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Résumé

Les nanotubes de carbone (NTC) sont difficilemeariectables dans les matrices biologiques. Ceci
rend I'étude de leur toxicité et de leur biodiattibn plus difficile. Lors de ce travail, nous agon
étudié, dans un premier temps, I'effet de l'albuengérique de veau (BSA) sur la dispersion des NTC
puis dans un second temps, la toxicité, la bidbigion ainsi que la clairance d’'un NTC multi-fdatl
(MWCNT) chez le rat en utilisant le nickel, une unpté métallique présente dans le nanotube étudié.
Apreés une unique instillation intratrachéale de 1A de MWCNT, nos résultats ne montrent ni
inflammation, ni Iésions pulmonaires, ni modificets des paramétres physiologiques pulmonaires.
De plus, I'absence de passage de la barriére ako@gilillaire et la mise en place d’'un long mécaeism
de clairance ont été observées dans le poumondafmieux comprendre ce mécanisme et a I'aide de
la microscopie electronique et de la spectroscogirarouge, nous avons montré que les MWCNT
sont chimiquement modifiés et sont clivés dansdanmn. Ces résultats, ainsi que I'étude de la
phagocytose des MWCNT et de l'apoptose des macgashalvéolaires, ont permis d’émettre
I'hypothése d’'un mécanisme de clairance selon lliélimination des MWCNT dans le poumon
serait liée a la phagocytose, I'apoptose, la dégian de MWCNT par les macrophages alvéolaires

puis la phagocytose de cellules apoptotiques.

Mots clés:Nanotube de carbone, poumon, apoptose, inflammgilmagocytose, et rat.
Abstract

Constituted only by carbon atoms, carbon nanot(®&") are hydrophobic and hardly detectable in
biological tissues. These properties make biokisesind toxicology studies more complex. In this
work, we propose to study the effect of bovine sealbumin as a dispersing agent for CNT. The
toxicological effect of a multi walled CNT (MWCNTnd a method to investigate the biopersistence
of CNT in organism, based on detection of nickemaetallic impurity present in the MWCNT we
investigated were then analyses. Our results, ts that received 100 pg of MWCNT by a unique
intratracheal instillation, reveal that MWCNT dotnnduce histopathological lesions, modifications
of physiological pulmonary parameters and inflamamatMoreover, MWCNT do not significantly
cross the pulmonary barrier and can be eliminajed slow mechanism. Using electonic microscopy
and infrared spectroscopy, we showed that MWCNT bwyleaved and chemically modified in the
lung. Analyses of MWCNT lung clearance mechanisadles to propose a hypothesis based on the
phagocytosis, apoptosis of alveolar macrophagessilple degradation of MWCNT by alveolar

macrophages, and elimination of apoptotic cells.

Keywords: Carbon nanotube, lung, apoptosis, inflammatioagpleytosis, and rat
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1. Introduction

1.1. Définitions et généralités

Il n'existe pas de définition internationale commu® ce qu'est une nanoparticule, mais un
extrait du document PAS71 développé au Royaumenrtsmtionne qu’'« une nanoparticule
est un corps ayant une dimension de I'ordre derifin moins » (UK Department of Trade
and Industry et British Standards Institution, 20@ependant d’autres sources définissent les
nanoparticules (NP) comme étant constituées d'aodeemolécules qui comportent deux ou
trois dimensions pouvant mesurer entre 1 et 100matres (Office québecois de la langue
francaise, 2008). Au sein de cette famille, il iasportant de distinguer les particules ultra
fines (PUF) d’origine naturelle ou anthropique d&esvironnement et les nanomatériaux
manufacturés issus des nanotechnologies. Les mamatiegies peuvent étre définies comme
'ensemble des études des procédés de fabricatiae enanipulation de structures, de
dispositifs et de systemes matériels a I'échellendonometre (nm). Il existe une grande
diversité de NP variant de par leur taille, leunfe, leur nature chimique et leurs propriétés
physiques. La faible taille des NP leur confére piepriétés physico-chimiques particulieres
répondant aux lois de la mécanique quantique didirdnt de celles observées sur ces mémes
particules a plus grande échelle. Lors de ces usgvaous appellerons nanoparticules, les
particules manufacturées produites par les nanotéaties en opposition aux PUF d’origine
naturelle et/ou anthropique se retrouvant mélang#ass I'atmosphére de fagon non
intentionnelle. Parmi les NP, on distingue un granthbre de famillesdont les nano objets ,
les métaux, les semi-conducteurs, les oxydes nuttadl, les polymeres composites, les
céramiques, les nanospheres, les fils, les aigullts tubes, les molécules (fullerénes) simples
et complexes, les agrégats moléculaires ou atormigae traités ou enrobés (Comité francais

de la prévention et de la précaution, 2006). Toaéssparticules, associées a leurs propriétés



particuliéres, vont permettre d’envisager le déppment d’'un grand nombre de nouveaux
produits.

1.2.Les nanoparticules dans la société

Les propriétés particulieres des NP expliqguentgarement accru, ces derniéres années, au
niveau mondial. Nous avons pu observer un investisat de plus en plus grand de la part de
nombreux pays. Les financements gouvernementaoxéala la nano-recherche sont ainsi
passés d’'un peu moins de 500 millions de dollars98Y a plus de 3,5 milliards de dollars en
2004 (Service., 2004). Si ces particules suscilerttelle attention, c’est en particulier parce
gue leur utilisation est envisagée dans diversesestindustriels tels que I'électronique,
'aéronautique, la cosmétique, la recherche ou renleomédecine... A I'heure actuelle sur le
marché européen, plus de 35 applications utilidestNP (Nanotechnologies-project, 2007).
Il s'agit de textiles insalissables recouverts @'ypellicule de nanoparticules d’argent, de
verres autonettoyants sur lesquels ont été dépdssSesouches minces d’oxyde de titane, de
nanofilms couvrant les cabines de douche, des fvis carrosseries, de dentifrices au
nanophosphate de calcium qui comblent les minusdidsures des dents, de produits anti-
solaires au dioxyde de titane, rouges a levresxgdie de zinc pour améliorer la tenue, vernis
a ongles enrichis en oxyde de zirconium... Cependantjsation des NP a grande échelle
nécessite de prendre des précautions. Par exemplenars 2006, le produit ménager
« MagicNano » vendu en aérosol comme vitrifiant siedaces de verre et de céramique a
provoqué des détresses respiratoires chez 110np@sdont 6 durent étre hospitalisées. C'est
I'extréme finesse des gouttelettes générées papjmulseur et les produits chimiques qu’elles
contenaient qui ont causé ces troubles (Germanr&ddstitute for Risk Assessment, 2006).
Méme si les NP ne sont finalement pas a l'origies éffets néfastes de ce produit, cet

événement a souligné combien il est difficile anjthui de caractériser les nanomatériaux.



La forte publicité faite autour de cet événemeniigae aussi les inquiétudes du public face a
ces technologies du futur.

Lors du Grenelle de I'environnement, il a été déaitk demander aux pouvoirs publics de
réaliser un bilan colts/avantages systématiqua dade sur le marché de produits contenant
des nanoparticules ou nanomatériaux, soulignamsi &nvolonté d’instaurer un principe de
précaution face aux NP. A partir des résultats éades en cours, des dispositions seront
prises pour renforcer l'information et la proteatiales salariés et de la population

(Maraninchi et Grimfeld, 2008).

1.3. Contexte et objectifs de I'étude

Parmi les NP les plus utilisées dans lindustrie,distingue notamment les NP carbonées
dont les nanotubes de carbone (NTC). Les caraiitgres et proprietés de cette NP sont
décrites au paragraphe 2. Comme tous les prodei$s ndinotechnologies utilisés dans
lindustrie, il est vraisemblable que I'expositides travailleurs puis du public soit amenée a
augmenter si leur utilisation se développe. Ildestc important de caractériser au mieux la
potentielle toxicité des NTC afin d’évaluer le g En raison de son faible poids et de sa
structure, le NTC peut aisément se trouver en sisspe dans I'air ambiant. Par conséquent,
I'une des principales voies de pénétration des Mafs I'organisme est la voie respiratoire.
Ainsi de nombreuses questions se sont posées. IS Mduisent-ils une réponse
inflammatoire ou un stress oxydant? Alterent-ilsd@iruisent-ils les cellules pulmonaires ?
Quel est le devenir de ces particules dans le cerpsanchissent-ils la barriere épithéliale
pulmonaire? En quelle quantité ? Migrent-ils vemuttes compartiments biologiques ? Ont-
ils la capacité d’affecter le systeme nerveux, imitaire, cardiovasculaire, reproducteur ? Ce
sont quelques-unes des questions auxquelles rlous &nter d’apporter des réponses.

Pour ce faire, trois grands axes ont été explamssde mon travail de thése :



v Dans un premier temps, la caractérisation du NT@iéta été réalisée afin de
mettre au point une technique de dispersion figdaar la réalisation d’expérimentations
compatibles avec le milieu biologique.

v Dans un second temps, des analyses physiologigbes;himiques,
histologiques et moléculaires ont été réalisgéedvo sur animaux sains afin d’identifier les
potentiels effets des NTC sur I'organisme.

v En paralléle, une étude de la distribution et éénfiination des nanotubes au

niveau pulmonaire a été effectuée.



2. Les nanotubes de carbone : quelques généralités.

2.1.Qu'est ce qu'un nanotube de carbone ?

Les NTC, ont été observés pour la premiére foisgpatoet al. en 1974 (Endo, 2002) et
publiés par lijima en 1991 (lijima, 1991). lIs foemt I'un des quatre états organisés connus du
carbone sur terre, avec le graphite, le diamaleisdullerenes. lls sont formés d'une feuille de
graphéne enroulée sur elle-méme (Figure 1). On ai@st distinguer 2 types de NTC. Les
NTC simple feuillet (SWCNT) ne possédant qu’'unelseqaroi et les NTC multi-feuillets
(MWCNT) constitués par plusieurs parois concenggjwu les atomes de carbone sont
organisés en réseaux d'hexagones. Leurs dimensoiest de quelques microns a quelques
dizaines de microns de longueur et de quelques nm@imes a quelques dizaines de
nanometres de diametre. Au sein de cette strudaggtomes de carbone sont hybridés sous
forme sp comme dans le graphéne (Dresselbetus, 1996). A I'extrémite, les NTC peuvent

ou non étre fermés par un demi-fullerene commeesgmté sur I'image ci-dessous.

Figure 1 : Structure du SWCNT



2.2.Comment produire un nanotube de carbone ?

Lors de leur découverte, les NTC ont été produatsip méthode de décharge d’arc (lijima,

1991). Depuis, de nombreuses méthodes ont été ausgsint, conduisant préférentiellement

a la production de NTC mono ou multi-parois avedagré de pureté plus ou moins éleve.

2.2.1 Décharge électrique

Cette méthode nécessite la mise en place de 2abarde graphite au niveau de I'anode et de
la cathode. Une différence de potentiel d’envir6¥ 2st alors appliquée sous un flux de gaz
neutre tel que I'hélium afin d’assurer le refrogliment du systeme. Le passage d’'un courant
électriqgue (de 50 a 150 A) va alors entrainer laovigation des atomes de carbone présents

au niveau de l'anode froide afin de permettre tassance du NTC au niveau de la cathode

chaude (environ 3000°C) (Figure 2) (lijima, 1991).

Cathode

Entréee de gaz

sags |
LA

—

Anode

[/

LBm‘eau}{ de graphite

Figure 2 : Représentation schématique d’une chambrée croissance par décharge d’arc.



La production de nanotubes par cette méthode sisgagne de la production d’'impuretés
carbonées comme le fulleréne, le carbone amorplaaetres nanoparticules (Ajayan et
Lijima, 1992). En présence de métaux de transi@ts que le nickel, le fer ou le cobalt, on
observe la production de SWCNT (lijima et IchihashP93). Les MWCNT peuvent
également étre produits en utilisant un mélangenétaux (Fe/Ni, Co/Ni, Co/Pt) (Journet

al., 1997). Les nanotubes ainsi obtenus nécessitarat étape de purification car le

rendement de cette méthode est seulement de 20%.

2.2.2 Vaporisation laser

Cette méthode consiste en I'évaporation d’'une ailoletenant du carbone, du nickel et du
cobalt & l'aide d’un laser dans un four chauff@BQrC. Apres avoir été produits a proximité
de la cible avec un rendement de 70 a 80%, les Nd@ transportés a l'aide d'un flux
d’argon au niveau d'un collecteur de cuivre refrqpdr de I'eau. (Figure 3) (Guet al,

1995). L'utilisation de cette méthode conduit préféiellement a la production de SWCNT.

