,1 C2HeO
3,95 | Méthylbutyrate 623-42-7 868 79,3 CsH1002
4,78 | Ethylbutyrate 105-54-4 939 90,6 CeH1202
5,81 | Acide a-céto-butyrique 600-18-0 776 9,33 CsHeO3
6,15 | Isoamylacétate 123-92-2 927 76,9 C7H1402

Alcool isoamylique 123-51-3 922 68,3 CsH1,0

7,6 | 1l-pentanol 71-41-0 894 19,4 CsH120

Pentylformate 638-49-3 875 4,08 CeH1202
7,92 | Hexanoate d'éthyle 123-66-0 908 79,8 CsH1602
8,41 |Isoamylisobutyrate 2050-01-3 945 61 CoH1502

Anhydride acétique 108-24-7 917 14,5 C4HeO3
8,41 | Méthylglyoxal 78-98-8 894 11,4 C3H402

Hydroxyacétone 116-09-6 845 51,2 C3HeO2
9,15 | Acétate de (Z)-3-hexényle 3681-71-8 938 32 CsH1402
9,69 | Alcool hexylique 111-27-3 946 57,9 CsH140
10,11 | Cis-3-Hexenol 928-96-1 954 40,9 CsH120
10,89 | Acide acétique 64-19-7 957 90 C2H40:
11,31 | 2-propanol, 1-(2-methoxy-1-methylethoxy)- : 20324-32-7 | 811 46,8 C7H1603

12 | Acide propanoique 79-09-4 906 87,2 C3HeO2
12,37 | Propyléne glycol 4254-15-3 809 10,9 CsHsO4
12,48 | 2-propanol, 1-(1-methylethoxy)- 3944-36-3 763 28,9 CeH1402

Alcool isopropylique 67-63-0 778 6,8 C3HsO
13,23 | Propyléne glycol 4254-15-3 777 45,7 C3HsO:

Ethylglycolate 623-50-7 767 25 C4HsO3
14,02 | Propyléne glycol 4254-15-3 903 4,48 C3HsO:
15,28 Propyléene glycol 4254-15-3 841 9,02 C3HsO:

trans-B-Damascone 23726-93-4 | 809 41,6 Ci3H200
15,63 | a-ionone 127-41-3 851 69 C13H200
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15,96 | Propyléne glycol 4254-15-3 852 26,9 C3HsO:
20,26 | Glycérine 56-81-5 885 83,4 C3HsO3

o Identification des composés présents dans 1’aérosol d’un e-liquide Myrtille

Enfin, nous avons analysé le profil chimique de I’aérosol aromatisé a la myrtille. Un certain nombre
d’agents aromatisants identifiés dans la forme liquide I’ont également été dans la forme aérosolisée.
En effet, les composés aromatisants suivants ont ¢été retrouvés dans les deux formes: le
méthylbutyrate (pomme), 1’éthylbutyrate (fruits, ananas), I’isoamylacétate (fruits, poires, ananas), le
cis-3-hexenol (herbe fraiche), ’hexanoate d’éthyle (fruits), I’isoamylisobutyrate (abricot, ananas)
(Tableau 17). Les véhicules PG et VG ont bien été identifiés dans 1’aérosol. Des dérivés du PG ont
¢été identifiés dans la forme aérosolisée comme le 2-propanol, 1-(1-methylethoxy) et 1’éthylglycolate.
Un certain nombre de composants contaminants et issus de la dégradation d’autres produits et
solvants ont été identifiéss comme le  1-O-méthylglycérol, le  glycéraldéhyde,
I’octaméthylcyclotétrasiloxane, le succinaldéhyde, le 3,3,4,4-Tétrafluorohexane ou encore

I’hexaéthylene glycol (Figure 55 et Tableau 16).
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Figure 55: Chromatogramme en mode total ionique (TIC) par TD-GC-MS pour I'aérosol aromatisé a la myrtille. L'analyse est réalisée
dans un mode de screening non-ciblé (full scan).
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Tableau 16 : Liste des composés chimiques identifiés par TD-GC-MS contenus dans I'aérosol aromatisé a la myrtille. Les composés sont

classés par temps de rétention croissant. ND = non déterminé

R, Intensité
RT Nom N° CAS Match relative Formule
P. (%)
1,69 Acétaldéhyde 75-07-0 947 54,9 C2H40
1,97 Succinaldéhyde 638-37-9 925 34,2 C4He02
2,63 Acétate d'éthyle 141-78-6 906 88,3 C4HsO2
3;?:4"" Ethanol 64-17-5 | 937 | 89,1 C2HsO
3,99 Méthylbutyrate 623-42-7 845 69,3 CsH1002
4,45 Octaméthylcyclotétrasiloxane 556-67-2 957 59,2 CgH2404Sia
4,54 2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane 4359-46-0 855 86,5 CeH1202
4,81 Ethylbutyrate 105-54-4 930 88,7 CeH1202
5,82 Propanoate d'allyle 2408-20-0 818 18,2 CsH1002
6.15 Isoamylacétate 123-92-2 850 47,4 C7H1402
Acetic acid, pentyl ester 628-63-7 836 33,4 C7H1402
6,98 ?(t[r(itr:gﬁtlT;:illll;:!z(?/)](ZLjn{;ll}ethanamine ND 752 17,7 | CuaHNOS0e
76 3,3,4,4-Tetrafluorohexane ND 832 16,9 CsH1oF4
Chlorure de méthanesulfonyle 124-63-0 769 16,2 CHsCIO2S
7,73 Alcool isoamylique 123-51-3 920 53,3 CsH120
1-pentanol 71-41-0 905 25,9 CsH120
7,87 Hexanoate d'éthyle 123-66-0 895 75 CsH1602
8.34 Butanoate de 3-méthylbutyle 106-27-4 928 37,9 CoH130:2
Isoamylisobutyrate 2050-01-3 919 26,8 CoH1502
8,48 1-(Methoxymethoxy)hexane 66675-06-7 719 14 CsH1302
8,77 Valérate de pentyle 2173-56-0 747 18,3 C10H2002
9,12 4-hexen-1-ol, acétate 72237-36-6 931 33,6 CsH1402
9,73 Alcool hexylique 111-27-3 933 60,8 CsH140
9,84 Cis-3-Hexenol 928-96-1 869 23,6 CsH120
10,15 Cis-3-Hexenol 928-96-1 951 38,2 CsH120
10,88 Acide acétique 64-19-7 914 77,4 C2H402
11,51 Alcool isopropylique 67-63-0 802 10,8 C3HsgO
12,04 Acide propanoique 79-09-4 816 35,6 C3HeO2
12,21 Linalol 78-70-6 660 7,13 CeH13NO4
12,36 1-Propoxy-2-propanol 1569-01-3 741 21,8 CsH1402
13,74 Propyléne glycol 4254-15-3 773 40,6 C3HsO:
14,08 1,2 -Dideoxy-I-erythro-pentitol ND 812 45 CsH1203
Alcool isopropylique 67-63-0 789 10,9 C3HgO
16,04 Propylene glycol 4254-15-3 779 49,2 C3Hs0:
Ethylglycolate 623-50-7 763 15 C4HsO3
Propylene glycol 4254-15-3 779 43,5 C3Hs0:
17,2 1-0O-Methylglycérol 623-39-2 736 9,17 C4H1003
Propylene glycol 4254-15-3 724 6 C3Hs0:
18,48 Propyléne glycol 4254-15-3 936 62,5 C3HsO:
Propyléne glycol 4254-15-3 913 22,8 C3HsO:
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18,51 Propyléne glycol 4254-15-3 933 36,1 C3HsO:
Propylene glycol 4254-15-3 932 33,3 C3HsO:2

19,93 Propyléne glycol 4254-15-3 858 36,4 C3HsO2
20,4 Glycérine 56-81-5 869 75,8 CsHsOs
Glycéraldéhyde 367-47-5 799 7,12 C3HeOs3
Glycérine 56-81-5 899 81 C3HsOs3

21,05 | Glycéraldéhyde 367-47-5 811 6,63 C3HeOs3
Erythritol 149-32-6 806 6,37 CsH1004

20,1a |Glycérine 56-81-5 912 87,9 C3HsOs3
23,95 Erythritol 149-32-6 821 7,27 CsH1004
25,86 Diglycérol 627-82-7 731 16 C6H140s
Hexaéthyléne glycol 2615-15-8 709 10,3 C12H2607

o Comparaison de la composition chimique de la forme liquide et de la forme aérosolisée du
e-liquide myrtille

Parmi tous les composés retrouvés dans 1’analyse chromatographique du e-liquide myrtille, on peut
constater qu’un certain nombre de ces molécules ne sont que peu volatiles ou en quantité insuffisante
pour étre identifiées. Le nombre de molécules néoformées par 1’aérosolisation est trés important
comparé a ce qui a été retrouvé pour les e-liquides framboise ou fraise, mais comparable a 1’aérosol
mire. Ceci pourrait expliquer les réponses cellulaires plus déléteres pour les cellules des e-liquides
myrtille et mire en comparaison aux e-liquides fraise et framboise.

Par exemple, en comparant la caractérisation chimique de I’e-liquide et de I’aérosol, nous pouvons
identifier des composants chimiques communs aux deux formes de I’e-liquide comme 1’acétaldéhyde

est connue pour étre toxique et cancérigene (Tableau 17).
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Tableau 17: Analyse comparative des profils chimiques - identification des composés communs et spécifiques entre la forme liquide et
aérosolisée de I'e-liquide aromatisé a la myrtille

1-pentanol
Cis-3-Hexenol
Acide acétique
Acide propanoique
Acétaldéhyde
Alcool hexylique
Alcool isoamylique
Alcool isopropylique
Ethanol
Ethylbutyrate
Ethylglycolate
Glycérine
Hexanoate d'éthyle
Isoamylacétate
Isoamylisobutyrate
Méthylbutyrate
Propyléne glycol

2-propanol, 1-(1-methylethoxy)-
2-propanol, 1-(2-methoxy-1-
methylethoxy)-

Acide a-céto-butyrique
Acétate de (Z)-3-hexényle
Anhydride acétique

Ethyl acétate
Hydroxyacétone
Méthylglyoxal

Pentyl formate
trans-B-Damascone
a-ionone

1,2 -Dideoxy-l-erythro-pentitol
1-(Methoxymethoxy)hexane
1-O-Methylglycérol
1-Propoxy-2-propanol
2-Ethyl-4-methyl-1,3-dioxolane
2-propanol, 1,3-dichloro-
3,3,4,4-Tetrafluorohexane
3-[(trimethylsilyl)oxy]-2-{4-
[(trimethylsilyl)oxy]phenyl}ethana
mine

4-hexen-1-ol, acétate

Acetic acid, pentyl ester
Acétate d'éthyle

Butanoate de 3-
méthylbutyle
Chlorure de
méthanesulfonyle
Diglycérol

Erythritol
Glycéraldéhyde
Hexaéthyléne glycol
Linalol

Octaméthylcyclotétrasiloxa
ne

Propanoate d'allyle
Succinaldéhyde
Valérate de pentyle
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IV.3.2. Mise en place d’une méthodologie d’identification des composés chimiques
contenus dans les e-liquides et piégés par barbotage grace a une technique de LC-MS-
TOF

Afin d’augmenter la sensibilité de la caractérisation chimique des e-liquides qui sont des mélanges
particulierement complexes, une deuxi¢éme méthode d’identification des composés chimiques est en
cours de développement. Il s’agit d’une méthode de chromatographie en phase liquide associée a la
spectrométrie de masse a temps de vol. Pour mettre au point cette méthode de “screening” par LC-
MS-TOF, nous nous sommes intéressés a 4 composés chimiques composant 1’arome complet fruit
rouges : la frambinone (C10H1202 ; N° CAS : 5471-51-2), ’acétate d’éthyle (C4HgO> ; N° CAS : 141-
78-6), le cis-3-hexenol (CsHi20 ; N° CAS 928-96-1) et la vanilline (CsHgO3 ; N° CAS : 121-33-5).
L’essentiel des résultats présentés dans cette partie feront référence a la mise au point du protocole et

a quelques résultats préliminaires.

Plusieurs paramétres ont été mis en place a partir de la littérature puis adaptés selon les profils
chromatographiques obtenus (Al et al., 2021; Gumus, 2023; Mikotajczak et al., 2018; Wojdyto et
al., 2016). Nous avons principalement fait varier des parametres relatifs au spectrometre de masse
mais également a la partie chromatographique (Tableaux 18 et 19).

En effet, concernant la partie chromatographique, deux types de phase mobile ont été expérimentées :
une premiere composée d’un mélange d’acétonitrile et d’eau ultra pure dans un ratio 50/50 auquel est
ajouté 0,1 % d’acide formique et une seconde composée d’acétonitrile a 100 % a laquelle est ajouté
0,1 % d’acide formique. Le volume d’injection choisi pour I’ensemble des expérimentations est fixé
a 10 uL et le débit choisi pour toutes les expérimentations est de 0,3 mL/min. Pour finir, nous avons
injecté des échantillons de référence (molécules pures) volontairement sans colonne puis avec deux

types de colonnes différentes en vue d’optimiser le protocole.
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Tableau 18 : Récapitulatif des différents paramétres ajustés relatifs a la partie chromatographique de la LC-MS-TOF

Parametres liés a la chromatographie
. Volume o
Phase mobile . Débit Type de colonne
d’injection
Zorbax Eclipse Plus C18 (Rapid
Acétonitrile + 0,1 % Acide Resolution HD 2,1x50 mm 1,8
Paramétres . o . micron)
] formique ou Acétonitrile + Eau 10 pL 0,3 mL/min
test .
estes ultrapure 50/50 + 0,1 % Acide
. Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 150
formique
mm 5 microns)
Parametres Acétonitrile + Eau ultrapure . Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x
L. . ) 10 pL 0,3 mL/min .
choisis 50/50 + 0,1 % Acide formique 150 mm 5 microns)

Pour la partie spectrométrie de masse, nous avons fait varier un certain nombre de parametres liés au
« temps de vol » listés ci-dessous :
- Température et débit du « drying gaz » qui permet d’évaporer la phase mobile lors de la
nébulisation
- Pression du nébuliseur qui permet d’aérosoliser 1’échantillon
- Voltage du capillaire appliqué a I’entrée du spectrometre pour ioniser les composés (en mode
positif)
- Voltage du nozzle qui permet d’affiner le faisceau d’ion entrant dans la MS
- Tension appliquée au fragmentor qui permet de faciliter I’entrée des ions dans la MS

- Température et débit du sheath gaz qui entoure les échantillons nébulisés afin de le stabiliser
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Tableau 19 : Récapitulatif des différents paramétres ajustés relatifs a la partie spectrométrie de masse de la LC-MS-TOF

Parametres liés a la spectrométrie de masse
Pression Voltage Voltage Température | Débit du
Température Débit du & & Voltage du P
. . du du du du sheath sheath
du drying gaz | drying gaz L o fragmentor
nébuliseur | capillaire nozzle gaz gaz
100°C . 200°C
. 2 L/min .
150°C ) , 225°C
. . 4 L/min 20 psi .
Parametres 200°C . . 150V 250°C 10
j . 6 L/min 30 psi 3500V 1000 V R .
testés 250°C ) ) 300V 300°C L/min
. 8 L/min 35 psi .
300°C . 350°C
. 10 L/min .
350°C 400°C
Parametres R . . 10
. 300°C 10 L/min 20 psi 3500 V 1000 vV 150 vV 225 .
choisis L/min

L’optimisation des conditions expérimentales décrites ci-dessus, nous ont permis d’obtenir des
chromatogrammes nets et interprétables comme illustré ci-dessous avec le chromatogramme de la

vanilline (Figure 56).

x102 |+ESI TIC Scan Frag=150.0V 20250611 Vaniline & d
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Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figure 56 : Chromatogramme issu de I'analyse d’une solution de vanilline par LC-MS-TOF

La suite des expérimentations se basera sur la mise en place d’une bibliotheque interne de différents
composés aromatiques connus et utilisés par la société Gaiatrend afin de pouvoir procéder de maniere

rigoureuse aux différentes identifications dans les mélanges complexes d’ardmes dans les e-liquides.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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V. Discussion et perspectives

Lors de ces travaux de these, les effets d’e-liquides contenant des ardmes de fruits rouges dilués dans
le milieu de culture cellulaire d’un modéle de BAC d¢ja disponible au laboratoire ont pu étre étudiés.
En raison de problémes techniques liés a la croissance d’une des deux lignées, nous avons dii mettre
au point un nouveau modele cellulaire de BAC nécessitant une validation phénotypique et
fonctionnelle de ce dernier. C’est alors que nous avons pu mettre au point et comparer trois méthodes
d’exposition des cellules de la BAC a des e-liquides mire, framboise, fraise et myrtille, afin
d’identifier d’éventuelles modifications dans la réponse cellulaire induite. Puis, des investigations
analytiques ont pu étre menées afin d’identifier des molécules contenues dans les e-liquides et/ou
aérosols d’e-liquide pouvant expliquer certaines de ces réponses. Enfin souhaitant améliorer notre
modele cellulaire en y apportant une composante immunitaire, nous avons mis en place et caractérisé
un modele de cellules macrophagiques de type Mo, M et Ma.