Collecteur de cuivre refroidi & I'eau —

Four a =1200°C

Y —»

—
LARER
> > —» —»

Flux d'argon

Cible de graphite

Figure 3 : Représentation schématique d’'une chambrede croissance par vaporisation

laser



2.2.3 Dépbt en phase vapeur (CVD)

Des molécules d’hydrocarbures (&€#H,),-CHs, CH,) sont dissociées dans un four chauffé
a 1200°C. La formation de nanotubes a lieu au nivkan substrat contenant des catalyseurs

métalliques tels que le cobalt ou le nickel ( Fegd)y (Casselket al, 1999).

CH, Filament W
l 2100°C < T « 2400°C
= ()
CH, :
CH, H,
Substrat 81 (T=1200°C)

=3 Catalyseur (Co ou Ni)

Figure 4 : Représentation schématique d’une chambrée croissance par CVD.

Quelle que soit la méthode de production utili$&g nanotubes contiennent des impuretés qui
sont en grande partie éliminées par des procédégudfication. Cependant, de faibles

guantités d’impuretés ou de catalyseurs restemrerprésentes.

2.3.Propriétés et applications des nanotubes de ca  rbone

Si les NTC suscitent un tel engouement, c’est aticpdier di a leurs propriétés physico-

chimiques qui permettent d’envisager leur utilsatidans de nombreux domaines industriels.

2.3.1 Propriétés électriques

Les NTC sont des semi-conducteurs, c’est-a-dirélsqoffrent la capacité de réguler la
guantité mais aussi la direction du courant d’uanch électrique. Cette régulation est rendue
possible en agissant au niveau de la chiralité (@@dbal, 1998) et des forces de traction

exercées sur les NTC (Hewt al, 1997). Par ailleurs, les NTC possédent égalempat



faible résistance électrique et sont capables dlanmun champ magnétique (Brozdnichenko

et al, 2007). Ainsi, leur utilisation permettrait de nimmser les pertes d’énergie.

2.3.2 Propriétés mécaniques

Les NTC possedent également des propriétés méemnigumarquables. En dépit de leur
faible taille, les NTC sont a I'heure actuelle latdriau le plus résistant sur la terre (100 fois
plus résistants que I'acier et 4 fois plus qudlld’araignée) (Yakobson et Smalley, 1998) et

ils possedent une grande élasticité (Lu, 1997).

2.3.3 Propriétés chimiques

Constitués d’atomes de carbone, les NTC sont teks rpactifs chimiquement. Seuls les
pentagones et les défauts structuraux permettanitiel’ les attaques chimiques. Ainsi, leur
structure creuse permet, apres I'ajout de métaienvisager la production de nanofils ou
encore, apres fixation de molécules chimiquessaittace des NTC, de favoriser une réaction

chimique (Hirsch, 2002).

2.3.4 Autres propriétés

La conductivité thermique des NTC est supérieucelie du diamant. Par ailleurs, les NTC
sont capables d’absorber 99,9% de la lumiere, cesiu3d fois mieux que l'alliage nickel-

phosphore réputé comme étant le matériau le pludso(Yanget al, 2008)

2.3.5 Applications

En raison de ces nombreuses propriétés, la praduationdiale de nanotubes de carbone
atteint aujourd'hui plusieurs centaines de tonmesap. lls sont présents dans les écrans plats,

les microprocesseurs, I'automobile (les pneumasg®znault et Peugeot expérimentent des



nanotubes de carbone en renfort des piéces dessan®), les articles de sport (le premier
cadre de vélo comportant des nanotubes de carlmmweurait au dernier tour de France, les
raquettes de tennis), dans l'industrie pharmaceetppur favoriser le passage de la barriere
hémato-encéphalique ou en tant que vecteur de aréditt... Plus précisément, dans le
domaine médical, les NTC peuvent avoir de nombeapelications (Boczkowski et Lanone,
2007). Par exemple, lors de maladies auto-immudessNTC interagissant avec des protéines
spécifiques, permettraient la reconnaissance danus exprimés lors de ces maladies et d’en
permettre le diagnostic (Cheat al, 2003). Au niveau thérapeutique, Pantarotto ebul.
montré que des SWCNT fonctionnalisés sont capabiedraverser la membrane d’'un
fibroblaste et de s’accumuler dans le cytoplasnms saduire de cytotoxicité (Pantarottd

al., 2004). Ces résultats laissent envisager l'utiisade ces particules comme vecteur de
médicament. Enfin nous pouvons citer un derniemgte d’utilisation en thérapie des NTC.
Lors de leurs travaux, Kam et al. ont fonctionré@alimi SWCNT avec une protéine spécifique
des récepteurs aux folates présents au niveawetleles cancéreuses. lls ont montré que des
SWCNT ainsi fonctionnalisés se retrouvent dans ywptasme des cellules cancéreuses.
Ainsi, et grace a la capacité des SWCNT a absdabeimiére dans le proche infrarouge, les
cellules cancéreuses peuvent étre détruites (&taah 2005).

Un grand nombre d’autres applications connues sorgi recensées sur un site internet
(Nanotechnologies-project, 2007). Cependant, lefetseefsur la santé humaine et

I'environnement sont encore mal connus.
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3. Toxicité des nanotubes de carbone

Les voies classiques de pénétration d’'un toxiqums dlarganisme (cutanée, orale, respiratoire

et parentérale) s’appliquent aux NTC.

3.1 Les déterminants physiques influencant la toxic ité des nanotubes de
carbone

3.1.1. La surface spécifique

En raison de leur faible taille et de leur struetdubulaire, les NTC voient leur ratio

surface/masse augmenter. Ce ratio caractérise e¢ayuappelle la surface spécifique. Or,
plus la surface spécifique augmente, plus le nordla®mes en contact avec I'extérieur et
possédant une activité toxique potentielle surilembiologique augmente (Warheit, 2004).
Bien que négligeable pour les études toxicologiqdes particules micrométriques, ce
parametre est indispensable lors de I'étude dexiadlogie des nanoparticules. A ce jour, il
n’existe aucune étude montrant le réle de la sarfgmecifique dans la toxicité des NTC.
Néanmoins, plusieurs études portant sur d’autrgszestyde nanoparticules illustrent
limportance de considérer ce parameétre en nanoitogie. Il a ainsi été montré que l'or,

métal réputé pour étre chimiquement stable facexgdation, était capable de combustion
spontanée dans sa forme nanométrique (Donaldsdmaat 2002). De plus, I'étude de la
toxicité des particules nanométriques de ;T#D de BaS@ dont la surface spécifique est
différente, a montré un effet inflammatoire plusportant du TiQ suite & une expositon

chronique de rats par inhalation. Or, ramenésaiVigé spécifique, les effets inflammatoires

constatés sont identiques pour les 2 particulean(@tral, 2000).
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3.1.2. L’état d’agglomération des nanotubes de carb  one

Des données contradictoires ont été publiées coaoet’état d’agglomération des NTC. Il a
été montrén vitro, sur des cellules de mésothéliomes (MSTO-211ldgsadoses de 7,5 a 30
ng de SWCNT, qu'une augmentation de I'agglomératies NTC s’accompagnait d’'une
augmentation de la toxicité (Wiak al, 2007). Par ailleurs, il a également été montrarog
augmentation de la dispersion conduisait a une angation de la toxicité in vivo, suite a une
instillation intratrachéale (IT) de 10 pg de SWChlez des souris C57BL6 (Mercer al,
2007). Ces résultats laissent supposer la vati@hdixicologique de chaque type de NTC et

imposent la réalisation d’études spécifiques dgubaNTC.

3.1.3. Les contaminants métalliques

Comme nous l'avons vu précédemment, la productiem NTC nécessite I'utilisation de
catalyseurs métalliques tels que le nickel, le ttala encore le fer qui perdurent a I'état de
traces dans les NTC. Or ces métaux possedent fls ®ixiques propres. Le fer est connu
comme générateur d’espéces réactives de I'oxygB@S) capables d’induire un stress
oxydant. Le nickel modifie I'expression du gene aatdpour la protéine HIFl, un facteur de
transcription intervenant dans la régulation deegede l'inflammation et de I'apoptose
(Kaczmareket al, 2007) Toutes les études portant sur la toxic® NTC doivent donc tenir
compte de la nature de son catalyseur métaliquie eton degré de pureté. Aujourd’hui, il
n’est pas possible d’obtenir des NTC purs en suopgoit toute trace de catalyseurs. Il est donc

intéressant d’identifier le role éventuel de cesamé dans la toxicité potentielle des NTC.

3.1.4. Lalongueur des nanotubes de carbone

Enfin, la longueur des NTC ne peut étre ignoréeefiet, suite a I'I'T de 0,5 mg de MWCNT

par rat, Muller et al (2005) ont montré que des NJo@t la longueur est plus importante (0,7
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vs 6 um) sont plus difficilement éliminés. Ceperiddes NTC de faible taille induisent en
plus forte quantité I'expression de marqueurs ddldmmationin vitro, sur une culture
primaire de macrophages péritonéaux (@iNRduit 2,5 fois plus en présence de 50 pg de
nanotubes de plus faible taille) (Mullet al, 2005). Associée a ces résultats, une seconde
étude menée par Poland et al. (2008) a montré auitne injection intrapéritonéale de 50
pg/souris de fibres de MWCNT de taille variablee geules les souris exposées a de longues
fibres (groupe 1 : longueur moyenne de 13 pum; gediplongueur maximale de 56 pum) de
MWCNT présentaient une augmentation du nombre tele proinflammatoires aprés 24h
ainsi qu’une formation de granulomes apres 7 joumsnsemble de ces résultats refletent

encore I'importance de tenir compte de ce parantgetns les études de toxicité des NTC.

3.2 Toxicité des nanotubes de carbone suite a un co ntact cutané

La peau constitue une barriere naturelle entréériaur de I'organisme et le milieu extérieur
(Figure 5). Elle limite ainsi I'entrée d’agentsa#igers tels que les virus, les bactéries ou les
polluants. Cette "barriére protectrice” n'est ttmige pas absolue, elle est permeéable a
pratiguement toutes les substances; seul le degréperméabilité varie. Il est lié
principalement a I'état physiologique de la peaux @ropriétés physico-chimiques des
composeés dont elle est supposée restreindre Beetr@ la nature du vehicule (liquide, air
ambiant... ) par lequel ces substances sont ameneesntact de la peau. Afin de mieux
définir la toxicité d’'un agent étranger, et en jgaiter des NTC, il est nécessaire de connaitre
le devenir de ces particules au niveau cutanéustgriécisément, de savoir si 'on va observer
un passage transcutané. Plusieurs questions setpQaelle va étre la fraction de la dose
appliguée réellement absorbée ? Quelle sera lamlgpté de cette fraction dans I'exercice
d’une activité toxique locale et/ou systémique 2K@usera la concentration localisée dans les

structures cutanées ou dans les tissus plus preferiekiste-t-il un mécanisme de clairance
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épidermique et/ou dermique ou observera-t-on delimulation dans les structures cutanées

profondes.
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Figure 5 : Représentation schématique de la peau gen coupe

Les NTC sont hydrophobes et par conséquent, il smumpconnés de pouvoir traverser les
barriéres biologiques et notamment la peau. Ledeétin vitro, réalisées sur la toxicité
cutanée des SWCNT fonctionnalisés par de I'acigen@iohexanoique (AHA-SWCNT), ont
montré qu'aprés 24h, des concentrations comprises 5.10 et 5.10° mg/ml entrainent une
augmentation de la mortalité de keératinocytes homgHEK). Ces lignées cellulaires
présentent également une induction de I'expressgomarqueurs de l'inflammation, I'lL-6 et
I'IL-8, apres 24 et 48h de traitement par 0,05 mMglsn AHA-SWCNT (Zhanget al, 2007).
Au niveau structural et a I'aide de la microscoplectronique a transmission (MET), la
formation de vacuoles a été observée au sein dplegine des cellules HEK a cette méme
dose apres 24h (Zhargg al, 2007). Plusieurs étud@s vitro ont montré des effets irritants
induits par les NTC. Par exemple, chez des cellitesortalisées d’épiderme humain
(HaCaT), une induction de stress oxydant et unendition du taux de glutathion et de

vitamine E ont été notées suite au traitement @G 8 0,24 mg/ml de SWCNT non modifiés
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pendant 2 a 18h (Shvedoea al, 2003). Comme pour les SWCNT, une augmentatiota de
mortalité des cellules HEK et de I'expression de8’a également été décrite pour des doses
allant de 0,1 a 0,4 mg/ml de MWCNT (Monteiro-Riéet al, 2005).

Cependant, ces résultats ont été obtenus a partiekules immortalisées et il a été montré
gu’il existe des différences significatives entres | effets observés sur des cellules
immortalisées et des cultures primaires de kérayies. En effet, suite a une exposition de
0,1% de carburant, Allen et al. (2001) ont obsemvé induction de I'expression de I'lL8 sans
variation de I'expression du TNFsur des kératinicytes porcins en culture primaire.
Cependant, ils ont également observés une inhibitéol’expression de I'lL8 et une induction
de I'expression du TN sur une ligné cellulaire de kératinocytes por¢MSK3877) (Allen

et al, 2001). Par ailleurs, Monteiro-Riviere et al (2DP05t traité des cellules HEK par 0,1 a
0,4 mg/ml de MWCNT et ont également observé lagés de NTC au sein de vacuoles
cytoplasmiques ainsi que l'augmentation de I'exgies de I'lL8 (Monteiro-Riviere et al.,
2005).

Malgré I'augmentation croissante du nombre de pahtins concernant la toxicité des NTC,
peu de choses sont connues sur la toxicité deparéisules au niveau cutané. |l semblerait
gue les NTC soient capables d’induire I'expressien’lL-8 se traduisant par une irritation
mais soient également capables d’entrer au seaytyplasme cellulaire dans des vacuoles. Il
reste donc a identifier si ces phénomenes ontli@arin vivo et & déterminer si la présence
des NTC dans les vacuoles cellulaires représentaayen de passage de la barriere cutané.
Un premier élément de réponse a cependant ététéappote a 2 étudas vivo chez le rat
dans lesquelles les auteurs ont déposé des implaritd C derriére la peau, mimant ainsi un
passage cutané. Ni nécrose tissulaire ni inflanonadint été notées. Cependant les auteurs

ont observé la formation de granulomes (Satal, 2005 ; Yokoyamat al, 2005).
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3.3 Toxicité des nanotubes de carbone suite aunei  ngestion ou une
injection intraveineuse

Suite a une ingestion, les toxiques sont conduiteigeau de I'estomac puis de l'intestin ou
ils sont, soit absorbés, soit éliminés dans leseset’absorption dépend de la nature de la
particule, de ses propriétés physico-chimiques régaement de la nature des interactions
gu’elle effectue avec les protéines présentes.

Comme lors de I'exposition par contact cutanépacité des NTC induite par ingestion ou
injection intraveineuse est tres peu documentég@sS¥ang et al (2004) ont montré que des
SWCNT hydroxylés, marqués &% et injectés par gavage chez des souris étaigrathbes

de se disperser dans I'estomac, les os et les taigsant supposer la capacité des SWCNT a
étre absorbés. Lors d’injection de NTC par voieaveineuse, des résultats similaires ont été
obtenus avec un SWCNT marqué par d€ii. Aprés injection chez des souris, les NTC ont
éte retrouvés dans les reins, le foie et la rateplDs, I'étude pharmacocinétique a révelé une
clairance rapide (McDevittt al, 2007 ; Singlret al, 2006 ; Wanget al, 2004). Par ailleurs,

la biodistribution des SWCNT non modifiés a ausiréalisée lors d’'une étude faisant appel
a la fluorescence intrinseque de cette particulemi@e lors des précédentes études, les
auteurs ont montré une clairance rapide. 1h apiestion, la totalité des NTC ont été
éliminés du sang et se sont localisés au nivedaiduAprés 24h, une partie des NTC injectés
a ete détectée dans les reins, laissant supposetairance urinaire de la particule (Cherukuri
et al, 2004). Ainsi, nous pouvons supposer que la fonotlisation des SWCNT entraine
également une modification de la distribution dilieel dans I'organisme. A ce jour, aucune
étude n'a été publiée sur la toxicité des NTC aean des visceres abdominales (foie, reins,
rate...). Seule une expérience préliminaire sur iridanombre de souris a éte réalisée sur 4
mois par I'équipe du professeur Gambhir de I'ursitérde Stanford et a montré I'absence

d’effet toxique des SWCNT au niveau du foie etalealte. La présence de macrophages ayant
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phagocyté les NTC a également été notée au nivednieglmais sans entrainer d’anomalie au
niveau tissulaire (Gambhir, 2008). Ces résultatts fimtéressants, s’ils se confirment, laissent
envisager l'utilisation des NTC dans des applicetid'imagerie et de thérapies biomédicales.

3.4 Toxicité des nanotubes de carbone suite a sa pé nétration via la voie
respiratoire

Ce mode de pénétration représente la voie majeespakition des travailleurs et de la

population aux NTC. En effet, de par leur faiblédsples NTC peuvent aisément étre mis en
suspension dans l'air. Ainsi, toutes les étapesa geoduction au stockage des NTC, peuvent
conduire a I'exposition pulmonaire des manipulaele méme, le nettoyage, le percage...
de produits contenant des NTC au sein de leursaaatsont sources d’exposition.

Lors de la respiration, une fraction des particyessentes dans l'air va étre inspirée puis
expulsé par expiration. Les particules résidueldesont au contact de la muqueuse
pulmonaireou passeront a travers la barriere abvéapillaire pour se retrouver dans le sang.
Afin de comprendre la toxicité induite par les NTICfaut donc dans un premier temps

analyser les différents parametres intervenant datte toxicité et en particulier, les cibles
histologiques et cytologiques des NTC. Ces ciblesvpnt étre identifiees en analysant les
sites de dépbt des NTC puis dans un second temspgal@metres intrinseques aux NTC

capables d’induire des effets toxiques.

3.4.1 Structure et types cellulaires de I'appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est constitué de deux partiune partie extra-thoracique comprenant
les voies aériennes supérieures incluant les fossdes, le larynx et le pharynx et une partie
intra-thoracique incluant la trachée, les bronchesspronchioles et les alvéoles pulmonaires

(Figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique de I'appareikespiratoire

Les voies respiratoires supérieures sont tapiste@allules épithéliales ciliées, recouvertes
d’'une couche de mucus sécrété par les cellulescasraaliciformes et des glandes mucipares
présentes dans I'épithélium bronchique. Le mucuasés& a pour rble de piéger les particules
pénétrant dans les poumons et permet ainsi lewuétian grace a un mouvement de courant
continu, entretenu par les cils des cellules éfidtles. 1l sert également de rempart contre les
stress chimiques grace a un contenu riche en nmekanti-oxydantes (glutathion, acide
ascorbique, acide urique,...) et en enzymes anti-axgd (superoxyde dismutase,
catalase,...) (Kelly, 2003).

Au niveau des bronchioles, les cellules de Clamat s@pables de protéger les cellules
environnantes contre les effets nocifs des subssatoxiques et cancérigenes, de produire ou

d’éliminer le surfactant et comme une cellule seude donner naissance aux autres types
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cellulaires bronchiques (Cottradt al, 1984 ; Kierszenbaum, 2006). Chez un individu sain
contact d’'un cytotoxique, ces cellules peuvent &écrdes médiateurs de l'inflammation
(IL13, IL6, IL8, TNFa, IFNy...) afin de participer au recrutement de cellulesnimitaires
(neutrophiles, basophiles, lymphocytes, macrophagest de conduire a I'élimination de
celui-ci.

Au niveau du poumon profond, les alvéoles pulma@saisont constituées de 3 types
cellulaires : les pneumocytes de type I, les pnaytes de type Il et les macrophages
alvéolaires (Figure 6). Les pneumocytes de tymat eesponsables des échanges gazeux avec
le sang. Il s’agit de grandes cellules qui reconv89% de la surface alvéolaire bien que leur
nombre soit équivalent a celui des pneumocytesyde tl. Les pneumocytes de type I
sécretent le surfactant pulmonaire capable deifieide mucus et de faciliter les échanges
gazeux. Les macrophages alvéolaires sont des exlhdélsidantes des poumons, présents,
comme leur nom l'indique, dans la lumiere alvé@agt qui jouent un réle majeur dans les
mécanismes de défense innée de I'héte. lls asslar@htagocytose et la clairance du non soi

ou encore l'activation des systemes de défensefispiss contre les éléments étrangers.

3.4.2 Dépot des nanoparticules dans I'appareil resp iratoire : Impact des
propriétés physico-chimique sur la toxicité pulmona ire.
Un grand nombre de parametres physico-chimiquekieinéent la pénétration et les
interactions des nanoparticules avec les compantsri@ologiques. Parmi ces parameétres, on
distingue notamment le diamétre aérodynamiqueoliabgité, la structure et la forme de la
particule. Il a été montré que le diamétre aérodygae d'une particule conditionnait
étroitement sa pénétration au niveau de I'appaesipiratoire humain. Ainsi, des particules
dont la taille est supérieure a 10 um, sont arsép@e la barriere nasale. Entre 2 et 10 pm,
elles se déposent au niveau des voies aériennésieaues et en dessous de 2 um, elles

atteignent le poumon profond (fraction alvéolai(Bpir et al, 2004). La déposition des
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particules au niveau de I'appareil respiratoirééaétudiée a I'aide de particules marquées par
des traceurs radioactif¢*C ou *'Ba) chez différentes espéces (tableau 1). Cesuxava
montrent que, quelle que soit I'espéce, une fracties particules inhalées est piégée au
niveau de I'appareil respiratoire (environ 15 a 2p8tir un diametre moyen de 150 nm), la
plus grande partie se trouvant au niveau du poysnoiond (entre 10 et 25% selon I'espéce).
Lorsque que le diameétre des particules diminuen8), la déposition totale augmente et ce,
de facon plus importante au niveau trachéobronehiefualvéolaire. En effet, les premiers
modeles de déposition, réalisés pour des nanopladicont prévu une augmentation de la
guantité de nanoparticules déposées au niveavéohotnchique et alvéolaire par rapport a
ceux qui ont été observé avec les particules f{ilBzdr et al, 2004). Ce modéle semble
corréler avec les premiers résultats expérimentéez le rat qui montrent que la déposition
de nanoparticule$’4r au niveau trachéobronchique et pulmonaire est3% et 28% pour
des particules dont la taille est respectivemeritet 80 nm (Kreylingt al, 2002).

Tableau 1: Déposition des particules au niveau dd'appareil respiratoire des

mammiféres.
Déposition (% de la quantité inhalée)
Diametre des | Nasopharynx| Trachée| Alvéoles| Totales
particules (um) Bronches
Rat 0,08 5 7 20 32
1;2 0,1-0,2 9 4-5 10-11 15-17
Cobaye
0,12 - - - 20
3)
Souris
0,1-0,2 - - - 18
(4)
Chien
0,1-0,2 7 7 25 -
(4)
Homme
0,1-0,2 - 5 15 -
(4)

(1) (Xu et Yu, 1987) ; (2) (Chaet al, 1981) ; (3) (Leeet al, 1983) ; (4) (McCellart al, 1982).
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Les NTC sont particulierement hydrophobes et sart gpnséquent présents sous forme
d’agglomérats. Aucune étude sur la déposition d&€ Nans I'appareil respiratoire n'a
encore été publiee. Cependant, un autre modeldjaétul'inhalation des radionucléides,
permet de tenir compte de la taille et de la stitébiles particules (CIPR, 1994). Comme
précédemment, ce modéle montre que, plus le diamdeés particules étudiées est petit, plus
la pénétration au sein de l'arbre trachéobronchigse profonde. Par exemple, pour un
diamétre de 0,1 um, 29% des particules se dépaseanveau des alvéoles alors que, pour des
particules de 5 um, seulement 5% y parviennentlaSiaille est déterminante dans la
localisation des particules au sein du tractusiratgire, la solubilité joue un réle important
dans la clairance et le passage transmembranaireff&, plus la solubilité est importante,
plus le transfert vers le sang sera rapide. A émse, des composés peu solubles, tels que les
NTC, ont un temps de séjour et d’épuration dangdetus respiratoire qui sera plus long
(CIPR, 1994). En se basant sur la solubilité elotalisation des particules présentes au
niveau du tractus respiratoire, un mécanisme daijmr a pu étre modélisé. Il montre que les
particules ayant traversé I'épithélium sont trams®s au niveau des ganglions lymphatiques
régionaux par les voies lymphatiques exclusivemlegs. particules présentes au niveau des
bronches et des bronchioles sont dirigées veratgus digestif par remontée muco-ciliaire
avec une vitesse plus au moins rapide pour étmarées dans les féces. Enfin, les particules
présentes au niveau alvéolaire sont éliminéesyioles voies aériennes supérieures, soit via
les voies lymphatiques. Quelle que soit la loctisades particules, un passage vers le sang
ne peut cependant pas étre éliminé (CIPR, 1994mdVi&i la déposition des NTC n’est pas
encore documentée, Daigle et al. (2003) ont maritez des patients sains que des particules
ultrafines de carbone dont la taille est de 8,Z6etm ont été retrouvées a hauteur de 66% et
80% respectivement au niveau des voies aériennelsl gtoumon profond au repos. Par

ailleurs, ils observent également une augmentaigmficative du taux de déposition a 83 et
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94% lorsque les sujets sont en exercice. L'ensendleleces résultats suggere qu’une
importante fraction de la quantité de nanopartgutdalées est capable de se déposer au
niveau des voies aériennes trachéobronchique éblalives et ce, de fagon plus importante
gue pour des particules de plus grande taille (Pa& al, 2003). Comme indiqué
préecédemment, les NTC forment partiellement dedoaggrats de tailles variables dans les
milieux aqueux et notamment biologiques (Chengl, 1998). Or, la taille des particules ou
des agglomérats de particules joue un role clé damacalisation pulmonaire mais aussi dans
sa toxicité (Oberdorstart al, 2005). Il est donc indispensable de bien carzsetéla taille et

I'état d’agglomération des nanoparticules étudiées.