Ces travaux s’inscrivent dans un contexte ou les conséquences de I’'utilisation de la cigarette
¢lectronique restent méconnues que ce soit celles a court ou a long terme. En 1’absence de preuves
scientifiquement établies et par principe de précaution, les autorités de sant¢ comme I’OMS ont classé
ces produits comme « dangers potentiels » pour I'utilisateur. Parmi les composés des e-liquides qui
soulevent le plus de questions, nous nous sommes intéressés aux aromes car ils sont trés nombreux

et étudiés principalement dans le cadre d’une utilisation agroalimentaire, per os et non inhalée.

o Mise en place de modeles cellulaires de la barriere alvéolo-capillaire

Afin d’aider a comprendre I’impact des ardmes inhalés sur le poumon, nous avons dans un premier
temps utilisé¢ un modele de BAC déja mis en place et validé au laboratoire (Sabo et al., 2023). Ce
modele cellulaire, composé de la lignée épithéliale NCI-H441 et de la lignée endothéliale HULEC-

5a, avait montré une certaine similitude phénotypique et fonctionnelle a la BAC. Ces lignées ont été

176



placées de part et d’autre d’un insert cellulaire en coculture afin d’étre soumises a différentes
expositions a des e-liquides : par dilution et par exposition a 1’aérosol piégé dans le milieu de culture.
Plusieurs réponses cellulaires ont pu étre investiguées avant que la lignée HULEC-5a ne cesse de se
multiplier et ne dérive. Nous n’avons pas ét€ en mesure, pour des raisons réglementaires, de remplacer
ce lot de cellules. Afin de continuer les expérimentations sur un mod¢le cellulaire équivalent a notre
premier modele, nous avons développé un nouveau modele de coculture utilisant une nouvelle lignée
endothéliale en remplacement des cellules HULEC-5a. Le choix de la lignée s’est porté sur la lignée
EA.hy926 puisque cette derniére a été utilisée dans plusieurs modeles de coculture décrits dans la
littérature (Elje et al., 2023; Gosselink et al., 2024; Wang et al., 2020). Dans ces différents travaux,
les cellules EA.hy926 ont ét¢ associées soit a des cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B, soit a
des cellules épithéliales alvéolaires A549 ou encore a des cellules THP-1, afin d’utiliser ces mod¢les
de coculture dans le cadre d’exposition de type ALI Cette lignée endothéliale est également utilisée
dans I’étude des mécanismes physiopathologiques inflammatoires en région pulmonaire (Huang et
al., 2013). Nous avons vérifié la similitude phénotypique et fonctionnelle de ce deuxieme modele de
coculture par rapport a celui validé précédemment. Pour ce faire, nous avons caractérisé chacune des
lignées phénotypiquement en vérifiant ’expression d’ARNm et de protéines spécifiques aux
fonctions des cellules épithéliales et endothéliales. Ainsi, nous avons confirmé les phénotypes
épithéliaux et endothéliaux, respectivement, des lignées NCI-H441 et HULEC-5a par qRT-PCR,
western blot et immunofluorescence. L’aspect fonctionnel de la barriére mise en place par la coculture
est également essentiel a évaluer. Nous avons basé cette évaluation sur la mesure de la TER pour
différentes conditions de culture : milieu de culture commun utilis¢ ainsi que la temporalité
d’ensemencement des deux types cellulaires. En condition classique d’ensemencement et de densité
cellulaire, les valeurs de TER de la coculture ont atteint au bout de 8 jours des valeurs égales a environ
350 Q.cm?. D’aprés 1’analyse comparative des TER de chacune des monocultures et de la coculture,
nous avons pu mettre en évidence le caractére essentiel des cellules NCI-H441 dans I’intégrité de la

barriere. En coculture, I’ajout des cellules endothéliales semble stabiliser 1’intégrité de la BAC au-
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dela de 8 jours de culture (Filaudeau et. al — page 112). Ces données sont cohérentes avec les valeurs
décrites dans notre premier modéle et dans la littérature. En effet, Salomon et al. ont mis en évidence
des valeurs de TER de NCI-H441 en monocouche avoisinant 500 Q.cm? aprés 8 jours de culture
(Salomon et al., 2014). Et des valeurs équivalentes de TER pour les monocouches de NCI-H441 ont
¢galement été décrites par les travaux de Ren et al. Ces derniers ont par ailleurs compar¢ les valeurs
de monocouches de cellules NCI-H441 a des monocouches de cellules A549 réguliérement utilisées
comme modele cellulaire pulmonaire. Cette analyse comparative démontre une bien meilleure
capacité de barriere des NCI-H441 par rapport aux A549 dont les valeurs de TER ne dépassent pas
30 Q.cm? (Ren et al., 2016). Ces différentes investigations confirment le caractére physiologique et
la robustesse du modéle de coculture développé lors de mes travaux de thése.

Cependant, une composante essentielle semble manquer au modele de coculture établi. En effet, en
région alvéolaire, les macrophages alvéolaires résidents occupent un role clé dans I’homéostasie
cellulaire. Ces derniers constituent la premiere ligne de défense face aux agressions exogeénes comme
I’exposition a des particules fines, aux agents pathogénes ou aux composés chimiques (DeFranco et
al., 2009). Selon les signaux micro-environnementaux pergus, ces derniers ont la capacité de se
polariser en macrophages M ou My, respectivement caractérisés par un phénotype pro-inflammatoire
ou de réparation tissulaire (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Différents travaux ont mis en
évidence une augmentation de la réponse inflammatoire apres exposition de modeles in vitro a des e-
liquides ou aérosols (Kim et al., 2022; Lerner et al., 2015; Morris et al., 2021; Muthumalage et al.,
2018; Nair et al., 2020; Rouabhia et al., 2020; Sabo et al., 2023; Wu et al., 2014). D’autre part, les
effets pro-inflammatoires et délétéres des e-liquides et aérosols aromatisés sur les macrophages ont
été investigués en région pulmonaire (Matsumoto et al., 2022; Morris et al., 2021; Ween et al., 2017).
Les macrophages peuvent moduler 1’activité des cellules épithéliales et endothéliales grace a des
interactions croisées, principalement par I'intermédiaire de la sécrétion de cytokines (Osorio-
Valencia and Zhou, 2024). Il parait donc pertinent d’ajouter au modele de BAC cette composante

immunitaire qui joue, d’aprés la littérature, un rdle majeur dans les réponses cellulaires apres
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exposition aux e-liquides et aérosols. C’est pourquoi, nous avons mené, parallélement aux travaux
focalisés sur le modele « simplifié » de coculture, une mise au point d’un protocole visant a intégrer
des macrophages alvéolaires en région apicale de I’insert cellulaire, dans le compartiment alvéolaire
reproduit in vitro. Ces derniers seront soit résidentiels (My), soit pro-inflammatoires (M), soit
impliqués dans la phase de réparation tissulaire (M>). Sur cette base, nous avons établi un protocole
de différenciation de cellules monocytaires THP-1 en macrophages Mo puis de polarisation vers un
phénotype M1 ou Ma. Ces différents phénotypes ont été caractérisés afin d’évaluer I’efficacité du
protocole mis au point. Une premiere évaluation morphologique a été effectuée et nous avons pu
mettre en évidence des différences significatives entre les sous-types. En effet, la différenciation des
THP-1 en macrophages par traitement avec du PMA a changé considérablement leur morphologie et
a également induit une adhérence des cellules obtenues contrairement aux THP-1 natives qui se
multiplient en suspension dans le milieu de culture. Des observations similaires ont été décrites dans
différents travaux (Takashiba et al., 1999; Yin et al., 2023; Zhang et al., 2014). En effet, les
prolongements, aussi appelés pseudopodes, ont été utilisés comme caractéristiques morphologiques
des différents sous-types. Cependant, contrairement a ce que nous avons décrit, les travaux de Zhang
et al. décrivent les prolongements des M1 plus « évidents » que ceux des macrophages Mo et M2
(Zhang et al., 2023). Les marqueurs morphologiques n’étant pas suffisants pour caractériser de
maniere fiable les sous-populations macrophagiques, nous les avons caractérisées par une approche
moléculaire. Nous avons ciblé divers marqueurs moléculaires pour chacune des sous-populations
comme I’IL-1B, I'IL-12pB, I’Arg2, le Fpr2 pour la sous-population M; et I’Argl, ’Egr2, c-Myc et
CD206 pour la sous-population M2 (Abrial, 2014; de las Casas-Engel and Corbi, 2014; Orekhov et
al., 2019; Zajac et al., 2013). Pour le phénotype Mi, les marqueurs moléculaires positivement
exprimés par la sous-population M sont 'IL-1p et I’'[L-12 dans nos expérimentations. Cette
différence significative d’expression de I’IL-1B (150 fois plus exprimé) par les M par rapport aux
Mo et M a également été démontrée dans les travaux de Jablonski et al. (Jablonski et al., 2015b).

Cependant, nous n’avons pas été en mesure de mettre en évidence une expression spécifique des
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marqueurs Arg2 et Fpr2 par les M1, contrairement a ce qui était attendu (Abrial, 2014; Arora et al.,
2018a; de las Casas-Engel and Corbi, 2014). La caractérisation des macrophages M s’est également
révélée difficile en raison de la grande variabilité de nos résultats qQRT-PCR peut-étre en raison d’un
manque de spécificit¢ de certains couples d’amorces. Le marqueur c-Myc est décrit comme
majoritairement exprimeé par les cellules M, or nous avons mis en évidence I’expression (ARNm) de
ce gene également dans les Mo et M. Par ailleurs, comme décrit dans la littérature c-Myc est aussi
exprimé dans les cellules THP-1 (Lee et al., 1987). Devant ces résultats mitigés, nous avons ¢largi le
panel de marqueurs pour la sous-population M». Nous avons cibl¢ le cluster de différenciation CD206,
ou récepteur au mannose, par immunofluorescence. Comme attendu, nous avons pu mettre en
évidence une expression du CD206 significativement plus importante dans les M2 que dans les My et
M. Ces derniers résultats concordent avec les données de la littérature (Abrial, 2014; Arora et al.,
2018b). Cependant les dernieres données de la littérature laissent entendre que la polarisation des
sous-populations macrophagiques s’inscrit dans un continuum phénotypique plutét que dans des
signatures moléculaires tranchées et strictement définies (Chaintreuil et al., 2023). Cette derniere
donnée conforte nos résultats, mais indique aussi que les protocoles que nous avons utilisés pour la
caractérisation des sous-populations macrophagiques demeurent trop aléatoires pour en déduire des
conclusions solides et obtenir une sous-population « pure ». De plus, certains marqueurs peuvent étre
exprimés de maniere croisée, ce qui rend la mise au point d’une culture contenant majoritairement un
sous-type difficile (Forrester et al., 2018). Pour résoudre ce probléme, il serait donc bénéfique
d’évaluer I’hétérogénéité des sous-populations macrophagiques par une méthode plus fine telle que
la cytométrie de flux, qui est une méthode de référence pour I’identification des cellules immunitaires.
En effet, ’analyse a 1’échelle cellulaire individuelle, nous permettrait de mesurer de maniere fiable
les marqueurs protéiques des sous-populations macrophagiques afin d’ajouter, par un tri cellulaire,

ces derniers au modele de BAC qui pourra ensuite étre exposé aux aérosols d’e-liquides.
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o M¢éthodes d’exposition des modéeles aux e-liquides fraise, framboise, mire et myrtille

Pour étudier la toxicité des e-liquides aromatisés sur la BAC, nous avons mis en place des méthodes
d’exposition différentes. La premiére consiste a diluer les e-liquides dans le milieu de culture apical
du modele de BAC, la seconde consiste a exposer les cellules a un aérosol préalablement piégé dans
du milieu de culture et la troisiéme consiste a exposer les cellules de la BAC de maniére directe a
1’aérosol en ALI grice & un appareil Vitrocell®.

Dans un premier temps et avant I’installation du dispositif Vitrocell®, nous avons pu exposer les
cellules aux e-liquides/aérosols via les deux premiéres méthodes d’exposition. La limite liée a la
premiere méthode d’exposition, par dilution, est 1’utilisation de la forme liquide et non aérosolisée
du e-liquide. Cela complexifie la comparaison entre nos investigations et la réelle exposition par
inhalation du consommateur. En effet, un certain nombre de produits d’aérosolisation formés par des
processus de chauffage ou d’oxydation des véhicules et des aromes sont généralement présents dans
I’aérosol d’e-cigarettes avant d’étre inhalés par le consommateur. Plusieurs composés nocifs de ce
type ont été retrouvés dans la littérature, mais également lors de nos expérimentations. On peut citer
par exemple le formaldéhyde, I’acétaldéhyde ou 1’acroléine (Kulhanek and Baptistova, 2020; Lai and
Qiu, 2020). Dans le cas de I’exposition a I’e-liquide dilué dans le milieu de culture cellulaire, ce type
de composé n’est pas supposé étre présent et donc peut fausser la réponse cellulaire induite
comparativement a I’exposition aux aérosols.

Afin de pouvoir comparer les concentrations issues de chacune des deux premicres méthodes,
pourcentage d’e-liquide dans le milieu et nombre de puffs piégés dans le milieu, nous avons défini
une échelle d’équivalence entre ces deux unités d’exposition. Cette dernicre fait correspondre un
nombre de puffs a un pourcentage d’e-liquide dans le milieu de culture. Pour ce faire, nous nous
sommes basés sur les propriétés hyperosmolaires des véhicules PG/VG. Ces propriétés ont déja été
décrites et mises en avant dans différents travaux (Czekala et al., 2019; Gonzalez-Suarez et al., 2017;
Munakata et al., 2018; Sabo et al., 2023). Par cette équivalence, nous avons pu déduire que 240 puffs

piégés dans le milieu de culture correspondent environ a une dilution de 2,5 % d’e-liquide dans le
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milieu de culture. Cependant, il est difficile d’affirmer que la totalité des composés contenus dans
I’e-liquide a bien été piégée dans le milieu de culture cellulaire. En effet, les propriétés de volatilité
des composés aromatisants composant 1’e-liquide ne sont pas toutes équivalentes et I’on peut
supposer qu’une partie des composés n’est pas vaporisée ou n’est pas piégée dans le milieu de culture.
En effet, plusieurs facteurs peuvent influer I’aérosolisation des composés comme la solubilité et la
polarité¢ des composés chimiques ainsi que la composition du véhicule (proportion PG/VG) (Noél et
al., 2019). De plus, il a ét¢ démontré que le type d’e-cigarette utilisé, les atomiseurs ainsi que les
parametres appliqués a la résistance en termes de puissance, de voltage ou de température, peuvent
agir de maniere significative sur la composition finale de 1’aérosol et par conséquent les réponses
cellulaires engendrées (Cirillo et al., 2019a; Dusautoir et al., 2021; Sleiman et al., 2016; Williams et
al., 2019). Tous ces ¢éléments constituent une grande variabilité et peuvent rendre complexe
I’interprétation des réponses cellulaires découlant du deuxiéme type d’exposition. Outre les
parameétres inhérents au dispositif de vapotage, les protocoles établis pour les expositions varient de
manicre considérable selon les travaux (Cirillo et al., 2019b; Sleiman et al., 2016). Bien souvent, pour
une exposition aux aérosols piégés, le protocole et le matériel ont été élaborés et congus en interne au
sein des laboratoires, sans suivre une norme spécifique. Ainsi, la méthode de piégeage peut différer
selon les travaux tant par le dispositif de barbotage utilisé que par le profil de puffs utilisé (Higham
et al., 2016; Hwang et al., 2016; Nair et al., 2020; Ween et al., 2017). Toutes ces problématiques
concernent également la 3™ méthode d’exposition qui consiste a exposer le modéle cellulaire de
maniere directe a I’aérosol. En effet, une nouvelle fois, plusieurs dispositifs d’exposition aux aérosols
(Vitrocell®, Cultex® etc..) peuvent étre choisis par les laboratoires (dispositifs commercialisés ou
fabriqués « maison »). Leur fonctionnement peut induire de maniére assez conséquente des variations
dans I’exposition finale du mode¢le in vitro aux aérosols. Cela multiplie et complexifie d’autant la
reproduction des données issues des différentes sources bibliographiques. Notre choix d’appareillage
s’est porté sur le dispositif VC1 Smoking Machine (Vitrocell®) car il est fréquemment référencé dans

le domaine de la toxicologie de I’inhalation (Czekala et al., 2019; Dusautoir et al., 2021; Kim et al.,
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2022; Zarcone et al., 2023). Le profil de puff que nous avons utilisé provient des recommandations
et a été utilisé comme paramétrage pour la 2™ et la 3™ méthode d’exposition (“Routine Analytical
Machine for E-Cigarette Aerosol Generation and Collection - Definitions and Standard Conditions |
CORESTA,” 2015).

Une fois I’ensemble des méthodes d’exposition mis au point, nous avons expos¢ :

- Le premier mode¢le de coculture (HULEC-5a/NCI-H441) a la premiére et deuxiéme méthode
d’exposition, mais en raison des difficultés rencontrées avec la lignée endothéliale, nous avons
da interrompre les expérimentations.

- Le nouveau modele de coculture mis au point (EA.hy926/NCI-H441) aux trois méthodes

d’expositions.

o Role des e-liquides sur la modulation de I’intégrité de la barricre

Pour le premier modéle de coculture, nous avons pu mettre en évidence plusieurs réponses cellulaires
apres 24 h d’exposition, dans la région apicale de I’insert, aux e-liquides/aérosols aromatisés a la
mdre, framboise et myrtille. Pour chacun de ces e-liquides dilués dans le milieu de culture cellulaire,
nous avons démontré une modulation de I’intégrité de la barriére in vitro par I’investigation de la
résistance transépithéliale. En effet, a faible concentration d’e-liquide, une augmentation significative
de la TER a été mise en évidence, tandis qu’a partir d’un certain seuil, variable selon 1’ardme
considéré, une baisse significative de 1’intégrité de la barriere a été observée. Ces observations
concordent avec celles décrites dans les précédents travaux de Sabo et al. (Sabo et al., 2023).
L’augmentation de la TER a de faibles concentrations ne semble pas avoir été décrite dans d’autres
travaux que ceux menés au laboratoire et suggere la mise en place de processus cellulaires qui
méritent d’étre étudiés plus en détail. Les baisses significatives de I’intégrité de la BAC sont corrélées
a de fortes concentrations : 10 %, 20 % et 30 %. Cette baisse de TER semble principalement due a

I’hyperosmolalité des véhicules des e-liquides, mais comparé a ’effet du véhicule seul, on observe
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une légere différence qui laisse penser que les ardmes ne sont pas sans importance dans les processus
liés a ’intégrité de la BAC. Ces concentrations (> 5 %) ne correspondent pas, ou que rarement en cas
de vapotage intensif, a des concentrations inhalées par un consommateur. En effet, d’apres les
¢quivalences établies par mesure de 1’osmolalité des liquides, nous avons démontré que le plus grand
nombre de puffs testés, soit 240 puffs, équivaut a 2,5 % d’e-liquide. Les utilisations moyennes
quotidiennes des e-cigarettes avoisinent 300 puffs, soit un peu plus de 2,5 % par équivalence. Or, une
baisse significative de la TER a été mise en évidence a partir de 5 % pour I’ardome Mire. Pour la
seconde méthode d’exposition, nous avons également mis en évidence une augmentation significative
de l’'intégrit¢ de la BAC a de faibles concentrations pour I’e-liquide Mire: 60 et 120 puffs
(équivalentes a 0,2-1 % par dilution). Les processus modulant positivement I’intégrité de la barriere
semblent donc également intervenir apres exposition aux aérosols piégés.

Le nouveau modele (EA.hy926 + NCI-H441) de coculture mimant la BAC a été exposé de trois
manicres distinctes aux e-liquides/aérosols : exposition a I’e-liquide dilué¢ dans le milieu de culture
cellulaire, exposition a 1’aérosol piégé dans du milieu de culture et exposition directe a 1’aérosol en
ALI Pour chacune de ces expositions, nous avons mis en évidence une augmentation significative de
la TER a de faibles concentrations, ainsi qu’une chute de la TER a forte concentration pour chacun
des aromes étudiés. Les données relatives a la baisse significative de la TER ont également été
décrites dans d’autres travaux apres exposition a des e-liquides avec ou sans nicotine (Effah et al.,
2023; Raduka et al., 2023; Sabo et al., 2023).

Les données de la littérature montrent que les protéines de jonction jouent un role majeur dans ces
processus de gain et perte d’intégrité¢ de la BAC (Hermanns et al., 2010). Pour notre part, nous avons
mis en évidence une augmentation significative de 1I’expression de 1’occludine aprés une exposition
a 240 puffs d’aérosol d’e-liquide fraise. Cette protéine est essentielle dans les jonctions serrées
cellulaires au niveau épithélial de la BAC notamment. Les autres aérosols piégés dans le milieu de
culture ont provoqué une tendance a [’augmentation, statistiquement non-significative, de

I’expression de cette protéine. Des résultats similaires ont été décrits apres exposition directe a des
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acrosols aromatisés sur cellules bronchiques BEAS-2B ou fibroblastes pulmonaires. En effet, les
auteurs ont mis en évidence une augmentation de 1’expression protéique d’occludine (Wang et al.,
2023). Les travaux de Raduka et al. ont également décrit une tendance a I’augmentation de
I’expression protéique de I’occludine aprés une exposition a 2,5 % de PG/VG dans un ratio 50/50
(Raduka et al., 2023). Pour consolider notre résultat, nous avons souhaité investiguer I’expression
d’autres protéines de jonctions serrées : ZO-1 et Claudin-5. Contrairement a ce qui €tait attendu,
I’expression de ces deux protéines de jonctions serrées n’a pas ét¢ modifiée par une exposition a 1’e-
liquide, quel qu’il soit. L’occludine, la claudin-5 et ZO-1 sont étroitement liées dans 1’établissement
de ces jonctions serrées. En effet, ZO-1 intervient comme un intermédiaire de liaison entre les
protéines de jonctions membranaires (occludine et claudines) et le cytosquelette d’actine (Kuo et al.,
2022). Cette organisation suggere donc que 1’altération d’expression d’une de ces protéines pourrait
désorganiser les jonctions intercellulaires et ainsi moduler I’intégrité de la BAC. Cependant, plusieurs
travaux semblent démentir cette hypothése (Raduka et al., 2023). En effet, une réorganisation des
structures de jonctions cellulaires provoquée par un stress ne signifie pas nécessairement une
altération de leur expression. Ces protéines ont alors une localisation cytoplasmique visible en
immunofluorescence sans nécessairement altérer leur expression protéique totale (Raduka et al.,
2023). C’est cette hypothese que nous privilégions pour expliquer nos résultats. Ainsi, I’étude de la
répartition entre les protéines ZO-1 et occludine phosphorylées et non phosphorylées permettra de
mieux comprendre la structuration des jonctions serrées. Pour ce faire, la localisation de I’occludine
sera étudiée par immunofluorescence. De cette maniére, nous pourrons évaluer la localisation de la
protéine apres exposition aux aérosols piégés. Des résultats préliminaires avaient été obtenus au
laboratoire par une exposition a 1’e-liquide fruits rouges dilué (2,5 %). Alors que 1’occludine est
exprimée trés nettement en région membranaire en condition contrdle, I’exposition a 1’e-liquide
semble augmenter son expression en relocalisant la protéine en région majoritairement cytoplasmique
(Figure 34). L’objectif a court terme est d’investiguer plus précisément ces phénomenes (expression,

localisation), liés de maniére directe a la modulation de la TER, par immunofluorescence sur la BAC

185



apres exposition directe aux aérosols. Cependant, une des limites de cette sous-partie est que nous
sommes focalisés uniquement sur les formes totales des protéines de jonctions serrées. Or, il a été
démontré que la phosphorylation de ces derniéres joue un role majeur dans leur fonction et
localisation (Van Itallie and Anderson, 2017). Il parait donc indispensable de prendre en compte la
forme phosphorylée et totale des protéines de jonctions étudiées intervenant trés probablement dans
la modulation de I’intégrité de la BAC. De plus, il est prévu de reproduire ces investigations pour les
deux autres méthodes d’exposition (dilution et exposition directe) qui n’ont pas encore été étudicées

afin d’affirmer ou infirmer ces observations.

o Viabilité des cellules : perméabilisation de la membrane plasmique et activité enzymatique

cellulaire

Plusieurs tests évaluant la cytotoxicité ont pu étre menés sur les deux modéles de coculture en aval
de leur exposition.

Pour le premier modele de coculture et aprés exposition aux e-liquides mire, framboise et myrtille,
nous n’avons pas mis en ¢évidence d’augmentation de la mortalit¢ aprés une exposition a des
concentrations inférieures a 2,5 % pour I’e-liquide myrtille et inférieures a 20 % d’e-liquide dilué¢
pour les autres aromes. La nette augmentation de la concentration en LDH en extracellulaire peut étre
expliquée par une perméabilisation de la membrane cellulaire consécutive a I’hyperosmolalité des
véhicules PG et VG qui provoque la lyse cellulaire par choc osmotique. Lors de I’exposition aux
acrosols piégés, nous n’avons observé aucune différence significative apres exposition aux e-liquides
par rapport au contrdle (cellules non exposées). Ce résultat est a mettre en regard des résultats
d’équivalence obtenus entre les pourcentages de liquides dilués et le nombre de puffs. Aucune
augmentation de la mortalit¢ cellulaire n’a été observée pour les concentrations d’e-liquide
équivalentes a 10, 20, 30, 60 et 120 puffs c’est-a-dire inférieures a 1 % de e-liquide dilué. De méme,
nous n’avons pas mis en évidence de nécrose cellulaire accrue par exposition a des aérosols piégés,

dans lesquels des produits de dégradation et d’oxydation pourraient étre présents.
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Le deuxieéme modele de BAC (EA.hy926 + NCI-H441) a été exposé aux e-liquides fraise, framboise,
mure et myrtille dilués dans le milieu de culture, aux aérosols piégés dans le milieu de culture et aux
aérosols de maniére directe. Par dilution et piégeage de I’aérosol, contrairement a ce qui était attendu,
nous n’avons pas décrit de réponses cellulaires liées a une augmentation significative de la mort
cellulaire. En effet, la concentration en LDH semble stable pour tous les e-liquides aromatisés (fraise,
framboise, mire et myrtille) par rapport au contrdle (milieu de culture). Bien au contraire, une légere
diminution de la mortalité cellulaire a été démontrée pour I’e-liquide myrtille dilué 2 0,2 ; 1 et 2,5 %.
Aucune donnée dans la littérature n’a mis ce type de résultats en avant. Soit cela suggere un artéfact,
soit les aromes présents dans ces e-liquides ont des propriétés protectrices vis-a-vis de la mort
cellulaire qu’il serait intéressant d’étudier. Parmi les pistes a investiguer, nous pouvons lister le role
antioxydant de certains composés des fruits rouges tels que les flavonoides (Manganaris et al., 2014).
Enfin, par exposition directe aux aérosols par le dispositif Vitrocell®, nous avons décrit des résultats
plus contrastés. En effet, une augmentation significative de la mortalité cellulaire se traduisant par
une libération de LDH dans le milieu extracellulaire pour 3 des aérosols aromatisés testés (mdre,
myrtille et framboise) a ét€¢ mise en évidence. L’aérosol fraise n’a cependant pas induit de réponse
cellulaire relative a la mortalité cellulaire avec libération de LDH.