3.4.3 Toxicité pulmonaire des nanotubes de carbone

3.4.3.1 Altérations histopathologiques, stress oxyd ant et
inflammation

Les premiéres études portant sur la toxicité de€ MilTvivo ont été réalisées par IT. A de
fortes doses, 0,1 a 0,5 mg/souris et 0,1 a 5 mdaatauteurs ont montré I'apparition de
granulomes au niveau des poumons des rongeurs ¢Lah 2004 ; Shvedovat al, 2005 ;
Warheit et al, 2004) (Figure 7). Les granulomes pulmonaires sdat structures
anatomopathologiques constituées d'un amas de lezllimmunitaires (lymphocytes,
neutrophiles, €osinophiles, macrophages) au niveau parenchyme pulmonaire et
généralement dus a une réaction localisée facepéekence d’'un élément étranger. lls sont
généralement accompagnés de la sécrétion par ladeseimmunitaires de cytokines

inflammatoires.
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NTC

Figure 7 : Formation de granulome au niveau des aéoles pulmonaires d'un rat traité

par 0,5 mg de NTC (photographie INERIS).

Dans le cas des NTC, les granulomes ont été deuritsiveau alvéolaire (Shvedoes al,
2005 ; Warheitet al, 2004) mais également au niveau de l'interstitipummonaire (Lamet

al.,, 2004) suite & 1 semaine d’exposition et pour dur&e minimale de 3 mois (Warheit

al., 2004).

Associé a ces granulomes se développe une rédittiosante dont les origines sont encore
mal connues (Mangurat al, 2006 ; Mulleret al, 2005). Cette fibrose se caractérise par un
épaississement du tissu alvéolaire en présencv@NI composé de collagene et d’élastine.
Des 60 jours, Muller et al (2005) montrent une aegtation de la quantité de collagéene suite
au traitement par 0,5 mg/rat de MWCNT. Ces doniséas appuyées par une augmentation
du taux de TGE dés 7 jours suite au traitement de rats par 0,4den@WCNT qui peut
s’associer au développement du tissu fibrotiquen@danet al, 2006).

Enfin, il a également été observé gu’a la suitexpbsitions de souris par 10 a 40 ug de
SWCNT, des espéces activées de I'oxygene (ROIn¢tprésentes dans le lavage broncho-
alvéolaire (BAL) (Pulskampt al, 2007). Si elles sont maitrisées, les ROS ne présepas

de grand danger. Cependant, leur surexpressionuitoad développement d'un stress

23



oxydant qui peut étre a l'origine d’'une inflammatiode mutagenéses... et est considéré
comme jouant un rbéle dans de nombreuses patholdgiles que le cancer, la maladie
d’Alzheimer, les maladies cardio-vasculaires owead¢arthrite rhumatoide.

Sur le plan inflammatoire, différents travaux onvntré une augmentation de neutrophiles,
éosinophiles, lymphocytes et macrophages alvésldiaas le LBA de souris traitées par 0,01
a 0,5 mg de SWCNT (Larat al, 2004 ; Shvedovat al, 2005) ou de rats traités par 0,5 a 2
mg de MWCNT (Mulleret al, 2005). Ces observations sont associées a l'augtimnde la
guantité de cytokines proinflammatoires et notantndn TNFx, de I'IL1(3 et de I'IL8
(Muller et al, 2005 ; Shvedovat al, 2005).In vitro, I'exposition de cellules épithéliales
humaines A549 a des doses croissantes comprises@®et 800 ug/ml de SWCNT montre
une induction significative de la mortalité de 4158% pour des doses de 400 et 800 pg/ml
uniqguement. Aux plus faibles doses, aucune cytoiigxin'a été significativement notée
(Davorenet al, 2007). Cependant, la sécrétion de cytokines id8ammation a aussi été
guantifiee lors d’'une exposition par 0,1 mg/ml d&/@&NT d'une lignée de macrophages
alvéolaires (RAW 264,7). Ainsi, les inductions dexpression du TNé&, de I'IlL1[ et du
TGH3 ont été montrées (Shvedogaal, 2005). Une question peut donc se poser : lesseffe
inflammatoires observés sont-ils dus a la préseleseNTC ou a I'état d’agglomération de
ceux-ci ?

Lors des études menées par IT, les NTC etudiésterdispersés dans du PBS (Shvedeiva
al., 2005), du PBS ou du NaCl en presence de TwedM8ler et al, 2005 ; Warheitt al,
2004) ou encore en présence de sérum (leanal, 2004). Cependant, ces méthodes ne
permettent pas la production d’'une grande majoragglomérats respirables, c’est a dire de
tailles inférieures a 10 um. Récemment, deux étddiekalation ont été effectuées suite a la
production d’'un aérosol contenant des aggloméeratdlTC de tailles respirables (et al,

2007 ; Mitchellet al, 2007). Mitchell et al. ont exposé, chaque joengant 6h, des souris a

24



des MWCNT. Apres 7 et 14 jours, les auteurs n’a# pbservé de Iésions pulmonaires telles
que des granulomes ou de la fibrose pour des dasesit de 0,3 & 0,5 mgAncorrespondant

a des doses de 0,2 a 2,7 mg/kg de souris lors dTin®e méme, la quantification des
cytokines (IL-6, IL-10) de linflammation ainsi qu&analyse de la cellularité dans le LBA
n'ont révélé aucun signe laissant présager la poésele processus inflammatoire. Ces
résultats sont confortés par les travaux de Ll.ejua ont comparé les effets d’'une exposition
a un MWCNT par IT et inhalation. Comme lors de Ud précédente, les auteurs n’ont
observé aucun signe d’'inflammation chez des s@yast inhalé des MWCNT a la dose de
32 mg/ni durant 8, 16 et 24 jours correspondant & une de$e07, 0,14 et 0,21 mg/souris en
IT. Seule la présence d’agglomérats de MWCNT atadleles aux abords de ces agglomérats
a été observée a proximité des parois des bronshes entrainer d’inflammation. Une
diminution de I'épaisseur des parois alvéolaire®galement été rapportée suite a ce
traitement. Par opposition, aprés administratianipale ce méme MWCNT, Li et al. (2007)
ont montré la présence de lésions pulmonaires ajnei I'expression de marqueurs de
linflammation. Ces résultats, contradictoires aw®tix observés par inhalation, semblent
démontrer que I'agglomération des NTC serait resable de leur toxicité. Cette hypothese,
bien que probable, nécessite cependant de plusarmplestigations. En effet, aprés I'lIT de
souris par des SWCNT dont le diamétre moyen desoaggats est de 0,69 um, ainsi
qu’aprés l'inhalation de SWCNT & une dose de 5 mgfoorrespondant & des doses de 5 & 20
pg/souris par IT), une inflammation précoce et amgmentation du taux de collagene présent
dans l'interstitium ont été rapportées (Mereeal, 2008 ; Shvedovat al, 2008). De plus, la
formation de granulomes et la présence de stregtankont été observées suite a I'inhalation
de SWCNT (Shvedovat al, 2008), mais pas lors de I'étude par IT d’agglansde faibles

diametres (Merceet al, 2008). Ces résultats montrent encore la comg@élet I'étude de la
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toxicité des NTC et la nécessité de prendre en g multiples paramétres (Tableau 2 et

3).
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Tableau 2 : Synthese des résultats obtenus lors desncipales études par instillation intratrachéale portant sur la toxicité des NTC in

Vivo.
Auteurs Espece Type de NTC Dispersant LeS|on_s $|gnes Inflammation | Effets cellulaires
Dose/animal pulmonaires cliniques
1 Lymphocytes Apoptose
Shvedova et al. (200} Souris SWCNT PBS Granulomes ! Macrophgges (1 Caspase 3
0a40pug 1 Neutrophiles 1 Cellules
t TNFa, IL1[3 apoptotiques)
Mortalité .
Lam et al. (2004) | Souris O?V;%NSTm Sérum inactif Granulomes (0,5 mg/souris ! Eeu_tropr;l_lles Nécrose
’ > My Perte de poidg I BosIinophiles
Mortalité
. SWCNT PBS + 1% de (5 mg/kg) t Cellules totale
Warheit et al. (2004) Rat 0.241mg Tween 80 Granulomes 1 poids des | 1 Neutrophiles t du taux de LDH
poumons
1 Neutrophiles
MWCNT | NaCl + 1% de , : )
Muller et al. (2005) | Rat 0,545 mg Tween 80 Fibrose 1 Eosinophiles| 1 du taux de LDH
t TNFa
PBS + 1% de
Mangum et al. (2006 Rat SWENT surfactant Gra_nulomes
0,4 mg . Fibrose
pluronic F-68
, , MWCNT | NaCl + 1% dg Destruction de la 1 Cellules
Lietal. (2007) Souris 0,05 mg Tween 80 | structure alvéolairg inflammatoires
. R 1 Neutrophiles
, SWCNT Acétone + t collagene dans
Mercer et al. (2008)| Souris 10 g PBS Finterstitium 1 Macro_phages
(1 et 7 jours)
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Tableau 3 : Synthése des résultats obtenus lors dagncipales études par inhalation portant sur la bxicité des NTCin vivo.

Type de NTC
Dose/animal (mg/nd)

Auteurs Espece , = Lésions pulmonaireg Inflammation
Temps d’exposition
Dose calculée
0 gﬂgvng/ﬁ] - Cellules inflammatoires
Mitchell et al. (2007) | Souris 14 J.Ogurs ~ IL6, IL10, NQO1 (ARNm)
6,7 290 mg - IL10 (protéine)
MWCNT
Li et al. (2007) Souris 32\’6 mg/rﬁ Am'”.c'sserl’e”F des
8 a 24 jours parois alvéolaires
0,07 a 0,21 mg
1 Neutrophiles (1 et 7 jours)
SWCNT Gra_nulomes 1 Macrophages (7 et 28 jours)
Shvedova et al. (2008] Souris 5 mg/n? Fibrose Cellules totales (7 et 28 |
: 1a4jours Stress oxydant 1 el e; o,a; es ( el jours
5420 pg i collagéne 1 Protéines totales

1 LDH, TNFa, TGH3, IL6

- Pas de variation
1 Augmentation/Induction
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3.4.3.2 Effets cancérigénes des nanotubes de carbon e

Une étude récente réalisi@evivo a montré que des MWCNT pouvaient induire une répon
similaire a I'amiante (Takagi, 2008). Lors de letrsvaux, Takaget al ont traité des souris
p53 -/+ en leur injectant 3 mg d’'une suspensiogg@amérats de MWCNT, d’amiante ou de
fullerenes dans la cavité péritonéale. 10 et 25ag®8 apres l'injection, les animaux ont été
examinés. Comme attendu, aucune lésion n'a éténawsesuite au traitement par des
fullerenes. Cependant, en présence d’amiante eMWACNT, la formation de lésions
cancéreuses et I'apparition d’'un mésothéliome tétrépportées. Bien gu’intéressants, les
résultats de cette étude doivent étre pris avecaptibn. En effet, lors de ces travaux, les
suspensions de MWCNT produites ont conduit a lan&ion de gros agglomérats qui
naturellement ne pourraient pas atteindre la cgpétdétonéale. De plus, les doses injectées
dans la cavité péritonéale (3 mg/souris) sont éiégées et ne pourraient pas étre atteintes
méme lors d’'une exposition continue chez 'lhommbg@orster, 2008). Enfin, I'injection de
particules dans la cavité intrapéritonéale n’est playsiologique et, sans tenir compte de la
difficulté d’extrapoler & 'homme des résultats ehis chez la souris, hous pouvons nous
demander si les NTC inhalés ont la capacité diadtei le mésothélium pulmonaire (plévre) et
a des concentrations suffisantes pour y induireftet.