Concernant I’activité métabolique cellulaire, évaluée par un test MTS, nous avons décrit des résultats
similaires a ceux obtenus pour les mesures de la TER pour le premier modele de coculture (HULEC-
5a/NCI-H441). En effet, apres dilution des e-liquides mire, framboises et myrtilles, une augmentation
significative de 1’activité métabolique cellulaire a été¢ mise en évidence a de faibles concentrations
pour chacun des e-liquides (0,2% et 1 %). Au contraire, a 20 %, ’activité métabolique chute de
manicre significative par rapport au contrdle et de manicére concomitante a I’augmentation de la mort
cellulaire dans les mémes conditions décrites précédemment. Les résultats liés a la seconde méthode
d’exposition (aérosol aromatisé a la mire piégé dans le milieu de culture cellulaire) sont plus

contrastés et difficiles a interpréter du fait de la fin de vie du mode¢le. En effet, une baisse significative
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de DP’activité métabolique a été décrite pour 60 puffs seulement. Cependant, la variabilité de ces
résultats et le faible nombre d’expérimentation ne nous permettent pas de conclure de manicre fiable.
Pour le deuxieme modele de coculture, les résultats n’ont pas révélé de différences notables par
rapport au controle pour les e-liquides dilués (données non présentées). Par piégeage de 1’aérosol,
nous avons mis en évidence une légere baisse de cette activité a 10 et 20 puffs pour I’ardme fraise par
piégeage de I’aérosol (données non présentées). Au contraire, par exposition directe a I’aérosol, nous
avons décrit une augmentation significative de 1’activité métabolique cellulaire aprés exposition
directe a 20 puffs d’aérosol aromatisé a la mire et 120 puffs d’aérosol aromatisé a la framboise. Ces
résultats ne correspondent pas a ceux attendus et contrastent avec ceux obtenus pour le test de
mortalit¢ LDH. En effet, une augmentation de la LDH et du MTS peuvent étre simultanément
décrites, comme c’est le cas pour la BAC exposée a 1’aérosol aromatisé a la framboise (120 puffs).
Cette hausse simultanée des deux marqueurs peut étre expliquée par une réponse métabolique
compensatoire cellulaire face a un stress exogene (augmentation de 1’activit¢ métabolique)
parallelement a I’augmentation des dommages cellulaires menant a la libération de LDH dans le
milieu extracellulaire. Cette hypothese n'a pas été décrite dans la littérature car les différentes études
in vitro semblent majoritairement décrire des diminutions de la viabilité¢ cellulaire et une
augmentation de la mort cellulaire apres les 3 types d’exposition étudiées (Effah et al., 2023; Hwang
et al., 2016; Matsumoto et al., 2022; Morris et al., 2021; Muthumalage et al., 2018; Rouabhia et al.,
2020; Sabo et al., 2023). Cependant, le laboratoire avait déja démontré une augmentation de 1’activité
métabolique observée par le test de MTS alors qu’une nécrose cellulaire était aussi présente, ceci
pouvant étre mis en lien avec une augmentation du stress oxydant mitochondrial phénoméne qui

active les déshydrogénases dépendantes de I’activité des coenzymes NAD(P)H, H".
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o Role du stress oxydant mitochondrial dans la réponse cellulaire aprés exposition aux e-

liquides

Nous avons étudié le stress oxydant mitochondrial induit par une exposition aux e-liquides ou aux
aérosols dilués. En effet, I’exposition des modeles in vitro aux aérosols et e-liquides aromatisés ont
fréquemment ét¢ assimilés a une augmentation de la production de ROS (Lerner et al., 2015; Morris
et al., 2021; Muthumalage et al., 2018; Nair et al., 2020; Sabo et al., 2023). Ces expérimentations se
sont focalisées sur la lignée épithéliale NCI-H441 en monocouche. Des différences majeures ont été
mises en évidence selon le type d’arome composant les e-liquides/aérosols. En effet, une
augmentation du stress oxydant mitochondrial a été mise en évidence a des concentrations plus faibles
pour I’e-liquide mire que pour le véhicule ou les autres e-liquides aromatisés. Ainsi, dés 2,5 % une
augmentation significative de la production de ROS mitochondrial par rapport au contrdle tandis
qu’elle a été¢ décrite dés 10 % pour les autres e-liquides aromatisés. Contrairement a ce qui était
attendu, aucune modulation du stress oxydant mitochondrial n’a ét¢é mise en évidence apres
exposition aux différents aérosols piégés. Ces résultats suggerent que, les composés aromatisants
selon leurs propriétés de volatilisation, ne sont probablement pas entrainés ou en faible quantité¢ dans
le milieu de culture ou est piégé I’aérosol.

La composition chimique des aromes présents dans les e-liquides semble jouer un role pivot dans
certains types de réponses cellulaires comme les processus oxydants. En effet, Morris et al. ont
démontré une augmentation significative de la libération de ROS cellulaires apres exposition a des
composés aromatisants régulierement utilisés dans les e-liquides (vanilline, cinnamaldéhyde,
eugénol) (Morris et al., 2021).

Cette composante n’a pas encore pu €tre étudiée pour notre troisieme méthode d’exposition. En effet,
les limitations techniques liées au support exigé pour effectuer le test MitoSOX™ (plaque a fond noir
a 96 puits) ne nous permettent pas d’étendre cette expérimentation a notre modele de BAC. Pour
pallier cet obstacle, nous envisageons d’étudier le stress oxydant induit apres exposition directe aux

acrosols aromatisés par le dosage du glutathion réduit et du glutathion oxydé présents dans les cellules
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exposées. Ce type d’expérimentation a €té décrit précédemment en toxicologie d’inhalation (Wang
et al., 2022; Zhang et al., 2015). Ce dosage sera possible grace a une technique de chromatographie
couplée a la spectrométrie de masse en tandem LC-MS-MS. Le principe est de : doser les deux formes
du glutathion, procéder a la dérivatisation de la forme réduite pour la stabiliser en empéchant son
oxydation, établir le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé. Ce rapport refléte 1’équilibre redox
cellulaire : si le rapport est €élevé, alors I’environnement cellulaire est dans un état physiologique,
caractérisé par une prédominance de la forme réduite du glutathion. En revanche, si le rapport est
faible, cela indique I’existence d’un stress oxydant intracellulaire déja important, associé a une
accumulation de la forme oxydée du glutathion. Dans cette situation la cellule ne pourra plus survivre
et mettra a contribution les processus d’autophagie, d’apoptose ou de nécrose.

A plus long terme, il serait indispensable d’explorer de manicre plus fine les réponses cellulaires
observées. En effet, des méthodes multi-omiques, nous permettraient d’approfondir les pistes des
différentes voies cellulaires impliquées aprés exposition aux e-liquides et aérosols. Une analyse
protéomique permettrait d’investiguer plus largement les réponses induites par la potentielle
altération de voies de signalisation impliquées dans les mécanismes oxydants, inflammatoires,
métaboliques ou de mort programmée par apoptose par exemple. Cette approche permettra peut-Etre

d’identifier les cibles activées par les ardmes dont on ne connait pas de récepteurs spécifiques.

o Composition chimique des e-liquides avant et apreés vaporisation

Pour finir, nous avons investigué les caractéristiques chimiques des différents e-liquides et aérosols
par deux méthodes de chromatographie couplées a de la spectrométrie de masse en identifiant leurs
différents composés chimiques. Les analyses chromatographiques menées pendant ces travaux
reposent essentiellement sur la méthode de TD-GC-MS. Les résultats démontrent des différences
entre les ardbmes d’e-liquides considérés, mais aussi selon la forme de 1’échantillon (liquide ou

acrosolisée). La présence de composés aromatisants a été relevée dans les formes liquides ou
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acrosolisées des e-liquides aromatisés a la miire, myrtille, framboise et fraise comme le cis-3-hexenol,
I’acétate d’hexyle, le butyrate d’éthyle ou 1’acétate d’éthyle (Tierney et al., 2016). Certains esters
fruités sont connus pour étre des composants irritants pour les voies respiratoires comme 1’acétate
d’isoamyle et le butyrate d’éthyle. Toutefois, ces toxicités dépendent des doses inhalées et nous
n’avons pas jusqu’a présent quantifié ces molécules dans nos échantillons (National Center for
Biotechnology Information, 2025g, 2025h).

Nous avons également mis en évidence une forte proportion de produits de dégradation, solvants et
contaminants dans les formes aérosolisées. L’acétaldéhyde, identifi¢ dans tous les e-liquides testés,
est connu comme substance cancérigéne et tératogéne chez 1’animal (National Center for
Biotechnology Information, 20251). Des produits de dégradation du PG comme 1’éthylglycolate ont
¢galement été identifiés dans tous les e-liquides étudiés sous leurs formes aérosolisées. Le glycidol
qui est également un produit de dégradation du PG, classé carcinogéne, est lui identifi¢ uniquement
dans la forme aérosolisée de I’e-liquide mire. Ces différences de composition pourraient justifier les
réponses cellulaires déléteres a plus faibles doses identifiées pour I’ardme mire.

Les listes de composés identifiés dans nos échantillons et fournies dans la partie « résultats » de ce
manuscrit ne sont pas exhaustives. En effet, des composés chimiques intégrés normalement aux e-
liquides que nous avons testés (données confidentielles) n’ont pas tous été identifiés par les analyses
en TD-GC-MS. Nous pouvons donc supposer qu'une partie des composés n’a pas été détectée par
notre méthode d’analyse car leur identification n’était pas suffisamment fiable (R-match < 700) en
raison de pics non séparés chromatographiquement. Les mélanges d’ardmes étant de plus en plus
complexes, il parait difficile d’évaluer la totalité¢ des molécules pouvant étre formées par I’interaction
de ces composés aromatiques et véhicules. Des méthodes plus fines et plus adaptées aux mélanges
complexes comme la LC-MS-TOF sont donc recommandées. C’est la raison pour laquelle I’ensemble

des e-liquides natifs et aérosols piégés dans le milieu de culture seront analysés par cette technique.
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VI. Conclusion

Ce projet de thése a consisté a mettre au point différentes techniques analytiques et de culture
cellulaire en vue d’étudier les réponses cellulaires induites par une exposition a différents e-liquides
aromatisés : mire, myrtille, fraise, framboise. Pour ce faire, nous avons développé un nouveau
modele in vitro de BAC qui a été validé phénotypiquement et fonctionnellement. Ce dernier a été
expos¢ aux e-liquides/aérosols par I’intermédiaire de trois méthodes d’expositions différentes
développées et mises en place pendant ces travaux de thése. Les réponses cellulaires induites varient
selon la méthode d’exposition utilisée, mais également selon le type d’ardme utilisé dans 1’e-liquide.
Pour tenter de répondre a ces interrogations, nous avons mis au point deux techniques analytiques par
chromatographie en vue d’identifier de potentiels composés nocifs pouvant expliquer les réponses
cellulaires observées sur la BAC (stress oxydant mitochondrial, perte d’intégrité de la barriére etc).
Ce travail s’inscrit dans une dynamique plus large visant a combiner différentes techniques
biologiques et chimiques, essentielles en toxicologie de I’inhalation, afin de répondre aux

interrogations liées a 1’utilisation et a la sécurité de ces produits de vapotage.
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Most people consider that electronic cigarettes are safer than tobacco and are marketed as quit-smoking prod-
ucts. The e-liquid, which usually contains propylene glycol (PG) and vegetable glycerin (VG) in different ratios,
nicotine and a wide variety of flavours, is heated by a coil and the aerosol droplets are primarily delivered to the
alveolar area where nicotine and other molecules cross the alveolar-capillary barrier (ACB). However, e-ciga-
rettes effects on the ACB are not yet established. In our study, a well-characterised in vitro model of the ACB was
exposed to PG and VG and to five flavoured e-liquids with and without nicotine. The vehicles, due to their
hypertonic properties, modulated the ACB integrity by modifying occludin expression. Below a 10% concen-
tration, the vehicles did not trigger oxidative stress or cell death. Different results were observed between
flavoured e-liquids: while red fruits and mint-cucalyptus disrupted ACB integrity, triggered oxidative stress and
cell death, blond tobacco had no worse effect compared to the vehicles. However, the addition of nicotine in the
latter e-liquid increased oxidative stress and cell death compared to the vehicles. Finally, mint-eucalyptus e-
liquid increased some inflammation markers. Our results revealed that e-liquids alter ACB homeostasis,

depending on flavour and nicotine presence.

1. Introduction

It is now well established that tobacco smoke has serious effects on
the respiratory health status of users and represents the main etiology of
chronic obstructive pulmonary disease (COPD). This pathology
described by the Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD, 2017) as a persistent airflow limitation in the airways, is asso-
ciated with a chronic inflammatory response of the airways and a
degradation of lung function (https://goldcopd.org). The pathophysio-
logical mechanism of COPD, even if not yet fully elucidated, involves
mediators of oxidative stress (reactive oxygen species or ROS, such as
the superoxide anion and the hydroxyl radical) and inflammation (cy-
tokines, chemokines) (Rahman, 2006; Taylor, 2010). The oxidant
burden in the lungs due to smoke toxicants is enhanced by the release of

ROS from macrophages and neutrophils, with the increased migration of
these cells in the lungs of smokers observed as a response to chemokine
signalling (Wang et al., 2018).

Electronic cigarettes, also named e-cigarettes or e-cigs, are marketed
as safe or less harmful than tobacco, with defenders claiming the benefit
of these systems in reducing smoking and, consequently, smoking-
related diseases. The use of e-cigarettes has spread very quickly, and
the international market for them is growing. They usually consist of
three basic elements: an atomiser, an e-liquid tank and a battery.
Although there are several generations on the market, they all work
according to the common principle of aerosolisation of a liquid, usually
named e-liquid, by heating a coil. Propylene glycol (PG) and vegetable
glycerin (VG) are the two main ingredients of e-liquids. Their mixture
serves as a vehicle for nicotine and a wide range of flavours. The

* Corresponding author. Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie Neurocardiovasculaire, UR 7296, Faculté de Médecine de Maieutique et des Métiers de la
Santé, Centre de Recherche en Biomédecine de Strasbourg (CRBS), 67085, Strasbourg, France.

E-mail addres.

(V. Kemmel).

1.2023.113650

https://doi.org/10.101

es: amelia-naomi.sabo@chru-strasbourg.fr (A.-N. Sabo), emma.filaudean@etu.unistra.fr (E. Filaudean), sylvia.dasilva@unistra.fr (S. Da Silva),
guillaume.becker@chru-strasbourg.fr  (G. Becker), laurent.monassier@unistra.fr

(L. Monassier), kemmel@unistra.fr, veronique.kemmel@chru-strasbourg.fr

Received 29 August 2022; Received in revised form 26 January 2023; Accepted 1 February 2023

Available online 8 February 2023
0278-6915/© 2023 Elsevier Ltd. All rights reserved.

217



A.-N. Sabo et al.

addition of these flavours gives a pleasant taste to the e-liquid
consumption.

However, a growing body of evidence points to e-cigarettes cyto-
toxicity. Wattage and voltage settings influence the generation of haz-
ardous components through heating and transformation of the e-liquid
(formaldehyde, acrolein and free radical generation) (Bitzer et al., 2019)
or through decomposition of the metallic systems (copper, lead, and
nickel) (Olmedo et al., 2701). Although most of the components of
e-liquids are food additives considered safe, their safety for inhalation
has not yet been confirmed. In addition, e-liquids contain a wide variety
of flavours in different PG/VG ratios, with or without nicotine at
different concentrations, making e-liquids the most variable element of
e-cigarettes. Exposure to e-cigarettes has been shown to trigger cellular
markers of oxidative stress, inflammation and cell death (Chen et al.,
2020; Iskandar et al., 2016; Wang et al., 2021). Therefore, the question
of the involvement of the main components of e-liquids in the devel-
opment of lung diseases such as COPD remains open.

The literature contains multiple cell models for toxicological studies
of conventional and electronic cigarettes on the bronchial region of the
airways (Morris et al., 2021). However, it has been shown that e-ciga-
rette aerosol particles, like those from conventional cigarettes, pre-
dominantly reach the alveolar region of the lung (Son et al., 2020),
making in vitro models of the alveolar-capillary barrier essential for
comparing their tissue toxicities. The first in vitro models of this barrier
were published in the 2000s (Birkness et al., 1999). Since then, other
multicellular models, including cells with a structural role or inflam-
matory cells, have been developed and have been used to study the ef-
fect of certain xenobiotics or particles on the alveolar-capillary barrier
(Lehmann et al., 2011). To our knowledge, few multicellular models
mimicking this air-blood interface have been used to explore the effect
of electronic cigarettes (Ganguly et al., 2020).

The aim of our study was to explore the effects of the main constit-
uents of e-liquids such as vehicles (PG or VG and their mixtures) and of
five marketed e-liquids with and without nicotine on a alveolar-capillary
barrier model.

For this purpose, a new cellular model of the alveolar-capillary
barrier was constructed and characterised. This model was then
exposed to a wide range of e-liquid concentrations. The integrity of the
alveolar-capillary barrier was tested by measuring the trans-epithelial/
endothelial resistance (TEER) and to explain TEER response, osmo-
lality, occludin expression and cell viability were analysed. Finally, the
mechanisms of cell death were explored by measuring apoptosis and
autophagy markers, mitochondrial superoxide expression and cytokine
and chemokine secretion.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

RPMI-1640 medium (#21875091), MCDB131 medium
(#10372019), penicillin-streptomycin  (#15140122), glutamine
(#25030024), fetal bovine serum (#10270106), TRIzol® reagent
(#15596018), MitoSOX Red® (#M36008) and mouse occludin antibody
(#33-1500) were purchased by Thermo Fisher Scientific (Courtaboeuf,
France). Human EGF (#E9644), hydrocortisone (#H0888), secondary
antibodies conjugated with goat anti-rabbit Alexa fluor-488
(#AP132JA4) were ordered from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier,
France). Heparin was ordered from Panpharma (La Selle-en-Luitré,
France). The iScript™ cDNA Synthesis Kit (#1708891BUN), the
SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix (#1725274) and all
mRNA primers were obtained from Bio-Rad (Marnes-la-Coquette,
France). The goat serum (#52000-100) was ordered from Dutscher
(Bernolsheim, France). The MTS assay (#ab197010), CD31 (#
ab28364), Bax (#ab32503), Bcl-2 (#ab182858), LC3B (#ab192890)
and rabbit occludin (#ab216327) antibodies, secondary antibodies goat
anti-mouse conjugated with Alexa fluor-647 (#ab150115) and DAPI
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(#ab104139), were ordered from Abcam (Cambridge, UK). The horse-
radish peroxidase (HRP) substrate Luminata™ (#WBLUC0500) was
from Merck Millipore (Molsheim, France). PG, VG, and marketed e-
liquids were obtained from Gaiatrend® (Rohrbach-les-Bitche, France).
PG and VG meet USP testing specifications.

2.2. Cell culture

2.2.1. Cell lines

The NCI-H441 cell line (ATCC® HTB-174™) was maintained in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% of fetal bovine serum and
0.5% of penicillin-streptomycin solution. The HULEC-5a cell line
(ATCC® CRL-3244™) was maintained in MCDB131 medium supple-
mented with human EGF (10 ng/mL), hydrocortisone (1 pg/mL),
glutamine (10 mM), fetal bovine serum (10%) and penicillin-
streptomycin solution (0.5%). Cells were cultured and passed twice a
week, without a passage number higher than 20.

2.2.2. Co-culture of the epithelial cells with the endothelial cells

2.2.2.1. Co-culture steps. The different steps needed to obtain the
alveolar-capillary barrier construction were represented in Fig. 1. The
first day, HULEC-5a (5 x 10" cells/30 pL of usually used MCDB131
medium) were placed on the lower surface of inverted translucent in-
serts for 24-well plates in polyethylene therephthalate (PET) with 0.4
mm pore size and 10® pores/cm2 membrane (Sarstedt, Germany) and
incubated for 4 h at 37 °C and 5% CO,. The inserts were then inverted
and placed in 24-well plates filled with 0.8 mL HULEC-5a medium per
well. A 0.2 mL volume of the same medium was placed in the upper
compartment. After 48 h, NCI-H441 alveolar epithelial cells were added
on the apical side of the insert (5 x 10" cells/well in 200 pL). The culture
medium from day 2 was MCDB131 medium usually used for HULEC-5a
culture but enriched with heparin (25 pg/mL) (named “optimal me-
dium” in Fig. 1). The two cell lines grew to confluence simultaneously
over 12 days and fresh medium was replaced every second day for
further experiments.

2.2.2.2. Functional and phenotype characterisation of the co-culture model

2.2.2.2.1. Functional role characterised by measuring Trypan blue ki-
netics across the barrier. To test barrier permeability to a colorimetric
marker of known molecular weight (Trypan Blue, MW = 873 g/mol ~
0.9 kDa), at different culture times (day 4, day 7 and day 9), 200 pL of a
1/16th diluted Trypan blue solution was deposited on the apical side of
the cell insert, either cells in monoculture (NCI-H441 or HULEC-5a),
cells in co-culture on each side of the insert, or on inserts without cells
that serve as a negative control corresponding to the absence of cell
barrier (Supplementary Data 1A). Trypan blue passage kinetics were
performed by taking 100 pL of basolateral medium at different times (0,
15, 30, 60, 120 and 240 min). The 100 pL collected were placed in a 96-
well plate and the absorbance of the wells was read spectrophotomet-
rically at a wavelength of 490 nm (Supplementary Data 1B). The faster
Trypan blue passed from the apical to the basolateral compartment, the
more permeable and therefore dysfunctional the cell barrier was.

2.2.2.3. Functional role characterised by measuring trans-epithelial endo-
thelial resistance. Trans-Epithelial/Endothelial Resistance (TEER), indi-
cating the paracellular permeability of a solute across the NCI-H441/
HULEC-5a co-culture, was measured with standard STX2 electrodes
connected to the Evom2® epithelial ohmmeter (World Precision In-
struments, Hitchin, UK). Unlike the Trypan blue colorimetric method,
this method is non-invasive with the advantage of being in real-time.
TEER of inserts with NCI-H441 monolayer placed in the upper
compartment or HULEC-5a monolayer placed in the lower membrane
was also measured.

Two alternative co-cultured cell arrangements were tested: first,
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Fig. 1. Steps to build the alveolar-capillary barrier model. The co-culture model involves NCI-11441 as alveolar epithelial cells (seeded at 5 x 10* cells/well) and
HULEC-5a as pulmonary endothelial cells (seeded at 5 x 10" cells/well) on a 24-well plate insert.

HULEC-5a cells were placed at the bottom of the 24-well plate and
second, HULEC-5a cells were seeded in the same compartment as
NCI-H441 cells.

TEER values for an insert without cells (blank) were subtracted from
the TEER values measured with co-cultures, NCI-H441 and HULEC-5a
monolayers. The result was multiplied by the total membrane surface
area (0.3 cm?) to obtain the resistance value in Q.cm? Measurements
were performed daily for 12 days.

2.2.2.4. Phenotype characterisation of the co-culture model

2.2.2.4.1. mRNA. TRIzol® reagent was used for extraction of total
RNA from NCI-H441 or HULEC-5a cells. A volume of 2 yL of the extract
was used to quantify the total RNA concentration by the NanoDrop™
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). In
addition, 200 ng of total RNA were run for the synthesis of cDNA in a
thermal cycler with the iScript™ c¢DNA Synthesis Kit and then qPCR was
performed with the SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix
using a CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, USA). The relative
amount in each sample was normalized with 18S (#qHsaCED0037454),
actin-1 (#qHsaCED0005010) and GAPDH (#qHsaCED0038674) levels
as house-keeping genes mRNA.

2.2.2.4.2. Western blot. Proteins were extracted from cells with the
lysis buffer supplemented with phosphatase and protease inhibitors and
denatured using a solution containing f-mercaptoethanol (5 min at
95 °C). Samples containing 20 pg of proteins were then separated using
SDS-PAGE (10%) and transferred onto a polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane using a Trans-blot Turbo system. One hour incubation in a
non-fat milk powder solution (10% in phosphate buffered saline (PBS)
with 0.1% Tween 20 detergent) blocked non-specific sites. Then, the
membranes were incubated overnight with the primary antibody spe-
cific for the target being tested (diluted according to the supplier’s
recommendations, usually 1:1000). The next day, the membranes were
washed and incubated with the secondary antibody (diluted 1:10,000)
conjugated to a horseradish peroxidase (HRP) for 1 h at room temper-
ature. Revealing the bands of interest was done by chemiluminescence
after 3 min incubation with the HRP substrate Luminata™, using the
ChemiDoc XRS + detection system (Bio-Rad). The quantification of band
intensity was performed by Image Lab™ 6.0 Software (Bio-Rad) relative
to total protein in each lane revealed by stain-free method.

2.2.2.4.3. Immunostaining. On day 3, 5 and 8 of co-culture on
transparent 24-well inserts, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 15 min at room temperature. Cells were permeabilized with Triton X-
100 (0.3%) and non-specific sites blocked with 5% goat serum in PBS for
1 h at room temperature. Then, the inserts were incubated at 4 °C

overnight with the primary antibodies in 1% bovine serum albumin:
occludin (mouse, 1:100) and CD31 antibodies (rabbit, 1:100) were
placed in the upper and lower compartment, respectively. The next day,
cells were extensively washed and then incubated with the secondary
antibodies for 2 h in 1% bovine serum albumin. As primary antibodies
were from different species, secondary antibodies were goat anti-mouse
and goat anti-rabbit antibodies coupled with Alexa fluor-647 and Alexa
fluor-488, respectively. The inserts were mounted on 35 mm culture
dishes with 15 mm glass bottom with aqueous mounting medium con-
taining DAPI which counterstained the nuclei. The cells on both sides of
the permeable insert were observed by confocal fluorescent microscopy
(Zeiss LSM 800) in z-Stack acquisition.

2.2.3. Impact of co-culture exposure to e-liquid vehicles and marketed e-
liquids

2.2.3.1. Exposure protocol of co-culture to e-liquid components or mar-
keted e-liquids. In order to perform dose-dependent cellular responses,
the validated co-culture model was exposed to increasing concentrations
(0.2-30%, V/V) of the main components of e-liquids: PG or VG and
mixtures of PG/VG (50/50 and 76/24 ratios). The model was also
exposed to 5 marketed e-liquids (0.2-30%, V/V): 3 e-liquids without
nicotine but flavoured with red fruits, mint-eucalyptus or blond tobacco,
all in 76/24 PG/VG ratio, and 2 e-liquids with 6 mg/mL nicotine and
blond tobacco flavour in 50/50 (EL1) and 76/24 (EL2) PG/VG ratio,
respectively.

Different concentrations of components or mixtures were applied to
the upper compartment 8 days after the initiation of co-culture, when
the barrier is most effective, and different parameters were measured at
4, 24 or 48 h after exposure, depending on the parameters.

To study the mechanisms induced by e-liquid exposure (oxidative
stress, inflammation, type of cell death induced), lower concentrations
were used (<10%), which are compatible with alveolar exposure in a
vaper with normal or event intensive use of the e-cigarette.

2.2.3.2. Assessment of membrane integrity fluctuation after different
exposures. TEER measures were registered 24 and 48 h after vehicles
and e-liquids exposure to follow barrier integrity fluctuations. As TEER
decreased, paracellular permeability increased, demonstrating the fail-
ure of barrier capacity. Mannitol, a component known for its hyper-
osmotic properties, was used as a positive control for the barrier
opening. The results were expressed as a percentage of non-exposed co-
culture control.

219



A.-N. Sabo et al.

2.2.3.2.1. E-liquids effect on occludin expression, a tight junction
protein. Impact of vehicles and e-liquids was tested on the main junction
protein, occludin, for NCI-H441 and HULEC-5a monolayers after 24 h of
exposure to low concentrations (0.2, 1 and 2.5%). Cells were seeded on
6-well plates (0.5 x 10° cells/well) and treated with the mixtures on day
4. Western blot was performed as descript previously.

2.2.3.2.2. E-liquids hypertonic properties. Osmolality of solutions was
determined using the Fiske® Micro Osmometer model 210 (Advanced
instruments, Norwood, Massachusetts, USA). The quantification range
of this system goes from 0 to 2000 mOsm/kg H20. Concentrations be-
tween 0.2 and 30% of each mixture (V/V in optimal MCDB medium)
were tested.

2.2.3.3. Cell viability after vehicles and e-liquids exposure. The MTS assay
was used to evaluate cell viability in the two compartments of the model.
48-hours after exposure to the e-liquid vehicles and mixtures, the upper
and lower media were removed, and the co-culture was incubated with
fresh medium supplemented with MTS for 3 h at 37 °C and 5% COa.
Subsequently, 100 pL of the upper and lower media were placed on a 96-
well plate and the absorbance of the formazan dye, due to the reduction
of the MTS, was measured at 490 nm. The results were expressed as a
percentage of the unexposed control.

2.2.3.4. Investigation on the epithelial cell death pathway induced by
exposure to e-liquid components
2.2.3.4.1. Apoptosis (Bax/Bcl-2 ratio) and autophagy (LC3B-II).

NCI-H441 were seeded on 6-well plates (0.5 x 10° cells/well) and
treated with the mixtures (0.2, 1 and 2.5%) on day 4. Twenty-four hours
after exposure, NCI-H441 cells were lysed. Apoptosis, by the Bax/Bcl-2
ratio, and autophagy, by the autophagosome marker LC3B-II, were
investigated by Western blot as descript previously.

2.2.3.5. Mitochondrial superoxide produced by the alveolar epithelial cells
post-e-liquids exposure. The mitochondria-specific fluorescent probe,
MitoSOX Red®, was used to determine the levels of mitochondrial su-
peroxide produced by alveolar epithelial cells after exposure to e-
liquids.

For this, cells were seeded at 10° cells/well on a black 96-well plate
and incubated at 37 °C and 5% CO;, for 48 h. On the day of the exper-
iment, cells were washed twice with HBSS buffer and incubated 30 min
with MitoSOX Red® (5 pM in HBSS). The cells were washed 3 times in
HBSS and basal fluorescence was recorded at 510/580 nm using a
Varioskan LUX plate reader (Thermo Fisher Scientific). Immediately
after the signal stabilisation, PG/VG vehicles ratio of 76/24 and e-liq-
uids (0.2-10%, V/V) were added to the cell medium. The fluorescence
was read every minute over a period of 60 min. Results were expressed
as a percentage of basal fluorescence (F/Fy). The kinetics of superoxide
production was assessed by the area under the curve (AUC) of the
MitoSOX Red® fluorescence intensity measurement over the 60-min
period.