Au niveau cellulaire, des effets génotoxiques @alément été rapportés récemmémtvivo
apres injection chez des rats de 0,5 ou 2 mg de MWgar IT, etin vitro, suite au traitement
de deux lignées cellulaires épithéliales (MCF-gués d’'un cancer du sein chez 'homme et
RLE, issues d’épithélium pulmonaire de rat) par 2@,0u 50 pg/mL, la formation de micro
noyaux a été observée (Mullet al, 2008). Ces résultats mettent en évidence desseffe
clastogénes et aneugénes induits par des MWCNT M[entconséquences suite a une

exposition humaine restent a confirmer et a congreen
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3.4.3.3 Comparaison de la toxicité des nanotubes de  carbone et de
'amiante

En raison de la structure fibrillaire des NTC, jduss auteurs ont émis I'’hypothese que leur
toxicité pourrait étre comparable a celle de I'amea Afin d’obtenir quelques éléments de
réponse, différents parametres représentatifs tiexieité de ces particules ont été compareés
par plusieurs auteurs suite a une exposition aug€ Bia I'amianteln vitro, la cytotoxicité
des NTC et de 'amiante a été évaluée sur desleglmésothéliales humaines ou il a été
montré qu’'un SWCNT avait une cytotoxicité équivaden celle de I'amiante (Wickt al,
2007). Cependant, dans le méme temps, l'étude diutre SWCNT aux mémes
concentrations (50 pg/ml), avait présenté un effgbtoxique inférieur a 'amiante tout en
induisant un stress oxydant et une activation daigsvoncogéniques dans ces cellules
(Pacurariet al, 2008).In vivo, I'étude de biomarqueurs proinflammatoires seméléler que
les effets induits par les NTC multi-feuillets s@&tjuivalents a ceux induits par la chrysotile
apres instillation intratrachéale (Mulleet al, 2005) et a l'amosite apres injection
intrapéritonéale (Polanet al, 2008). En effet, lors de leurs travaux, Polandlebnt montré,
suite a une injection intrapéritonéale de 50 pgisale fiores de MWCNT et d’amiantes de
taille variable, que seules les souris exposees rijues fibres d’amiante et de MWCNT
présentaient une augmentation du nombre de cellulemflammatoires aprés 24h ainsi
gu’une formation de granulomes apres 7 jours. Caguen ces effets, équivalents a ceux de
'amiante, observés uniquement en présence desfieeNTC de longue taille (13 a 56 um),
n’'ont pas été observés en présence de fibres deddTdurte taille (1 a 5 um) (Polaatal,
2008). Les auteurs expliquent que la présencediente serait due a I'impossibilité pour les
macrophages de phagocyter de trop gros aggloméetiTC. Ce meécanisme, appelé
«phagocytose frustrée », conduit naturellemenéxplession de protéines proinflammatoires
et a la formation de lésions (Polaedl al, 2008). Enfin, il a également été montré que

I'injection intrapéritonéale de MWCNT, dont la tailest comprise entre 2 et 20 um, de long
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induisait la formation de mésothéliomes avec ugal@nce un peu supérieure a la crocidolite
(Takagi, 2008). Si I'ensemble de ces résultatsniggent un certain nombre d’information sur
la toxicité des NTC et de I'amiante, ils ne permittmalheureusement pas encore d’aboutir a
une conclusion quant a d’éventuels effets simgades NTC et de I'amiante. L’influence de
la taille et de I'état d’agglomération semble incere étre un facteur clef de I'effet des NTC

et reste a déterminer afin de prédire de posséffets équivalents entre ces deux particules.
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4. Résultats et discussion

Comme nous l'avons vu précédemment, I'état d’ag@l@ation et par conséquent la méthode
de dispersion, influence les propriétés physicondipies etle factola toxicité induite par les
NP. Lors ma thése, nous avons choisi d’étudiemteité d'un MWCNT distribué par Sigma-
Aldrich (Cat n° 636649) et produit selon la méth@MD. Son diamétre mesure entre 20 et
50 nm et sa longueur est comprise entre 0,5 et &’'ppnés les spécifications du fournisseur.
Lors de ce travail, nous avons étudié 'état d’aggiration de ce MWCNT mais aussi
différents aspects de sa toxicité, en cherchantefirenen évidence d’éventuels effets
inflammatoires, fibrosants, respiratoires ou endustopathologiques, puis dans un second
temps, en étudiant la biopersistance, la pharmaébgue et la clairance de ce MWCNT.

Les résultats, obtenus au cours de ma thése, sis@niés sous la forme de 3 articles :

1. Dans un premier temps, nous avons mis au poiatnuethode de dispersion des
NTC et nous avons analysé I'impact de cette métBadéa dispersion des MWCNT ainsi
gue sur les variations potentielles de la toxiicit@ivo etin vitro (Article 1).

2. Une fois établie, cette méthode nous a permisraiter des rats par instillation
intratrachéale avec ces MWCNT afin d’identifier aiveau systémique mais aussi au
niveau pulmonaire d’éventuels effets toxiques @etL2).

3. En raison de leur faible taille et de leur stuoet les NTC sont suspectés de pouvoir
traverser les barriéres biologiques et notammebatdaére alvéolo-capillaire. Nous avons
donc cherché en paralléle a analyser ce phénomiedecemprendre le devenir des

MWCNT dans I'organisme apres IT (Article 3).
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4.1.Effet de la BSA sur la dispersion des nanotube s de carbone pour les
études in vivo et in vitro

Nanotoxicology, Décembre 2007, 1(4) : 266-278.

4.1.1. Introduction a I'article

Les effets toxicologiques induits par les NTC esafésin vivo suite au traitement de rats
par IT ou par inhalation ne semblent pas conveirges. differences observées peuvent étre
liées au moins en partie a la méthode ou plus qudidrement a la suspension de NTC
utilisée. Comme nous l'avons vu précédemment, degssus respiratoire normal va bloquer,
au niveau des voies aériennes supérieures, I'edégparticules dont la taille est supérieure a
10 pum. Or, lors d’une instillation intratrachéalensemble des particules injectées va se
retrouver au niveau du poumon profond au sein bEples pulmonaires. Par conséquent, il
est indispensable de mettre au point une méthodaisgersion compatible avec le milieu
biologique et capable de produire des agglomeératdNTC de taille respirable avant tout
traitement par IT. Les travaux déja publiés onlisétides NTC dispersés par sonication dans
du NaCl ou du « phosphate buffer saline » (PBSjrésence de Tween 80 ou de sérum. Nous
avons cherché ici a connaitre I'effet de ces agéisisersants sur différents types de NTC et
d’identifier celui qui induit le minimum d’interfénces biologiques tout en favorisant la

formation de petits agglomérats.
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4.1.3. Résumé de l'article

Lors de ce travail, nous avons dans un premier sedtydié I'état d’agglomération des NTC
au sein de suspensions utilisées dans la litt@dsanication des NTC en présence de sérum
ou de tween 80 dans du PBS ou du NaCl) que noussaaasuite comparé a une suspension
de NTC dispersés par de la BSA.

L'utilisation de Tween 80 en tant qu’agent dispatsdes NTC se révéle étre cytotoxique a de
tres faibles doses (>0,1%) et notamment aux dogesssaires pour entrainer une bonne
dispersion de cette particule. En comparant laudoanétrie des NTC en suspension avec les
différents agents dispersants aux concentraticgguémment utilisées, nous avons observé
visuellement, en microscopie optique et en micrpgc@lectronique a transmission (MET),
gue les NTC étaient mieux dispersés en présendleudine. La suspension ainsi produite
contient de plus petits agglomérats qu’en présdacBwveen 80 ou de sérum. En effet, plus de
65% des NTC dispersés selon cette méthode fornesnagiglomérats de taille comprise entre
2,5 et 10 um, correspondant a une taille respiratdetre seulement 53% en présence de
NaCl. De plus, nous avons observé I'absence de aggbmérats (> 80 um) contrairement
aux suspensions témoins. Souhaitant étudier des ¢t la structure n’est pas modifiée,
nous avons analysé I'effet d’'une sonication deléaguissance (40 W). Les résultats obtenus
au MET ne montrent aucune modification de la taliele la structure des NTC. Ainsi, nous
avons montré que cette méthode permet I'obtentionedbonne dispersion des NTC tout en
conservant leur structure native. Par ailleurs, mé&ml’albumine favorise la dispersion des
NTC en solution aqueuse, des mesures de stabibtérent qu'apres 24h, les agglomérats
deviennent de plus en plus gros, suggérant la sié€esle produire la suspension
immédiatement ou au maximum 24h avant I'expérimemtaSi un tel effet dispersant a pu

étre observé, c’est en particulier d0 aux propsiephiphiles de I'albumine, a la présence
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des forces de van der Waals et du phénomene despiptgon qui régit les interactions entre
les NTC et la protéine. Une fois établies, cesrautons vont avoir la capacité de favoriser la
dispersion des NTC en milieu aqueux et de permietti@mation de petits agglomérats.

Dans un second temps, nous avons souhaité savaitilssation de BSA en tant qu’agent
dispersant entrainait une modification de la td®iei vivo etin vitro des NTC.

Pour répondre a cette question, nous avons traite lignées cellulaires (A549 et U937) par
des suspensions de NTC a des concentrations camdre 0 et 2 mg/ml et en présence de
BSA a des concentrations de 0, 0,5 mg/ml ou a oneentration égale a celle des NTC. La
cytotoxicité du MWCNT 20-50 a alors été analysdaide de tests classiques de cytotoxicité
(MTT et Bleue Alamar). Suite a la mise en contaetagllules et des NTC, nous avons
constaté I'existence d’interférences entre les messigpectroscopiques et les NTC. Ces
interférences ont pu facilement étre neutraliséesransférant le surnageant obtenu en fin
d’expérience dans de nouvelles plaques de culuaetda lecture de la densité optique. Nous
avons ainsi démontré que les NTC n’induisent pasndetalité cellulaire sur les cellules
épithéliales humaines A549 pour des concentraimiésieures a 0,5 mg/ml. Seulement 15%
et 40% de mortalité ont respectivement été obseraé@,75 et 1 mg/ml. En paralléle, nous
avons noté que les NTC induisaient une mortalitds pinportante sur des lignées de
macrophages alvéolaires U937 (15% & bdg/ml et 85% a 0,5 mg/ml). Au-dela de I'effet
cytotoxique, nous avons surtout constaté que ikation de BSA ne modifiait pas I'effet
induit par les NTC sur les cellules et qu'elle petrait d'obtenir des résultats plus
reproductibles se traduisant par un écart-type fdilde, par rapport a une suspension en
milieu salin seul.

In vivo, nous avons traité des rats par 100 ug de MWCNilirastrés par IT (150 ul d’'une
suspension de 0,7 mg/ml). Comme lors des expésenceitro, la présence de BSA ne

semble pas modifier la toxicité induite par les MWIC Il a cependant été observée une
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augmentation de la quantité de cellules pulmonamesentes dans le lavage broncho-
alvéolaire (LBA), et plus particulierement de laaqtité de macrophages alvéolaires, en
présence d’agglomérats de plus petite taille. Catgmentation cellulaire s’accompagne de
'augmentation de la quantité de cellules phagotdytes MWCNT, suggérant qu’'une
diminution de la taille des agglomérats favoris@li@gocytose et peut-étre I'élimination des
NTC présents dans le poumon.

En conclusion, ce travail nous a permis de metiréwdence que I'utilisation de I'albumine,
constituant naturel du surfactant pulmonaire, e ¢@’'agent dispersant des NTC, se révele
étre intéressante car elle permet de favoriseridpedsion des NTC sans modifier leur
structure ou leur toxicité. De plus, la BSA perntBaméliorer la reproductibilité des
expérimentations en raison du fait que les suspeagiroduites ont une concentration plus
proche de celleattendue. Ainsi, lors de traitemdiasimaux par IT, les agglomérats de NTC
injectés seront majoritairement de taille respgabt permettront d’'imiter au mieux les

conditions physiologiques de la respiration.
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4.2.Induction de I'apoptose et absence d’effets pr  oinflammatoires dans le
poumon de rat suite a une exposition a des nanotube s de carbone
multi-feuillets par instillation intratrachéale.

Toxicology, Novembre 2008, 253 : 131-136.

4.2.1. Introduction a l'article

Les premieres études de toxiditévivo réalisées sur les NTC ont montré 'augmentatiotade
guantité de protéines et de cellules proinflammesoginsi que la formation de structures
anatomopathologiques au niveau pulmonaire (graregoen fibrose). Cependant, ces résultats
n‘ont pas été confirmés lors de deux travaux portam la toxicité des NTC suite a des
expositions par inhalation (lgt al, 2007 ; Mitchellet al, 2007). Li et al. ont méme observé
la formation de granulomes et la production denats proinflammatoires suite a I'lI'T de
NTC. Ces granulomes n'ont pas été observés suiteaement de souris par inhalation de
cette méme particule. Ces résultats suggerent apieffets toxiques décrits précédemment
pourraient étre liés a la méthode de traitemernis@t et pas au NTC. Malgré tout, il est
intéressant de noter que lors du traitement desaani par IT, la dispersion des NTC réalisée
par Li et al. a été effectuée en présence de TWB8er®r, nous avons montré que les NTC
étaient mieux dispersés en présence de BSA. Nampalonc ici 'hypothése que les effets
delétéres attribués au NTC pourraient au moins amtiepétre dus a linjection de gros
agglomérats de NTC au niveau du poumon profonde@e€sence, qui physiologiquement
ne pourrait avoir lieu en raison de l'existencebdgrieres au niveau des voies aériennes

supérieures, entrainerait les effets toxiques tecri
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4.2.3. Résumé de l'article

Afin de caractériser au mieux les potentiels effeisques induits par les MWCNT étudiés,
des rats ont été instillés par 1, 10 ou 100 pg ({@bde suspension a 0,0007, 0,007, 0,7
mg/ml) de MWCNT dispersés dans une solution de Ma@tenant 0,005, 0,05, 0,5 mg/ml de
BSA respectivement. 1, 7, 30, 90 et 180 jours aprdsnstillation, nous avons analysé
différents paramétres physiologiques. Plus préas#mous avons regardé I'évolution du
poids et de la croissance des rats ainsi que een@rametres de la fonction respiratoire dont
le temps d’inspiration (Ti), le temps d’expiratidiie), le temps de relaxation (RT), la
variation de pression au sein de I'enceinte comieles animaux pendant I'expiration (PEP)
et I'inspiration (PIP), le volume courant (Vt) etPenh. Ce dernier parametre est une donnée

calculée a partir des variations de pression ampseinspiratoires (PIP) et expiratoires (PEP)

L . . P PEP

et refletant la présence dune bronchoconstrictigPenh= —auii) ou la
Te-RT , s

Pause= ) (Hamelmannet al, 1997). L'ensemble des mesures réalisées sur ces

parametres ne révele aucune modification physigleginduite par les NTC dispersés dans
de la BSA.