2.2.3.6. Cytokines and chemokines produced by the alveolar epithelial cells
after e-liquids exposure. NCI-H441 were seeded on 12-well plates (2 x
10° cells/well) and treated on day 3 with 2.5% of the following e-liquids:
PG/VG 76/24, three flavoured e-liquids without nicotine (red fruits,
mint-eucalyptus, blond tobacco) and two commercial e-liquids EL1 and
EL2 containing 6 mg/mL nicotine and blond tobacco flavour in 50/50
and 76/24 PG/VG ratio respectively. Impact of e-liquids components
and mixtures was tested on a panel of 20 cytokines released by the
alveolar epithelial cells during the early (4 h) and late (24 h) phases of
exposure. Cytokine concentrations were measured using the Human
Th1/Th2 Cytokine & Chemokine 20-Plex ProcartaPlex Panel 1 which
enables exploration of immune function by analysing 20 parameters in a
single well using the MAGPIX® Luminex instrument (Thermo Fisher
Scientific). The parameters analysed were some Th1/Th2 cytokines as
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granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), inter-
feron gamma (IFN-y), IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-13,
IL-18, tumor necrosis factor alpha (TNF-«), some chemokines as
eotaxin-1 (CCL11), growth-regulated oncogene-alpha (GRO-o, CXCL1),
interferon gamma-induced protein 10 (IP-10, CXCL10), monocyte che-
moattractant protein (MCP-1 (CCL2)), macrophage inflammatory pro-
teins ((MIP-1a (CCL3) and MIP-1f (CCL4)), Regulated upon Activation,
Normal T-cell Expressed and Secreted (RANTES, CCL5) and stromal cell-
derived factor 1 alpha (SDF1-a, CXCL12) were analysed. Results were
expressed as a percentage of the vehicle control (PG/VG 76/24).

2.3. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9®
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Differences between groups
were analysed using one-way or two-way ANOVA tests and a p-value of
less than 0.05 was required to consider statistical significance. Data from
three or more independent experiments of triplicate or duplicates are
reported as mean + standard deviation or otherwise specified.

3. Results
3.1. Characterisation of the alveolar-capillary barrier model

3.1.1. Functional role of the alveolar-capillary barrier model characterised
by a colorimetric marker

The kinetics of Trypan blue across the barrier showed that
NCI-H441 cells provide a major role in the efficiency of the alveolar-
capillary barrier integrity in our model (Supplementary Data 1C).
From day 7, the barrier formed by the endothelial line HULEC-5a limits
the passage of Trypan blue and the barriers comprising NCI-H441 in
monoculture and co-culture are functional earlier, from day 4. Thus, the
culture time at D7 seems to be the most appropriate for further experi-
ments. Atday 9, a disorganisation of the barrier, certainly due to contact
toxicity, can be suspected. Indeed, too many cells present in the cell
culture cause the detachment of the cells from the support, which pro-
duces surfaces without cells and therefore where the passage of Trypan
blue is totally free as for the control.

3.1.2. Functional role of the alveolar-capillary barrier model characterised
by measuring TEER

The barrier function was tested in different cultures or co-culture
configurations (Fig. 2 and Supplementary Data 2).

As shown in Fig. 2, barrier resistance (TEER) progressively increased
until day 8 for standard co-culture seeding (407.3 + 85.7 Q em?) and
until day 9 for NCI-H441 (220.9 + 5.6 Q em?) and HULEC-5a (16.5 +
2.0 Q cm?) seeded as monolayers. After 8 or 9 days, the increased TEER
was followed by a progressive decrease. Fig. 2A highlights the pre-
dominant role of the NCI-H441 line in forming an effective barrier
compared to endothelial cells monolayer. Furthermore, between day 5
and day 12, the TEER data of the co-culture was not the result of the
addition of the TEER of its two components, but the sum of the values of
each monolayer multiplied by 1.2-4.1, suggesting a reinforcement of the
barrier in the presence of both cell lines.

Alternative cell arrangements were tested, and the results were
shown in Supplementary Data 2. Briefly, when HULEC-5a cells were
placed on the bottom of the 24-well plate, TEER curve showed a slowly
and progressive increase until day 7. On day 8, TEER values reached a
fleeting peak of 361.2 + 18.9 Q cm?, which was significantly lower than
the TEER values observed with standard co-culture model on day 8
(407.3 + 85.7 Q cmz, p < 0.0001), then a drastic drop in values was
observed at day 9. In contrast to this, the arrangement of NCI-H441 and
HULEC-5a cells seeded on both sides of the insert resulted in TEER
values in the range of 300-500 Q cm? from day 7 to day 9, increasing the
time window of a possible exposure to e-liquids. In the second
arrangement, HULEC-5a cells were seeded in the same compartment as
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Fig. 2. Functional validation of the alveolar-capillary barrier model by measuring TEER: (A) Evolution of transepithelial/endothelial resistance (TEER) over
time for the co-culture arrangements described in figures (B-D). Initial cell density for HULEC-5a on day 0 and NCI-H441 monolayer and co-culture on day 2 were 5
x 10 cells/well. Statistical analysis: Comparison of NCI-H441 (a and *) and HULEC-5a (@ and :x) monolayers versus the standard co-culture (m) and NCI-H441
monolayer versus HULEC-5a monolayer () using a 2
triplicates. * p < 0.05; » < 0.01; p < 0.001;

factor ANOVA test followed by Tukey’s multiple comparison test from three independent experiments of
“p < 0.0001.

Fig. 3. Immunofluorescence of the alveolar-capillary barrier model. (A) The epithelial NCI-H441 cells were stained with occludin (red) in upper compartment,
(B) the endothelial HU 5a cells were stained with CD31 marker (green) in lower compartment, (C) nuclei were stained with DAPI (blue). The image (D) illustrates
the z-projection of the slices obtained with a Zeiss confocal microscope for the 3 markers. The images (E and F) illustrate two orthogonal views, indicated by white
arrowed lines, of (D). The confocal threshold was arbitrarily set so that the very weak signal of occludin from HULEC-5a cells was not visible in the lower
compartment. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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NCI-H441 cells and, in this case, the TEER values remained low and no
peak was observed, suggesting a difficulty for both cell lines to collab-
orate in the construction of an effective alveolar-capillary barrier when
seeded together without a structure mimicking a basal lamina.

For further experiments, the most robust arrangement of NCI-H441
and HULEC-5a cells seeded on both sides of the insert, was chosen. Only
standard co-cultures with TEER values between 300 and 500 Q cm? were
exposed to the e-liquid components or mixtures on day 8.

3.1.3. Phenotype characterisation of the alveolar-capillary barrier model

Specific markers were screened for each cell line by RT-qPCR,
Western blot or immunofluorescence allowing the phenotype charac-
terisation of NCI-H441 as alveolar type II cells, and HULEC-5a as
endothelial cells. The specific markers selected for alveolar type II cells
were surfactant A and D, aquaporin 5 and thyroid transcription factor 1
(TTF-1) and those selected for endothelial cells were CD-31, eNos and
von Willebrand factor (vVWF). The presence of occludin and ZO-1, pro-
teins playing a crucial role in cell-cell tight junctions was also investi-
gated. While ZO-1 was moderately and weakly found in NCI-H441 and
HULEC-5a, respectively, the two cell lines showed a positive but much
varying expression of occludin. As NCI-H441 cells very highly expressed
occludin, HULEC-5a revealed a very low expression. Supplementary
Data 3 resumes the expression of these markers for the two cell lines.

Finally, Fig. 3 showed the localisation of CD31 in HULEC-5a cells and
occludin in NCI-H441 cells, two major membrane proteins of each cell
line and illustrated their distribution around the PET membrane. The
two cell lines were well distributed on each side of the membrane
without apparent interactions one with the other. Anyway, this co-
culture model possesses all the functional and phenotypic characteris-
tics of the alveolar-capillary barrier and can subsequently be used for e-
cigarette exposure.

3.2. Effects of the exposure of the co-culture to e-liquid vehicles (PG and
VG) and flavoured marketed e-liquids with or without nicotine

3.2.1. E-liquids modified alveolar—capillary barrier integrity

Exposure (24 or 48 h) to increasing concentrations of e-liquid’s ve-
hicles (PG, VG or 50/50 and 76/24 PG/VG ratios) triggered a biphasic
effect on TEER values. For low concentrations, between 1% and 5%, an
increase in resistance was observed, then higher concentrations altered
the integrity of the barrier, leading to a decrease of more than 50% of
TEER values for concentrations above 10% for PG and VG alone, and
above 20% for 50/50 and 76/24 PG/VG ratios, compared to untreated
cells. Mannitol, a compound known for its hypertonic properties that
break down barrier integrity, showed a similar pattern with a drop of
more than 50% in TEER values for a concentration above 10% (Fig. 4A).

Exposure to e-liquids with flavours were also tested (Fig. 4B). When
the red fruits and mint-eucalyptus flavours were present in an e-liquid
with a PG/VG ratio of 76/24, the concentrations required to trigger a
drop of more than 50% in TEER were 5% and 2.5% respectively, sug-
gesting a greater role of these flavours in achieving barrier integrity
impairment compared to the ratio of 76/24 of vehicles. In contrast, the
presence of blond tobacco flavour in the 76/24 PG/VG ratio decreased
the TEER values for the 0.2 and 1% and for the 20 and 30% concen-
trations. However, the addition of nicotine at 6 mg/mL in the latter e-
liquid restored the biphasic pattern for EL2 but not EL1. In both cases,
nicotine neutralises blond tobacco flavour effect on barrier permeability
at low percentages of flavours (0.2-1%). Furthermore, while concen-
trations above 20% continued to decrease of more than 50% the TEER
for EL1, a concentration of 30% was necessary to cause a decrease of
more than 50% in TEER for EL2 (Fig. 4B).

3.2.1.1. Low concentrations of e-liquids increase occludin expression and
barrier integrity. To further investigate the effect of lower concentrations
of vehicles and e-liquids on cell membrane rearrangements and cell-cell
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Fig. 4. Histograms of TEER's values of alveolar-capillary barrier model after
48 h exposure to vehicles or marketed e-liquids. TEER's values indicate the
paracellular permeability of the NCI-H441/HULEC-5a co-culture and in
consequence the barrier integrity. (A) represents TEER measures after 48 h of
exposure to vehicles PG and VG alone or in ratios of 50/50 and 76/24. (B)
represents TEER measures after 48 h of exposure to marketed flavoured e-lig-
uids without nicotine; red fruits, mint-eucalyptus and blond tobacco. CTL:
control, meaning untreated cells. EL1 and EL2 contain blond tobacco flavour, 6
mg/mL of nicotine and ratios of 50/50 and 76/24 of PG/VG, respectively.
Mannitol, a hypertonic product, was used as a positive control of barrier per-
meabilization in (A). Histograms represent mean + SD from at least three in-
dependent experiments of triplicates. Comparison between different exposures
versus untreated cells was performed using a 2-factors ANOVA test (¢ = 0.05)
followed by a Sidak’s multiple comparisons test. *p < 0.05; **p < 0.01;
0.001; ****p < 0.0001. (For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

junctions, the changes in occludin expression, a tight junction protein,
were studied in both cell types. An increase in occludin expression was
observed in NCI-H441 monolayers exposed to concentrations from 0.2
to 2.5% of 76,/24 ratio of vehicle, red fruits and blond tobacco flavoured
e-liquids compared to untreated cells. In contrast, exposure of alveolar
epithelial cells to increasing concentrations of mint-eucalyptus e-liquid
highly decreased occludin expression, with protein expression being
statistically lower at the 2.5% concentration (p = 0.0013) compared to
control. Although there was a tendency for occludin expression to in-
crease after 24 h of treatment with 2.5% of mannitol, no significant
difference was observed compared to control (p = 0.2610).

Interestingly, the presence of nicotine in the 76/24 blond tobacco e-
liquid (EL2) enhanced the phenomenon by increasing occludin expres-
sion. Thus, occludin expression after exposure to the 2.5% concentration
was statistically higher for the blond tobacco e-liquid with nicotine
compared to the same e-liquid without nicotine (p = 0.0245). (Fig. 5).

For HULEC-5a endothelial cells that weakly express occludin, a 24-h
exposure to flavoured e-liquids in a 76/24 ratio did not modify occludin
expression (data not shown).

3.2.1.2. Hypertonic proprieties of e-liquids disturbed the tight junctions of
the barrier. Hyperosmotic solutions like mannitol are known to decrease
the TEER of barriers by increasing their permeability. To investigate the
effect of higher concentrations of vehicles and e-liquids, the osmolality
of the co-culture medium was measured. The initial osmolality of the
medium was similar to physiological values (around 294 mOsm/L).
However, the solutions osmolality showed similar curves for PG, VG,
and PG/VG ratios 50/50 and 76/24, with a value above 500 mOsm/L
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Fig. 5. Western blots showing the expression of
occludin, a tight junction protein, in epithelial
alveolar NCI-H441 cells treated for 24 h with
increasing concentrations of vehicle or marketed
flavoured e-liquids. Cells were treated for 24 h with
increasing concentrations of PG/VG 76/24 and
mannitol, a hypertonic product, used as a control,
marketed flavoured e-liquids red fruits, mint-
eucalyptus, and blond tobacco without nicotine and
blond tobacco flavoured e-liquid with 6 mg/mL of
nicotine in ratios of 50/50 and 76/24 of PG/VG for
EL1 and EL2, respectively. The relative to total pro-
teins density values of occludin are shown as histo-
grams represented with mean + SD from at least

%

B CTL [ | Mannitol W PG/VG (76/24) I Red fruits Mint. lyp! ™ Blond
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three independent experiments. Comparison between
different exposures versus untreated cells (CTL) was
performed using a 2-factors ANOVA test (a« = 0.05)
followed by a Sidak’s multiple comparisons test. * p <

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this

article.)

being reached above concentrations of 2.5%. In contradiction to these
data, the e-liquid containing mint-eucalyptus flavour in a PG/VG ratio of
76/24 showed a lower osmolality and values above 500 mOsm/L were
reached above the concentration of 5% (Supplementary Data 4). This
latter phenomenon could be explained by the higher freezing point of
menthol compared to PG/VG mixtures.

3.2.2. E-liquids reduced cell viability

To determine whether the decrease in TEER was only due to a
response to the hyperosmolality of the medium which opens the barriers
or also to cell death, an MTS viability test was performed on the upper
and lower compartments of the co-culture post-exposure to PG and VG
vehicles alone or in a ratio of 50/50 and 76/24, and then to marketed
flavoured e-liquids with and without nicotine. In the upper
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Fig. 6. Cell viability with increasing percentage of vehicles or marketed e-liquids in co-culture upper (A, B and C) and lower (D, E and ) compartments. Cell viability
of NCI-11441 and IULEC-5a cells was measured with MTS viability assay. After a 48-h exposure, the formazan dye absorbance decreased with the increase con-
centration of (A and D) mannitol, vehicles PG and VG alone or in ratios of 50/50 and 76/24, and (B and E) marketed flavoured e-liquids red fruits, mint-eucalyptus
and blond tobacco without nicotine. Each point on the curves represents triplicates of at least 3 independent experiments. Dose-effect curves are fitted from a
logarithmic (agonist) versus normalized response model allowing for variable slope of the curves through a least squares analysis calculation. Obtained EC50 values
derived from dose-effect curves were plotted with their 95% confidence intervals and comparison between different exposures was performed using a one-factor
ANOVA test (@ = 0.05) followed by a Sidak’s multiple comparisons test (C and F). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. CTL: control, meaning
untreated cells. EL1 and EL2 contain blond tobacco flavour, 6 mg/mL of nicotine and ratios of 50/50 and 76/24 of PG/VG, respectively. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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compartment of the co-culture (NCI-H441 cells), the cell viability was
reduced by 50% after exposure to 29.5%, 21.2%, 24.6%, 28.8% of PG
alone, VG alone, PG/VG 50/50 and PG/VG 76/24 ratios, respectively
(Fig. 6A). According to EC50 values, VG alone decreased viability of
NCI-H441 compared to PG (p = 0.0018) and to PG/VG 76/24 (p =
0.0172), but EC50 values were not statistically different between VG and
PG/VG 50/50 (p > 0.05) (Fig. 6C). Addition of red fruits and mint-
eucalyptus flavours decreased the cell viability for lower concentra-
tions of marketed e-liquids compared to the vehicle control, the PG/VG
76/24 ratio (p < 0.0001), but EC50 values did not differ between blond
tobacco flavoured e-liquid and the vehicle control (p > 0.05). Thus,
concentrations of 6.4% of red fruits, 2.4% of mint-eucalyptus and 22.9%
of blond tobacco were sufficient to reduce the viability by 50%.
Mannitol triggered 50% drop of viability at a concentration of 26.4%,
which did not differ from that of PG, VG alone, or in different ratios
tested (Fig. 6A and C). The presence of nicotine in the blond tobacco
flavoured e-liquid, seemed to improve cell viability compared to the
blond tobacco e-liquid without nicotine (p = 0.0039), but these results
could be due to an experimental artifact related to the perturbation of
the cellular NAD(P)H required for the MTS viability test reaction by
nicotine (Aleshin et al., 2015). Similar results were obtained in the lower
compartment (HULEC-5a cells) of the co-culture except that the effect of
VG was not different from that of PG and PG/VG 76/24 on viability and
the blond tobacco flavoured e-liquid significantly decreased viability
compared to the vehicle control (p < 0.0001) (Fig. 6D, E and F).

3.2.3. E-liquids induced epithelial cell death by autophagy but not apoptosis

NCI-H441 monolayers were exposed to increasing concentrations of
vehicles and flavoured e-liquids. No significant increase in Bax/Bcl-2
ratio was observed for concentrations between 0.2 and 2.5%, showing
that apoptosis was not the primary mechanism inducing cell death in
cells constituting the alveolar capillary barrier after exposure to e-lig-
uids (Supplementary Data 5).

However, the expression of LC3B-II protein, the most specific marker
of the autophagic process (Mizushima and Yoshimori, 2007) showed a
weak increasing trend after vehicle exposure with a PG/VG ratio of
76/24, but not statistically different (p = 0.1923, Fig. 7). More inter-
estingly, e-liquids containing red fruits and mint-eucalyptus flavoursin a
76/24 PG/VG ratio significantly enhanced LC3B-II protein expression
for the 2.5% concentration of red fruits (p < 0.0001 and p = 0.0029) and
mint-eucalyptus (p < 0.0001 and p = 0.0011) compared to untreated
cells and 2.5% PG/VG 76/24 ratio, respectively (Fig. 7). These results
showed an amplification of the autophagic mechanism in the presence of
red fruits and mint-eucalyptus flavours. Due to a large variability in the
data for the blond tobacco e-liquid, the accentuation of the autophagic
pathway compared to the PG/VG vehicle (76/24, 2.5%) could not been

LC38B- 19 kDa =
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demonstrated. However, the comparison with untreated cells was sta-
tistically significant (p = 0.0147). In another hand, the presence of
nicotine with this last flavour significantly increased LC3B-II expression
in the 50/50 and 76/24 PG/VG e-liquids compared to untreated cells (p
= 0.0100 and p < 0.0001, respectively). Nevertheless, no difference
could be demonstrated between blond tobacco e-liquids with and
without nicotine, thereby making it difficult to conclude on the role of
blond tobacco flavour or nicotine in enhancing autophagy by these
e-liquids (Fig. 7).

3.2.4. E-liquids induced mitochondrial oxidative stress

Numerous studies have shown that ROS derived from mitochondria
are major inducers of autophagy and in turn, autophagy serves to reduce
oxidative damage (Filomeni et al., 2015). MitoSOX Red® was used to
follow the level of mitochondrial superoxide production. The results of
the kinetic curves of superoxide production in alveolar epithelial cells
were expressed by calculating the AUC. Fig. 8A showed that the 76/24
vehicle ratio did not significantly increase mitochondrial stress for
concentrations up to 5%, but that the 10% concentration triggered a
41.4% increase compared to untreated cells. The addition of flavourings
affected the production of oxidative stress, with a significant increase in
AUC starting at 2.5% for the mint-eucalyptus e-liquid and 5% for the red
fruits e-liquid. A reduction in superoxide anion production was observed
for 10% mint-eucalyptus e-liquid compared to 5%, which was explained
by the time-fluorescence curve showing a sharp increase until the eighth
minute, followed by a decrease in fluorescence due to cell death
(Fig. 8B). Interestingly, the blond tobacco flavour in the 76/24 vehicle
ratio did not increase cellular production of superoxide anions up to the
10% concentration compared to untreated cells. Moreover, the 10%
concentration of the blond tobacco e-liquid triggered 32.3% less
oxidative stress than the 10% of PG/VG 76/24 concentration (Fig. S8A
and C). In contrast, the presence of nicotine at 6 mg/mL in the blond
tobacco flavoured e-liquid induced the production of oxidative stress
from the 2.5% concentration level, at both 50/50 and 76/24 PG/VG
ratios, showing the effect of nicotine as an inducer of mitochondrial
oxidative stress (Fig. 8C).

3.2.5. E-liquids increased the excretion of inflammatory cytokines

The secretion of inflammatory cytokines is known as a molecular
stress response for epithelial (NCI-H441) cells. For example, IL-6
released from pulmonary epithelial cells, could promote cell auto-
phagy (Hu et al., 2021). A total of 20 cytokines were measured with a
multiplex method in cell supernatant collected from NCI-H441 mono-
layers treated with 2.5% of e-liquids for 4 and 24 h. Overall, only the
levels of five cytokines were consistently increased after
mint-eucalyptus e-liquid exposure compared to the vehicle control, with

Fig. 7. Expression of LC3B-II, an autophagosome

LCSE4 6100, S—— - R— T ™™ marker, in epithelial alveolar NCI-H441 cells 24 h
g 1000 after e-liquids exposure. Western blot analyses
§. E 4 showing the expression of LC3B-I and -II, autopha-
3&_’ 800 gosome proteins and histograms of LC3B-II bands
S S 600 quantification, in epithelial alveolar NCI-H441 cells.
5T Cells were treated for 24 h with increasing concen-
g E 400 e trations of mannitol, PG/VG 76/24, marketed flav-
E’ % oured e-liquids red fruits, mint-eucalyptus, and blond
g- 5 200 T T i ' tobacco without nicotine and blond tobacco flavoured
o 0 ey *ii T ,-", S e-I(iiq\lid witth mg/mLfof nicotin; in ratios of 50/;30

and 76/24 of PG/VG for EL1 and EL2, respectively.
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sented mean + SD from at least three independent
experiments. Comparison between different expo-
sures versus untreated cells (CIL) was performed
using a 2-factors ANOVA test (a = 0.05) followed by a

Siddk’s multiple comparisons test. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the

reader is referred to the Web version of this article.)
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four in the early phase (IL-6, IL-8, MIP-1f and SDF1-a) and five in the
late phase (IL-6, IL-8, MIP-1f5, SDF1-a and GM-CSF) (Fig. 9). Level of
GM-CSF was also significantly increased after exposure to the blond
tobacco e-liquid with 6 mg/mL of nicotine (76/24 PG/VG ratio), but not
after exposure to blond tobacco e-liquid without nicotine, showing that
nicotine certainly had a role in GM-CSF release increase. However, while
the most inflammatory e-liquid contained mint-eucalyptus flavour, red
fruits flavour showed a tendency to increase the secretion of IL-6, IL-8,
MIP-1p, SDF1-a and GM-CSF. Otherwise, the levels of IP-10, MCP-1,
MIP-1a and RANTES were not different from those of vehicle control
after 4 or 24 h of exposure and eleven out of 20 cytokines were below the
lower limit of quantification (IFN-y, TNF-«, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-12p70, IL-13, IL-18, GRO-« and eotaxin-1).

4. Discussion

In this work, the effects of the main components of e-cigarette liquid
were demonstrated on a functionally and phenotypically characterised
cell model of the alveolar-capillary barrier. Thus, the results showed that
the response of exposed cells varied considerably depending on the
components and their mixture in e-liquids, with flavours playing a
crucial role in the loss of barrier integrity, inflammation, oxidative stress
and cell death. Indeed, after exposure to e-liquids, epithelial cells, the
first cells to be exposed to aggression by e-liquids, responded with an
increase in oxidative stress as evidenced by an escalation of
mitochondrial-generated superoxide and the release of some cytokines
and chemokines. However, low exposures to e-liquids or mixtures
increased the expression of occludin, a tight junction protein, thus
enhancing the barrier role in both cell lines. An increase in autophagy
processes was also observed, corresponding to a stress response of the
cells. Finally, at higher exposures to e-liquids, a loss of alveolar capillary
barrier integrity and cell death in both cell lines occurred.

4.1. Interest of a cell alveolar-capillary barrier model

The alveolar-capillary barrier is involved in many aspects of normal
lung physiology, and the loss of its integrity is a central characteristic of
lung disorders such as smoking-related COPD, but also E-cigarette or
Vaping Use-Associated Lung Injury (EVALI) (www.cde.gov/EVALI).
Thus, we first developed an in vitro technique of a functional, robust, and

reproducible co-culture model mimicking the physiological situation of
an alveolo-capillary unit, particularly fostering the 3 Rs principle.

The model is a co-culture of the human distal lung epithelial cell line
isolated from a papillary adenocarcinoma, NCI-H441, with the human
pulmonary microvascular endothelial cells immortalised by the SV40
large T antigen transfection, HULEC-5a, placed on the upper and lower
sides of a pored membrane respectively. In the phenotypic characteri-
sation of the model, NCI-H441 cells were confirmed to possess specific
markers of alveolar epithelial cells, including surfactant proteins and
water transporters (AQP-5). Also, HULEC-5a cells express endothelial
markers as CD31, eNos and von Willebrand factor. The two cell lines also
express tight junction proteins (Occludin and ZO-1). The measurement
of TEER is a technique that assesses the ohmic resistance between the
upper and lower compartments of a cell insert, while preserving the
characteristics and growth of cell populations. It therefore indicates the
degree of integrity of the intercellular junctions and allows a reliable
characterisation of the barrier function in vitro. This technique has been
widely used in other barrier models like blood-brain barrier (Becker
et al., 2021). Functional characterisation of our cell model confirmed
that it acts as a barrier by establishing a high TEER (407.3 + 85.7 Q cm?)
and highlighted that NCI-H441 cells are primarily responsible for the
barrier function by providing the greatest resistance to the model
compared to the HULEC-5a cells. NCI-H441 cells have been widely used
as a model of the alveolar epithelium and similar TEER values were
obtained after 10 days of co-culture with the angiosarcoma cell line
ISO-HAS-1 (380 Q cm?) (Dohle et al., 2018) or with primary human
pulmonary microvascular endothelial cells (565 Q em?) (Hermanns
et al., 2004). These TEER values are higher than those found in vivo from
tracheal epithelium, but TEER values from the alveolar-capillary barrier
are missing in the literature because of the technical difficulties in
obtaining them (Doryab and Schmid, 2022). Furthermore, co-culture of
NCI-H441 with HULEC-5a on either side of the insert induced a rein-
forcement of resistance, indicating an increase in the barrier properties
compared to the different cell arrangements tested. This latter finding
suggests that both cell lines collaborate in the construction of a more
effective alveolar-capillary barrier if seeded at either side of a basal
lamina-like structure. Given the results obtained for the phenotypic
characterisation of the cell lines, as well as the functional validation of
the co-culture model, our alveolar-capillary model was used for further
e-liquid exposure experiments. Thus, to better understand how the main

225



A.-N. Sabo et al.

Food and Chemical Toxicology 174 (2023) 113650

800- 800- KAokok Fig. 9. Cytokine excretion after exposure of
- epithelial NCI-H441 cells to 2.5% of e-liquids.
é 600 ;\? 600 T Histograms illustrate the levels of IL-6, IL-8, MIP-1p,
© ';‘ ; SDF1-0 and GM-CSF released by NCI-11441 cells after
= 400+ T — 4004 4 and 24 h of exposure to e-liquids. EL1 and EL2
contain blond tobacco flavour, 6 mg/mL of nicotine
2001 200+ and ratios of 50/50 and 76/24 of PG/VG, respec-
0 — 0 tively. Histograms represent mean + SD from tripli-
3 4H & 2aH cates of two independent experiments. Comparisons
between different exposures versus the vehicle control
. . was performed using a 1-factor ANOVA test (a =
= 1000 = 1000 0.05) followed by a Dunnett’s multiple comparison
S 800 S 800 ** test. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p <
'™ 1
% 600 & 600 * 0.0001.
Q Q 1
s 400 = 4001 =
O 2001 O 2001
e
0_1L'.-_i_ 0-
4H 24H
b
3000+ 3000+ 'I'
2 2000 X 2000+
® ?
o 2 T
1000 5 1000+
.
Oloomme e o e e 0-
4H 24H
250 250 o
_— e~
X 2004 * 32 200+ I
— 1 ~
& 150 & % 150+
g 100 & 100 e
H - s
50+ 504
0- 0-
4H 24H
300+ . 300+ *k
—_ —_ 1
) 2 =
S 200 L S 2001
- - -
l-ol- w
@ 100 2 100+
0- 0-
4H 24H
B PG/VG 76/24 M Red Fruits Mint-eucalyptus I Blond Tobacco B EL1 W EL2

e-liquid components affect the cells and the proprieties of barrier model,
increasing concentrations of PG, VG alone and in 50/50 and 76/24 ra-
tios were applied to the apical surface of the co-culture or to the
epithelial cell monolayer.