Nous avons alors regardé si, lorsqu’ils formentpdéts agglomérats, les MWCNT étaient
capables d’induire la biosynthése de marqueurarmfiatoires et du stress oxydant ou la
formation de granulomes. Suite au méme traitemeatdgcrit précédemment, de nombreux
ARNmM (IL-1B, IL-6, IFNy, COX2, iINOS) issus du poumon total et des protéitie-1a, IL-

1B, IL-2, IL-4, IL-6, IFNy, TNFa), marqueurs de l'inflammation et du stress oxydant été
respectivement dosés par PCR (polymerase chaiticegaquantitative et ELISA selon la
technologie LumineX dans le LBA. Les résultats obtenus ne montrentdeasariation de

I'expression de ces biomarqueurs suite a lingtdla de rats par des MWCNT aux temps
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considérés. De méme, I'analyse histologique desmpos n'a pas permis d’observer la
présence de granulomes induits par les MWCNT & 30,790 et 180 jours apres I'exposition.
Nous pouvons donc conclure que le MWCNT étudiéchiinpas d’'inflammation, de stress
oxydant et de granulomes lorsqu’ils sont dispepsésie la BSA. Récemment, Dutta et al. ont
montré que l'albumine est la protéine contenue darserum qui se fixe préférentiellement
sur les NTC (Duttaet al, 2007). Une explication probable serait que I'atime interagisse
avec les MWCNT I'empéchant d’exercer ses effetsgioes. Cependant, la concentration en
albumine utilisée pour disperser les MWCNT (7,5 e environ 100 fois inférieure a celle
présente en condition physiologique au niveau dfastant pulmonaire de rat (640 uM).
Ainsi, la quantité d’albumine ajoutée lors de lasenen suspension de la particule peut étre
considérée comme négligeables.

Par ailleurs, ce travail met en évidence la présaetes MWCNT au sein de macrophages
alvéolaires. Cette observation suggeéere que ceslewlsoient capables de phagocyter les
NTC. De plus, nous avons montré que les MWCNT sapiables d’induire I'apoptose des
macrophages alvéolairés vivo et in vitro. Associés a I'absence d’inflammation, de stress
oxydant et de granulomes, ces deux derniers résulééssent supposer que de petits
agglomérats de NTC pourraient étre pris en chaaegelgs macrophages alvéolaires. Nous
devons donc nous demander si I'apoptose observéduita, a plus long terme (plus de 6
mois), en I'activation de processus pathologiqoessi elle constitue une étape du mécanisme

d’élimination des NTC présents au sein du poumon.
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4 3. Biodistribution et clairance de nanotubes de ¢ arbone instillés dans les
poumons de rats.

Particle and fibre toxicology, Décembre 2008, B,:én cous d’impression

4.3.1. Introduction a l'article

L’étude de la toxicité pulmonaire d’'une particuteplique I'analyse de sa biopersistance, de
sa clairance mais aussi de son passage alvéoldagapiOr, les NTC sont constitués
uniqguement d’atomes de carbone. Ainsi, leur dossgearticulierement difficile en milieu
biologique. Pour essayer d’appréhender au mieuaspct de la toxicité des NTC, plusieurs
auteurs ont greffé des particules radiomarquéea autface de NTC. Cependant, cette
modification entraine également une modificationcdmportement du NTC dans le milieu
biologique et de fait une modification de sa taxéicNous avons vu que les NTC sont produits
en présence de métaux nécessaires a catalysewsyatlrese. Nous proposons donc ici
d’analyser la liaison gu'il existe entre les NTCle$ résidus métalliques n’ayant pas été
éliminés suite a leur purification. Dans un sectemps, si ces métaux se révélent étre de
bons traceurs, c’est a dire s'ils restent fixés BIPC dans I'organisme, nous étudierons la

biodistribution, la biopersistance et le mécanistaelairance des MWCNT dans le poumon.
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Abstract

Background: Constituted only by carbon atoms, CNT are hydrophahd hardly detectable
in biological tissues. These properties make bigetkis and toxicology studies more complex.
Methods: We propose here a method to investigate the Btgtence of CNT in organism,
based on detection of nickel, a metal present enNMBWCNT we investigatedkesults and
conclusion Our results in rats that received MWCNT by intaaheal instillation, reveal that
MWCNT can be eliminated and do not significantlpss the pulmonary barrier but are still
present in lungs 6 months after a unique instdlatiMWCNT structure was also showed to
be chemically modified and cleaved in the lung. ¢§-time presence of MWCNT in the lung
is associated with lung induction of cytochrome ®4#R1 and 2E1 mRNA suggesting a
possible role of these enzymes in MWCNT clearaiitese results provide the first data of

CNT biopersistence and clearance at 6 month afsmiratory administration.

Keywords: Carbon nanotube, clearance, pharmacaeéspeat instillation, nanotoxicology.
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Introduction

Given the low diameter of carbon nanotube (CNT)passible translocation of this
nanomaterial from the digestive tract to blood mmf the lung to blood and then to other
organs in the body must be considered. Inhaledfirxr particles translocation has been
previously described at low rate in a few studiethwther particles like iridium or gold
(Kreyling et al, 2002 ; Takenakat al, 2006). Up to now, direct investigations of CNT
translocation from the lung to the blood has n@rbeonducted. The primary reason for that
is the component structure of the CNT. Only madeasbon, CNT are difficult to distinguish
from biological matrix. A few studies have used ifedt methods to investigate CNT
biokinetics (translocation, biodistribution, cleace...). Several biokinetics studies were
performed by intra-venous injection of functionatizCNT. Wang et al (2004) analyzed the
biodistribution of SWCNT using ai;dSWCNT construct, and revealed indirectly by
radioactivity measurement ohi, the presence of functionalized SWCNT in stomaaimeys
and bone. Similar observations were obtained iméyd, liver and spleen by McDevitt et al
(2007) with In1;-SWCNT. Functionalized SWCNT were found in the eliént organs, and
biokinetics studies showed a rapid clearance oflthe-SWCNT from blood and tissues
(McDevitt et al, 2007 ; Singhet al, 2006 ; Wanget al, 2004). One study followed the
biokinetics of injected unmodified SWCNT using indet near-infrared fluorescence of
SWCNT for detection in blood and tissue samples(Gkuriet al, 2006). The authors report
a rapid blood clearance and detected SWCNT ontlyadiver after 24h. These results suggest
a possible difference in biokinetics between medifand unmodified CNT. To investigate
unmodified MWCNT biokinetics, Muller et al (2005sed another method based on the
guantification of the CNT production metal catalyssidue (Mulleret al, 2005). The
production of carbon nanotubes by arc dischargenéj 1991), laser ablation (Guet al,

1995) and chemical vapor deposition (Cassedll, 1999), use metal as catalysts such as iron,
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nickel, cobalt, etc...which always remain as impastin the final product (Pumera, 2007)
and can be quantified. Here, we have first assetis®gerformances of using the metal
catalyst of CNT as a tracer. We then analyzed uifiredd Nickel-catalyzed MWCNT

biokinetics after intratracheal instillation.

Results

Analysis of metal impurities:Results showed the presence of 0.53% (w/w) ofONIB%
(w/w) of S, 0.02% (w/w) of Mg, less than 0.01% (W/ef Na and V and less than 0.005%
(w/w) each for all other metals tested (listed iatemials and methods).

Analysis of Ni-CNT bonds in the lung and in the lyph nods STEM-EDX analysis of lungs
and lymph nodes of MWCNT-exposed rats showed tbakp of Ni were observed only in the
presence of MWCNT (Figure 1). The presence of Qlussto the TEM grid used. Ni and Mg
are impurities of MWCNT and additionally the laderaent is also normal constituent of
cells. Multiple sections study of lung and lymphdee revealed a perfect colocalization of
CNT and Ni after STEM-EDX analysis (Figure 1). Nasvnever detected in absence of CNT
and vice-versa.

Biokinetics studies:

Biodistribution of MWCNTTo validate our Ni dosage method, suspensions kvibwn final
CNT quantity (0, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 pg)ewproduced in quadruplicate. The
MWCNT impurity study showed that Ni was presentaataverage concentration of 0.53%
(w/w) of total MWCNT mass. Thus, the theoreticahdl Ni quantities in the control
suspensions are respectively 0, 0.03, 0.06, 0.25% &nd 0.5 pug. All prepared suspensions
were mineralized and measured Ni quantities weterchened by ICP-OES as it is described
in materials and methods. No statistically sigmifice differences between theoretical and

measured Ni quantities were observed (data not shewggesting this dosage method is
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relevant to determine and quantify Ni. The detectimit for this dosage was determined to
be 0.5 pg/L of Ni and correspond in our experimlectaditions to 100 pg/L of MWCNT.

No increases of Ni were detectable in organs dffterl pg or 10 pg MWCNT exposures
excepted in the lung at 10 pg of MWCNT (FigureN). Ni was detected at any time in liver,
kidneys, spleen, heart, brain, thymus and testisats§ exposed to 1, 10 or 100 pg of
MWCNT. Ni was detected in the lung of MWCNT-exposatks throughout the experiment
(from 1 to 180 days) and also detected in lymphesaat day 30 (Figure 2). Considering that
Ni represent 0.53% of MWCNT instilled, the percgaaf MWCNT recovered was 63% at
day 1, 78% at day 7, 97% at day 30, 38% at dayn8i01&% at day 180 (Table 1). Ni was not
detected in BALF at any time post-exposure (Table 1

About 50% of the instillated MWCNT were locatedthee parenchyma of the lung after 1
month. 10 to 24% of CNT were found in the alvealalls during this period. At 30 days,
31% of total CNT injected was eliminated from thed but 28% of this same nanotube was
found in the lymph nods for a transition periodsiéisan 60 days. Clearance of MWCNT was
amplified at 3 and 6 months after the exposure Umx®3% and 84% of total MWCNT
injected was respectively eliminated from the orglan(Table 1).

Clearance of MWCNT from the lunfjo investigate the clearance mechanism, alvemiis
isolated from BAL were counted with Malassez celtlaobserved by optical microscopy.
Significant increases in cell number, respectiyalys 44% and plus 100%, were noted at 7
and 180 days after treatment (Figure 3). Moreowscrophages represented 98% of total
cells, suggesting the important role of this cgfie in the bioelimination of MWCNT from
the lung. TEM observations of the lung and the lgmmpdes sections have shown the
presence of CNT agglomerates in vacuoles (endogoofigracrophages in these 2 organs
(Figure 4A and 4B). MWCNT were never observed inepahyma or other cell types than

alveolar macrophages in the lung or in the lymplkeso To investigate the phagocytosis
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capacity of lung cells, total RNA were extractednir the lung of CNT-exposed rats and
specific mMRNA of EEA1, an early endosome associagtetein (Muet al, 1995 ; Wilsonet
al., 2000) and mRNA o actin, a cytoskeleton protein, were quantifiedR¥PCR. Results
have shown plus 50% induction of EEA1 mRNA at daantl day 180 with all doses of CNT
(Figure 4C). Fo actin, induction of mMRNA was significantly notedtiv10 pg (plus 50%
induction) and 100 pg (plus 250% induction) of CMHT day 1 (Figure 4D). Separate
guantification of macrophages containing MWCNT destheir cytoplasm and macrophages
without MWCNT was performed at all times and dodResults showed a MWCNT dose-
dependant increase of the number of macrophagéaicimy agglomerates of MWCNT at all
times after the exposition (Figure 5). Analysisbadpersistence of MWCNT at 1 and 10 ug,
revealed a time dependent decrease of the cellbemuunontaining MWCNT agglomerates
inside their cytoplasm. Nevertheless, increasirgdbse of CNT induces an augmentation of
the clearance time. When the rats were treatedOfylg of CNT, 45% of their alveolar
macrophages contained CNT agglomerates one day taketreatment. This percentage
increased at 7 days and 1 month to 55% and 63%ctgely. Diminution of the number of
phagocytosing cells was only noted at 3 and 6 mdhRtgure 5). For lower doses, the
diminution of the number of phagocytosing cells waged at 7 days for 10 pg CNT and 1
days for 1 pg CNT.