4.2. Vehicles modify barrier integrity through tight junction protein
expression like occludin

The present study first demonstrated that PG and VG vehicles, alone
or combined in different ratios (50/50 and 76/24), disrupt the homeo-
stasis of the alveolar-capillary unit by modifying resistance through the
expression of the junctional protein: occludin. Occludin is a key protein
of the tight junction complex present on the alveolar epithelium that
seals together adjacent cells allowing the formation of a mechanical
barrier and determining paracellular permeability for the flow of water,
ions and other compounds from the air to the vascular compartments

10

(Cummins, 2012). A biphasic effect on barrier resistance was observed
after exposure to the vehicles: first, an increase in TEER for concentra-
tions below 5% with an increase in occludin expression on the alveolar
epithelium. Second, for higher concentrations, which resulted in a hy-
pertonic effect on the barrier, a decrease in TEER was observed which
reflects a destruction of the barrier due to cell death. These results
indicate that hypertonic e-liquids can induce pressure on the tight
junctions between adjacent epithelial cells resulting first in a cell
membrane rearrangement with an increase in occludin synthesis fol-
lowed by an opening of the barrier. Finally, hyperosmolality may lead to
a dysregulation of the passage of molecules from the air into the blood.
Interestingly, the mint-eucalyptus e-liquid, which has a lower hyper-
osmolality, did not increase occludin synthesis. For this e-liquid, the
integrity of the barrier is broken at lower concentrations due to the in-
duction of oxidation and inflammation mechanisms. These findings
confirm a recent in vitro study, where a 55/45 ratio of PG/VG decreased
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resistance of alveolar epithelium, reduced airway epithelial height, and
increased epithelial permeability, although, this work did not focus on
vehicle impact on tight junctions (Woodall et al., 2020). In addition, in
rat Sertoli cells, VG ata 10% concentration disrupted the organisation of
tight junctions associating actin microfilaments, occludin and tubulin,
by exerting a sufficient osmotic stress (Wiebe et al., 2000). Furthermore,
hyperosmotic VG was also shown to directly interact with the lipid
components at the membrane interface (Biondi and Disalvo, 1990).
Interestingly, the most common side effects of inhaling e-liquid con-
taining PG and VG are dry mouth, sore throat and increased thirst which
may be due to the hypertonic properties of these two compounds,
indirectly triggering cell and systemic dehydration of the user depend-
ing on the intensity of the vaping. The higher the frequency and intensity
of vaping, the more deleterious the effects of the vehicles on the barrier.
Longer exposure of the barrier could result in a disbalance in the regu-
lation of the alveolar surfactant fluid, the passage of inhaled pathogens
from air to blood and the passage of immunity cells from blood to the
alveolar space. To resume, disruption of alveolar immune homeostasis
can be a source of edema fluid, impaired gas exchange and pulmonary
infection.

4.3. Flavoured e-liquids are not equal in terms of cell responses

The addition of flavours in e-liquids results in an additional delete-
rious effect on the alveolar-capillary unit as they lower the threshold for
cells stress, barrier failure and finally cell death. Similar to PG/VG,
flavours are designated Generally Recognized As Safe (GRAS) but there
are only limited safety data after inhalational exposure. In literature, the
most studied flavouring compounds are cinnamaldehyde, vanillin,
ethyl-maltol and menthol. They have been shown to induce oxidative
stress and inflammatory responses in human cells through a variety of
more or less well identified mechanisms (Hua et al., 2019; Muthumalage
et al., 2019; Rickard et al., 2021). However, users of flavoured e-ciga-
rettes reported higher satisfaction than users of unflavored e-cigarettes
(Landry et al., 2019). For example, in Europe, the most popular flavours
in e-liquids are fruity (red fruits being the most sold in this category),
tobacco and menthol (Havermans et al., 2021). The appeal of flavours,
particularly among young adults, could have long-term consequences
that are currently poorly understood.

For this study, three commercially available flavoured e-liquids were
chosen, with a PG/VG ratio of 76/24: red fruits, mint-eucalyptus and
blond tobacco. While blond tobacco seems to be as safe as vehicles in
terms of alveolar toxicity, red fruits and mint-eucalyptus trigger cellular
stress, inflammatory and death mechanisms, with the mint-eucalyptus
flavour causing the worst effects. Thus, when the co-culture model
was exposed to red fruits and mint-eucalyptus e-liquids, cell viability
decreased significantly, with 50% of cell death being reached after
concentrations of 6.4% and 2.4%, respectively. These results confirm
deleterious effects of menthol flavoured e-liquids described in the
literature. For example, Goenka et al. showed that human retinal
pigment epithelial cells viability was lowered by 41.7% and 96.5% at
concentrations of 1% and 2% of menthol e-liquid, respectively (Goenka
and Simon, 2021).

While cell death is related to osmotic shock for high concentrations
of PG and VG, other mechanisms were demonstrated for lower PG and/
or VG concentrations. The main mechanism of cell death initiated at low
concentrations appears to be autophagy, as in this study flavoured e-
liquids stimulated LC3B-II expression on NCI-H441 cells, reflecting
increased autophagosome production. There is now considerable inter-
est in autophagy in lung diseases, in which autophagy may be either a
protective homeostatic mechanism as it clears cellular components
damaged by oxidative stress or inflammation, nor even deleterious due
to autophagy activation of fibrosis (Hill and Wang, 2022). The estab-
lishment of an autophagy mechanism after e-liquid exposure confirms
the literature data, as Go et al. found a significant accumulation of
LC3B-1I in cells treated with tobacco and menthol flavoured e-liquids,
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but not in the PG/VG treated group, compared to the control group (Go
et al., 2020). They also identified higher expression levels of the
pro-apoptotic genes of Bax and caspase-3, and lower expression levels of
the anti-apoptotic marker Bcl-2 in tobacco and menthol flavoured
e-liquids compared to the control group (Go et al., 2020). In our study,
neither the blond tobacco nor the red fruits and mint-eucalyptus e-liq-
uids increased significantly the pro-apoptotic ratio of Bax/Bcl-2 pro-
teins, showing that this death pathway certainly exists but is not the
principal pathway involved after exposure of increasing concentrations
to the e-liquids studied. As autophagy is generally implemented to
eliminate impaired proteins and organelles accumulated in the cell
cytoplasm, the impact of e-liquid compounds on the formation and
accumulation of highly reactive oxygen species was further investigated
in this work.

4.4. Mint-eucalyptus and red fruits e-liquids and nicotine induced
mitochondrial oxidative stress and inflammation, but not vehicles or blond
tobacco without nicotine

Mitochondrial superoxide anion production was increased when
alveolar epithelial cells were exposed to e-liquids, but in an unequal
manner. Thus, mint-eucalyptus and red fruits e-liquids induced a sig-
nificant dose-dependent increase in superoxide ion production for con-
centrations above 2.5% and 5%, respectively. In literature, Lamb et al.
found that menthol flavoured e-cigarette exposure to bronchial epithe-
lial cells caused mitochondrial dysfunction, reducing basal and maximal
respiration, consequently affecting mitochondrial oxidative stress
(Lamb et al., 2020). In addition, tobacco flavour exposure resulted in
non-significant alterations of mitochondrial respiration in this previ-
ously cited study, which is in concordance with our work where blond
tobacco e-liquid up to 10% did not enhance superoxide production
compared to untreated cells and even reduced by 32.3% the superoxide
anion production induced by the PG/VG 76/24 ratio at a 10% concen-
tration. In contrast, when nicotine was present in blond tobacco flav-
oured (6 mg/ml nicotine) in both 50/50 and 76/24 ratios, e-liquids
induced an increase in superoxide anions production compared to
tobacco-flavoured e-liquid without nicotine, demonstrating the activa-
tion of mitochondrial activity and intracellular oxidative stress by
nicotine, as previously described in literature (Barr et al., 2007; Zanetti
et al., 2014). Nicotine has been shown to mediate intracellular Ca®" flux
and activate protein kinase C pathway, which then activates NADPH
oxidase (NOX) enzymes. NOXs catalyze the conversion of oxygen to
superoxide, which can lead to increased cellular and mitochondrial
oxidative stress (Zanetti et al., 2014).

The present study did not focus on the flavouring chemicals present
in e-liquids and responsible for cytotoxic effects since only the data
present on the packaging of the e-liquids were available to the in-
vestigators. However, toxicity of mint-eucalyptus e-liquid may be
attributed to menthol as it increases oxidative stress through the binding
of menthol to Transient Receptor Potential Melastatin 8 (TRPMS).
TRPMS is a cation channel with Ca?* selectivity, which triggers an in-
crease in cytoplasmic and mitochondrial Ca®” concentrations which can
be the source of excessively ROS generation (Nair et al., 2020). Further
studies are needed to explore the mechanisms by which flavoured
e-liquids alter mitochondrial function (mitophagy, respiration ...) and to
find the molecules responsible for these adverse effects.

Additionally, autophagy and inflammation have been described to be
connected, and their networks are complex as inflammation is involved
in the induction and suppression of autophagy (Chen et al., 2018; Saitoh
and Akira, 2010). Different cytokines including IL-6 and TNF-« have
been shown to stimulate autophagy (Hu et al., 2021; Harris, 2011) and,
in exchange, autophagy participates in the clearance of inflammasomes
through proteasomal degradation (Shi et al., 2012). In our study,
increased cytokine release was most markedly observed with
mint-eucalyptus e-liquid, the only flavoured e-liquid without nicotine to
produce increased inflammatory cytokine and chemokine release (IL-6,
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IL-8, MIP-1p, SDF1-a and GM-CSF). According to our works, several
studies have reported increased pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-8,
CXCL1, and G-CSF) after e-cigarette exposure in human bronchial cells
(Iskandar et al., 2016; Anthérieu et al., 2017). E-cigarette aerosol
condensate mediated inflammation in A549 cells with significant
upregulation of cytokines and chemokines (IL-6, IL-8, and MCP-1)
(Singh et al., 2021). Finally, e-cigarette extract, by activating the p38
MAPK, TLR-4/NF-xB, and EGFR/ERK signal pathways, promotes the
release of inflammatory mediators (Chen et al., 2020; Iskandar et al.,
2016; Wang et al., 2022). Moreover, exposure of bronchial epithelial
cells from patients with COPD to the Virginia tobacco and menthol
flavoured e-cigarette aerosols triggered comparable release of inflam-
matory cytokine levels (IL-6 and IL-8) that conventional cigarette smoke
(O'Farrell et al.,, 2021). In fact, epithelial and endothelial cells activated
by cigarette smoke and other inhaled irritants, secrete a variety of
proinflammatory mediators, including cytokines, chemokines, like
TNF-q, IL-18, IL-6, GM-CSF, and IL-8 (Gao et al., 2015). Other mediators,
MCP-1 and GRO-, increase the recruitment of monocytes from the cir-
culation, while the direct stimulatory effect of GM-CSF acts on the
production and release of granulocytes from the bone marrow (Barnes,
2016). Overall, the mediators secreted after prolonged exposure to
menthol-flavoured e-liquids are involved in the lung inflammation that
leads to lung disorders and all these results raise questions about the
potential involvement of e-cigarette use in the development of COPD or
other lung diseases. Despite this, the mechanisms of induction of
pro-inflammatory cytokines, oxidative stress and cellular death of in-
dividual chemicals require further investigation to better predict pul-
monary effects of these formulations.

4.5. Limitations of the study

The main limitation of the present study is that it evaluated the
toxicity of e-cigarettes liquids, in liquid and not aerosolised form, on an
in vitro model. As e-cigarettes users inhale aerosols rather than e-liquids,
further studies are needed to evaluate the effects of e-liquid aerosols
using an appropriate inhalation system, and confirmation by a in vivo
model. Furthermore, as physiological concentrations of e-liquid com-
ponents have not been measured in humans after vaping, a wide range of
concentrations of e-liquids and mixtures was tested for the assessment of
the different toxicity tests in our study. Nevertheless, this exposure
model has advantages as it defines the existence and the mechanisms of
e-liquids toxicity before aerosolisation. Also, it has been shown that
during this process other compounds were formed through decomposi-
tion of e-liquid vehicles and flavours chemicals (Khlystov and Sambur-
ova, 2016; Lorkiewicz et al., 2022). Furthermore, e-liquid aerosolisation
varies a lot depending on the brand and features (voltage/wattage/re-
sistance) of e-device studied, and the method of aerosol collection
(Dusautoir et al., 2021), all this complexifying toxicity assays. Inter-
estingly, Behar et al. demonstrated that e-liquid toxicity accurately
predicts in vitro aerosol toxicity in about 74% of the cases (Behar et al.,
2018), allowing a fast screening of deleterious e-liquids before their
aerosolisation on air-liquid in vitro models.

Finally, there is a considerable disparity in the literature regarding e-
cigarettes tolerance. Many groups have claimed that the toxicity of e-
liquids is absent or less than that of tobacco (Wang et al., 2021; Scheffler
et al., 2015; Su et al., 2022), while others have demonstrated the acti-
vation of cytotoxic pathways, including oxidative stress, inflammation,
and cellular death, that are dependent on the composition of e-liquids, in
consistency with our study (Hua et al., 2019; Khachatoorian et al.,
2021). These conflicting results reflect the urgent need for standardised
in vitro e-cigarette exposure models and interpretation. Moreover,
further research is needed to investigate the effects of e-cigarette
exposure in humans. Therefore, we suggest continued caution in the use
of e-cigarettes for smoking cessation purposes and strongly recommend
the use of controlled e-liquids, which means that their components have
been validated for safe use.
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5. Conclusion

This work allowed the development of a phenotypically and func-
tionally well characterised model of the alveolar-capillary barrier that
was exposed to e-liquid components. The main components of e-liquids
and marketed e-liquids aberrantly modify the barrier homeostasis, and
the intensity of their effects vary with flavour and nicotine presence.
These consequences have similarities with the cellular alterations
observed in COPD. This work highlights the non-harmfulness of all e-
liquids and raises a red flag about the use of e-cigarettes as a replacement
for conventional cigarettes in the context of cessation or personal
entertainment use.
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Mise en place de méthodologies analytiques et de modeles
cellulaires permettant l'identification d'éléments
potentiellement toxiques présents dans I’aérosol d'e-
cigarette

Résumé

Les nouveaux systémes de délivrance de nicotine, dont la cigarette électronique (CE), sont
régulierement présentés comme des outils de substitution nicotinique. Les autorités de santé
restent prudentes quant a l'utilisation de tels dispositifs étant donné le manque de données
toxicologiques. Mon projet de thése vise a étudier la toxicité en région pulmonaire, des e-liquides
(EL), sans nicotine, contenus dans les CE. Les ar6mes fruits rouges, largement consommés, ont été
étudiés et décomposés en 4 arémes distincts (fraise, framboise, myrtille et mare).

Pour ce faire, un nouveau modeéle cellulaire de Barriére Alvéolo-Capillaire (BAC) a été validé et a été
exposé de maniére plus ou moins directe aux EL/aérosols via 3 méthodes d’exposition distinctes.
Plusieurs réponses cellulaires dont les modulations de I'intégrité de la barriere et du stress oxydant
mitochondrial ont été mises en évidence. Ces réponses cellulaires varient selon la méthode
d’exposition et suggerent que les processus d’aérosolisation ne sont pas sans risque. De plus,
I'identification des composés chimiques indique des réponses cellulaires dépendantes de chaque
ardbme considéré.

Mots clés : e-liquide, ar6me, barriére alvéolo-capillaire, aérosol, cytotoxicité, méthode analytique

Abstract

New nicotine delivery systems, including the electronic cigarette (EC), are regularly presented as
nicotine replacement tools. Health authorities remain cautious about the use of such devices, given
the lack of toxicological data. The aim of my thesis project is to study the toxicity of nicotine-free e-
liquids (EL) contained in ECs in the pulmonary region. The widely consumed red berry flavours were
studied and broken down into 4 distinct flavours (strawberry, raspberry, blueberry and blackberry).
To do this, a new cellular model of the Alveolar-Capillary Barrier (ACB) was validated and exposed
more or less directly to EL/aerosols via 3 distinct exposure methods. Several cellular responses were
identified, including modulations of barrier integrity and mitochondrial oxidative stress. These
cellular responses vary according to exposure method, and suggest that aerosolization processes
are not risk-free. In addition, the identification of chemical compounds indicates that cellular
responses depend on the flavour considered.

Keywords : e-liquid, flavour, alveolar-capillary barrier, aerosol, cytotoxicity, analytical method