Physical and chemical modification of MWCNT in vivo

Physical modificationMWCNT were instilled in rats and after 15 days, MWT lengths
were compared to the control solutions by TEM. Resshowed a modification of the
structure (Figure 6A, 6B) and a significant dimioat of MWCNT length suggesting the
capacity of rat lung to cleave MWCNT (Figure 6C).

Chemical modification After 15 days instillation of MWCNT in rat lunggchemical

modifications of the MWCNT were assessed by inftaspectroscopy. Presence of alcohol,
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carbonyl and nitrogen function were observed onMNECNT instillated to rat but not on the
same suspension of MWCNT that was not injectedhénpresence or absence of cells residue
(Figure 6D). Our results suggest the capacity bfuiag to chemically modify the MWCNT
structure.

Biological lung response to MWCNT:

Induction of a clearance enzym@®bservations of MWCNT in cells and quantificatioh
MWCNT length at high magnification with TEM revehle presence of cleaved fragments of
MWCNT (Figure 6A and 7A). mRNA level of the cytocme P450 1A1 (CYP1Al) and 2E1
(CYP2E1) were quantified. After 24h of exposureg tmRNA level of CYP1Al was
increased 2.2, 28 and 57 times in presence of eggply 1, 10 or 100 pug of MWCNT in
comparison to untreated rats. 7 and 30 days akeoseire, CYP1A1 mRNA was always
induced 3 and 5 times in the presence of the 2ehidgbses. At 90 and 180 days after the
exposure, the mRNA level of CYP1A1 was only sigrafitly induced 3 times in presence of
100 pg of MWCNT (Figure 7B). This induction was eb&d in pair with the increase of
MRNA level of CYP2EL. In the presence of 1, 10 80 ug of MWCNT, mRNA level of
CYP2E1 were 70, 60 and 123% at day 90 and wer8@and 100% at day 180 respectively
(Figure 7C).

Role of apoptosis in MWCNT clearanda the lung, a fraction of cells seemed to be in
apoptosis (Figure 8A) but free CNT were never folnyd TEM. Results have shown no
modification of mMRNA level for EImo 3 protein (dat@t shown). But EImo 1 protein mRNA
was significantly induced 1.8, 2.7 and 5.1 timaera?4h exposure for 1, 10 and 100 pg of
CNT. At day 30 and day 90, mRNA expression levet wagnificantly increased 2.5 times
with 100 pg of CNT (Figure 8B). Similar variatioi mRNA level of EImo 2 was noted
because the mMRNA level was induced later 1.6, 2d73l times at d1 for 1, 10 and 100 puf of

CNT. At d90, mRNA expression level was only sigrafitly increased 3.8 times with 100 ug
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of CNT (Figure 8C). Dock 180 mRNA was also indu@ebl time 1, 30 and 180 days after the
exposure (Figure 8D). Quantification of the expi@s®f IL10 and GM-CSF which, are also
involved in the engulfment of apoptotic cells, weerformed. Inhibitions of 63% and 42%
were noted for IL10 protein after 30 and 90 daypeetively (Figure 9A). Concerning GM-

CSF protein, significant inhibition was also ob®h80 days after the exposure (Figure 9B).

° A: EDX probe near but not on CNT ni B: EDX probe on CNT

Figure 1: Analysis of Ni-CNT bonds in the lung andymph nods by STEM-EDX

Rats were instilled by 2 mg of MWCNT. STEM-EDX aysis was performed for Ni and
MWCNT detection on ultrathin sections. Spectrum Nif analysis by EDX probe was
performed during 60s in absence (A) or in presefi®)e of MWCNT agglomerates. To

observe the localization of Ni and MWCNT agglomesain organism, (C) TEM photo of
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macrophage contains MWCNT agglomerates and (D)rpopiion of Ni position obtained
with EDX probe (Resolution: 256x200; Dowell timed@ns; Frames: 256) in the cells were

performed and reveal that MWCNT is colocalized vitih

Table 1: Quantification of Ni in rat's organs after instillation of MWCNT by

intratracheal instillation.

Groups of 6 rats were instillated by 100 pg of MWICAhd Ni was quantified by ICP-OES.
Each value represents the mearSD of the percentage of Ni detected related tal tivi

instillated (0.5 pg).

Treatment
time (days)
Lung

L | after BAL
U| Alveolar
N| cells

G BALF - - - - -

1 7 30 90 180

53+ 12% | 54+ 10% 55+ 8% 26+ 6% 16+ 9%

10+ 2% 24+ 5% 14+ 2% 12+ 2% -

Lymph
nodes

All other
organs

- - 28+ 2% - -

Total 63 % 78 % 97 % 38 % 16 %
- Non Detectable (<2% of MWCNT instillated).
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Figure 2: Biodistribution of MWCNT in organism

Presence of Ni was quantified in several organgrésentation of means SD of Ni
guantities present in 6 rat organs from 1 to 18@sdater exposure at 10 and 100 pg/rat.
Results show that MWCNT doesn’t cross lung baiet is eliminated by a slow mechanism.

* Significantly different (p<0.05) from no MWCNT aodrol group.
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Figure 3: Effect of MWCNT on alveolar cell number and on phagocytosis cells
Rats were treated by 1, 10 or 100 ug of CNT. ABAL at d1, d7, d30, d90 and d180, total
cells were quantified. Results show a significauluiction of cells at d7 and d180. Results are

the mean ot SD obtained on 6 rats. * Significantly differep&(.05) from control group.
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Figure 4: Phagocytosis of MWCNTIn vivo

After instillation of 2 mg MWCNT, alveolar macropd present in (A) lung and (B) lymph
nodes sections were observed by TEM and reveghrgmence of MWCNT agglomerates in
macrophage vesicles. Quantification of (C) EEA1 mRlEnd (D) actin beta mRNA
normalized by RPL32 mRNA on the lung of rats trddig 1, 10 or 100 pg MWCNT support
the MWCNT phagocytosis capacity of macrophagesulesare the mean af SD obtained

on 6 rats. * Significantly different (p<0.05) frooontrol group.
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Phagocytosis cells (%)
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Time (days)

O Control OCNT 1 ug B CNT 10 pg B CNT 100 ug

Figure 5: Effect of MWCNT on alveolar phagocytosiells
Rats were treated by 1, 10 or 100 pg of CNT. AB&L at d1, d7, d30, d90 and d180,
percentage of phagocytosis cells were quantifieduRs are the mean 6fSD obtained on 6

rats. * Significantly different (p<0.05) from contrgroup.
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Figure 6: Physical and chemical modification of MWCNTin vivo:

Physical modifications of MWCNT were observed byMEon (A) control 2 and (B)
MWCNT after intratracheal instillation. (C) Lengtjuantification of MWCNT length was
performed at least on 100 MWCNT per condition (Coldt control 2 and MWCNT after
intratracheal instillation. Results are the meatt 8D obtained on 3 independent experiment.
* Significantly different (p<0.05) from control gu.

(D) Chemical modifications of the MWCNT were assesdy infrared spectroscopy of (a)

control 1, (b) control 2 and (c) MWCNT after intatheal instillation. Spectra of a

representative experiment performed on 3 rats.
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Figure 7: CYP1A1 and CYP2E1 mRNA were increased by MWCNT exposure

(A) Observation at high magnification of MWCNT inagrophages of rat treated by 2 mg,
shows the presence of small fragments. In additf@hyction of MRNA level of (C) CYP1Al1
and (D) CYP2E1 normalized by RPL32 mRNA of rat teglaby 1, 10 or 100 pg lets suppose
MWCNT hydroxylase capacity of macrophages. Resariésthe mean of SD obtained on 6

independent rats. * Significantly different (p<0)@®m control group.
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Figure 8: MWCNT could induce alveolar macrophage (AM) apoptosisand apoptotic
cells may be engulfed by other AM.

TEM analysis of lung sections of rat instilled whmg of MWCNT showed the presence of
apoptotic macrophages. This observation is suppphy the quantification of mMRNA of (B)

Elmo 1, (C) ElImo 2 and (D) Dock 180 normalized W9LB2 mRNA suggesting the capacity
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of macrophages to engulf apoptotic cells. Resublistize mean of SD obtained on 6 rats. *

Significantly different (p<0.05) from control group
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Figure 9: MWCNT could inhibit the expression of IL10 and GM-CSF proten.
Rats were instilled by 100 pg of CNT and quanttfma of (A) IL10 and (B) GM-CSF in
BALF was performed by ELISA multiplex (Luminex) aftl, 7, 30, 90, 180 days. Results are

the mean ot SD obtained on 6 rats. * Significantly differep&(.05) from control group.

'-F
. . @
o\
MWCNT N
Alveolar

Macrophage (AM) /

Apoptotic AM
/m};?m c-&SPS
¥ e w
Figure 10: Proposition of clearance mechanism of MWCNT in the lung.
MWCNT could be engulfed by macrophages (a), hydymed by CYP1A1 and CYP2E1 and
cleaved (b). After this step, some cells enter ayptoptotic phase (c). Then, a new cell could

engulf the apoptotic macrophages to continue tlhmirgtion (d). The last step will be

repeated as necessary to eliminate totally the MW@&bIm the lung (e).
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Discussion

Previous studies on MWCNT biodistribution were peried after tracer attachment on the
surface of the tubes. But tracers modify MWCNT logdrobicity and therefore MWCNT
biodistribution. STEM-EDX analysis of our MWCNT reals that Ni, which is an intrinsic
impurity of the MWCNT we used, is strongly linkeal the MWCNT and that MWCNT-Ni
bonds are not affected in the body. Our resultsvstinat Ni can be used as native MWCNT
tracer. More generally, utilization of metallic iomities as tracers can be a good approach to
assess biokinetics of MWCNT in the body. Howeviee detection limit (here 0.01 pg/ml of
Ni) does not allow the utilization of this methaat fvery low concentration of MWCNT. In
addition, the strength of the bond between the Immtd the MWCNT can be different,
depending on metals and CNT types. So that STEM-Hiodding analysis should be
performed for each CNT studied.

Ni quantification in several organs has reveales gresence of MWCNT only in the lungs
and in the lymph nodes. 30 days after the ingtitabf MWCNT, the totality of particles was
found in the lung (69%) and in the lymph nodes (28%hese results suggest no, or at least a
negligible, elimination or biodistribution of CND tother organs 1 month after instillation.
Such an observation has already been done. Inghaly, Muller et al (2005) had found no
nearly elimination of MWCNT in the rat lung 28 dagfter an intratracheal instillation. In our
experiment, the presence of Ni in the lymph nodas wnly observed at 30 days. This result
can be explained by the absence of quantificateiwéen 7 days and 30 days and between 30
days and 90 days. Ni and so CNT is certainly nes@nt in the lymph nods only 30 days after
exposure but probably between more than 7 dayseasdhan 90 days.

We have shown a decrease in the MWCNT quantityalhitinstilled 3 and 6 months after
exposure. Three months after, only 37% of the MWGBMained within the lungs and only

16% remained after 6 months. These observationslaein accordance with the results
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obtained by Muller et al, where only 18% of intatgtiled MWCNT was eliminated in the
lung after 60 days (Mulleet al, 2005). The fact that we failed to detect MWCNTvarious
systemic organs is in favor of elimination rathieart a translocation of MWCNT from the
lungs. Nevertheless, due to the detection limitoaf Ni dosage method, a very limited
translocation (< 2% of MWCNT instillated) could nniled out. This absence of alveolar
passage was also describ@dvitro on pulmonary barrier (Geyst al, 2006). So, taken
together, all these results show that MWCNT do segm to significantly cross alveolar
epithelial barrier and that they are eliminatedrfrine lung by a slow mechanism.

The fact that the totality of instilled MWCNT wasotndetected at day 1 and day 7,
(respectively 63% and 78%) is probably due to tkigeamental protocol. Indeed, MWCNT
guantification in the BALF was performed after anttdugation troughout a membrane as
described in Materials and Methods section. At sitep, free MWCNT that were present at 1
and 7 days were certainly eliminated and so was quantified. This hypothesis is
strengthened by the fact that difference obsernaavden 1, 7 and 30 days is due to an
augmentation of MWCNT in alveolar cells suggestndiminution of free MWCNT part in
the lung (Table 1).

Our study of MWCNT localization in the lung showéttle modification of MWCNT
guantity in the parenchyma, augmentation in alveoddls (10% at day 1 and 24% at day 7)
and absence in the BALF. In parallel, the obseovabf the alveolar cell population by
optical microscopy reveals that the cells were gaatveolar macrophages and that there was
an increase in the phagocytosing cell number wailtetated with the chemical dosage of
MWCNT in the cellular part of the BALF. Engulfmeot MWCNT by alveolar macrophages
was also confirmed by TEM observations. This catlalization for MWCNT confirms the
potential capacity of alveolar macrophages to pbagoCNT as it was described before

(Cherukuriet al, 2004 ; Pulskampt al, 2007).
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To reinforce that hypothesis, mRNA levels of EEAddabeta actin, that are involved
respectively in vesicles-endosome fusion (Wilsgnal, 2000) and in cytoskeleton, were
qguantified. 50% and 250% induction was observeddspectively EEA1 anfl actin mRNA

1 day after exposure. At high magnification withMEcleaved fragments of MWCNT were
quantified and observed in several cells. This Itesssociated with the chemical
modifications observed by infrared spectroscopyddeais to hypothesize that alveolar
macrophages modify the MWCNT they have engulfedpiider to facilitate their further
elimination from the lung. In parallel, very highcreases of CYP1Al for all times, and
CYP2E1 at day 90 and day 180 mRNA were noted. Tlssmes were described to
hydroxylase carbon molecules as polycyclic aromatidrocarbons (Spatzenegget al,
2003). The delayed induction of CYP2E1 might be ttuthe fact that CYP2E1 can only act
on small molecules (Spatzenegget al, 2003). So, a possible hypothesis is that
hydroxylations of MWCNT by CYP might occur. Nevestbss, several macrophages that
contain MWCNT seemed to be in apoptosis (figure.8R)is phenomena was previously
described with MWCNT on primary culture of T lymmytes and on T lymphocyte Jurkat
cell line (Bottiniet al, 2006). The elimination of apoptotic cells need #cttivation of special
mechanism that need the contribution of EImo pnstéd form a complex with DOCK180 to
promote engulfment of apoptotic cells (Alibert ehi@ini, 2002). This elimination was
demonstrated to be in pair with the inhibition &fl0 and GM-CSF protein (Fadoit al,
1998). Induction of mRNA level of EImo 1, EImo 2dm®ock 180 associated with the
inhibition of IL10 and GM-CSF protein in the lund @t expose by MWCNT is not a proof
but is in favor of the presence of apoptotic ctit are eliminated by phagocytosis. Thus, we
propose the following mechanism as hypothesis pdagx the MWCNT elimination from the
lung (see also figure 10): MWCNT agglomerates may flosst engulfed by alveolar

macrophage phagocytosis. After chemical modificattimd cleavage of CNT by CYP1A1l,
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CYP2E1 and maybe others enzyme that remain to terndi@ed, cells enter in apoptosis.
Then, another macrophages could phagocyte the @tpopells. To eliminate all CNT, these

steps could be repeated as necessary as it is sihoigure 10.

Conclusion

In summary, we have shown in this work that metahnpurities of CNT may be used as
tracers for CNT pharmacokinetics and toxicologistlidies, insofar as we verified the
impurities-CNT bonds. This approach reveals thatMMWCNT we used don’t significantly
cross the pulmonary barrier and can be eliminatet vath the activation of a slow
mechanism. This elimination might to be due in pert macrophages throughout the
activation of CYP1Al1 and CYP2E1 that play an impottrole in the bioelimination of
several carbonaceous xenobiotics. This hypothesisds further investigations to be

confirmed and to reach a better understandingeofate of CNT in the body.

Materials and methods

Carbon nanotubesMWCNT (product number: 636649) was purchased fragm& -Aldrich
(Lyon, France). These nanotubes were synthesize@hoyical Vapor Deposition method.
Their diameter ranged from 20 to 50 nm and theagtlle from 0.5 to 2 um (data from the
supplier).

Analysis of MWCNT metal impuritiesMWCNT were mineralized in 5 ml nitric acid plus 5
ml chloridric acid at 180°C for 15 min in a microveaoven (MarsXpress, CEM, Matthews,
NC). The mixture was filtrated and the volume wdsusted to 20 ml with distilled water.
Samples were then analyzed for metal content (&j,H8 Na, Mg, Al, Si, S, K, Sc, Ti, V, Cr,

Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, Se, Br, Rd, SrZ¥,,Nb, Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, In, Sn,
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Sh, Te, I, Cs, Ba, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd,0O¥,Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Hf, Ta, W, Re,
Os, Ir, Pt, Au, hg, Tl, Pb, Bi, Th and U) by ICP-NlHan, 6100DRC, Perkin EImer- Sciex).
Preparation of MWCNT suspension®ifferent concentrations of MWCNT were suspended
in NaCl in the presence of bovine serum albuminAB& the same concentration as that of
the MWCNT. The suspensions were sonicated 2 mrpébse every 10s) at 40W with an
ultrasonic probe (sonicator ultrasonic processor X020, Misonix incorporated) as
previously described (Elgrabdit al, 2007). Using this dispersion method, more thab &9
total agglomerates have a size smaller than 10 pohtarrespond to breathable agglomerates
(Elgrabliet al, 2007).

Animals: Male Sprague-Dawley rats weighing 180-220 g werelmased from Charles River
Laboratories (St Germain-sur-I'Arbresle, Francd)e Tats were kept in a conventional animal
facility and had accesad libitum to food and drink. The experimental protocol haerb
approved by the local ethical committee for aninegkarch.

Transmission Electron Microscopy (TEM) and CNT-Niekbond analysis by Scanning and
Energy Dispersive X ray microanalysis (STEM-EDX2:rats were exposed to NaCI-BSA as
control and 6 rats were exposed to 2 mg of MWCNTirtsatracheal instillation. This high
guantity was chosen in order to facilitate the diébd@ of CNT in the lung for STEM analysis.
After 7 days, the animals were anesthetiZég. lungs and the lymph nodes were remogeid,in
small sections and fixed with 2.5% glutaraldehydéer a postfixation with 1% osmium
tetroxide, the samples were dehydrated by etharbkeanbedded in EPON 812 (TAAB). The
ultrathin sections of 90 nm and 150 nm respectit@yTEM and STEM-EDX analysis were
obtained by an ultramicrotome (UCT, Leica), mounted copper grids and stained with
uranyl acetate and examined in a TecnaiB®twin (FEI) electron microscope using an
accelerating voltage of 100 kV. Several photographentire cells and of local detailed

structures were taken, analysed and compared td-BS& control samples.
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To analyze the bond of CNT and nickel in the bdBYyEM-EDX analyses were performed.
The organ sections were prepared as described &woV&M, omitting the postfixation with
osmium tetroxide to avoid an Os peak in the spedtiastained ultrathin sections were
analysed with a dispersive X-ray microanalyser go@d with a Super Ultra Thin Window
(SUTW) model SAPPHIR (EDAX), at 100 kV.

Intratracheal instillation studies Rats were intratracheally instillated with 0, 0,dr 100 ug
of MWCNT/rat and sacrified 1, 7, 30, 90 and 180sl&ter. For each concentration and for
each recovery period, 2 groups of 6 rats (groupn8l group B) were used. Nanotube
suspensions were prepared as previously descriflgdabli et al, 2007). Broncho alveolar
lavage (BAL) and chemical quantification of Ni wgrerformed on rats included in the group
A. Histopathology and molecular biology were assdss rats included in the group B.

Nickel dosage by Inductively Coupled Plasma —Optitaission Spectrometer (ICP-OES)

Control and exposed animals of group A were an@gdte and the lungs, liver, kidneys,
spleen, heart, brain, lymph nodes, thymus andstestre removed for ICP-OES nickel assay.
The lung was separated in 3 compartments: the booatveolar lavage fluid (BALF) for
detection of free MWCNT, the cellular part of thédIBfor analysis the part of MWCNT
engulfed in cells and the parenchyma of the lurige drgans were mineralized in 3.5 ml of
nitric acid and 1.5 ml of chloridric acid for 4h H)O°C and then treated with 1.5 ml of®4

for 1h at 95°C on a heat bloc. The volume was aefuso 20 ml with distilled water and
samples were analyzed for nickel content by ICP-GB&ma, HORIBA Jobin Yvon,
Edison, NJ).

Alveolar cellularity BAL was performed on anesthetized animals incluitethe group A.

The lungs were washed 3-times with 9 ml of phosphaitfered saline (PBS). The BAL was
centrifuged (5 min, 15wa0 g at 4°C) and the ce&efBAL (BALF) was concentrated using

centrifugation (2000g, 4°C) in Amicon Ultra tudegMillipore) until the volume was reduced
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to 1 ml. The cell number was determined by countiittp a Malassez cell. Differential cell
count was performed on May-Grinwald-Giemsa-stainslides. Specific protein
guantifications were performed in the concentrd&@d F using bio-plex kit for IL10, GM-

CSF (Biorad, Cat n°: 171K11070) according to theafacturer’s instructions.

Physical and chemical modification of MWCNT analgsiby TEM and infrared
spectroscopyA 0.7 mg/ml suspension of MWCNT was produced as iptesly described.
150 upl of this suspension was instillated in 3.r&f&er 15 days, rats were sacrified by
intraperitoneal injection of pentobarbital and BAlere performed. A first centrifugation at
350g for 10 min was performed to separate the MWGM@ the cells from the protein
fraction. Cells lysis was then done in the presesfcg00 ul of distillated water. After 1h, 10
ul of this suspension was loaded on TEM coppersgodneasure the length of MWCNT. In
parallel, 2 types of control were realized. Firshitol was prepared by loading directly 10 pl
of the instillated suspension on TEM cooper griak. fhe second control, BAL was performed
on untreated rats. Cells were recovered by a 38@gitugation for 10 min. After removing
the protein fraction, cells were lysed in the preseof water for 1h and the suspension was
put in presence of 0.7 mg of CNT. After 15 days3@tC in oven, the suspension was
centrifuged at 350g for 10 min and resuspended atewat the same time of MWCNT
instillated in rats. 10 pl of this suspension waeding on TEM cooper grid as control 2.
Treated MWCNT, control 1 and control 2 suspensiwese then centrifuged at 350g for 10
min. Supernatant was eliminated by pipeting and giu87°C over night to obtain a dry
powder. Chemical modification was then assessethfogred spectroscopy (Nicolet 510M)
on 70 pg of commercial MWCNT powder, control 1 pewdcontrol 2 powder and treated

MWCNT in the presence of 260ug of KBr.
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Phagocytosis makers’ and Cytochrome P450 analysjsréverse transcription real time
polymerase chain reaction (RT-gPCRB0 mg of lungs from group B rats was disrupted
using Precellyd 24 lysis/homogenizer (Bertin technologies, Franar)l total RNA was
extracted with RNea$yplus Mini Kit according to manufacturer's protodal presence of
600 pl of RLT buffer. 1 pg of total RNA was revetsanscribed to cDNA with Omniscript
Reverse Transcription kit (Qiagen, France) accgrdim the manufacture’s protocol using
OligodT primer (Qiagen).

The quantification of mMRNA for RPL32 (first houselpéng gene, Cat n° QT00444857),
GNB2L1 (second housekeeping gene, Cat n° QT00193&EAL (Cat n° QT01619121[B
actin (Cat n° QT00193473), EImo 1 (Cat n° QT015&)9&Imo 2 (Cat n° QT00365680),
Elmo 3 (Cat n° QT00382214), Dock 180 (Cat n° QTCeuwER), CYP1Al (Cat n°
QT01082018), and CYP2E1l (Cat n° QTQT00180061) tiamis were performed using
QuantiTect" Primef® Assay (Qiagen) and QuantiTE¢tSybr Greefi Kit (Qiagen) according
to the manufacturer's protocols on 100 ng of cDNg\ng Mastercyclér ep realplex 4S

(eppendorf, France). Each sample was run in tefgic

Statistics

All data were expressed as mean + S.D (standaratd®). Differences between groups
were assessed by the one-way analysis of variaABEOYA). If the variances between
groups were homogenous, groups were subjectec tantiftiple comparison Dunnett's test. If
the variances were not homogeneous, groups werparech by the Mann-Whitney test. *P <

0.05 was considered as the statistical significdene!.
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4.3.3. Résume de l'article

L'analyse de la pharmacocinétique des NTC non fonotlisés nécessite d’utiliser comme
traceur un composant intrinséque du NTC considafié, d’éviter toutes modifications
structurales susceptibles d’agir sur sa toxicigs métaux catalysant la fabrication des NTC
semblent étre de bons candidats puisqu’une fractisituelle est toujours présente sur les
NTC. Afin de le vérifier, nous avons instillé degs par des MWCNT contenant 0,5% de Ni.
7 jours apres traitement, I'analyse au MET couplé@ sonde EDX (Emission de photons X)
de coupes de poumon et de ganglions lymphatiquesatdetraités, révéle une parfaite
colocalisation entre les MWCNT et le Ni. Ainsi, l&sultats obtenus montrent que le Ni reste
parfaitement fixé au NTC dans l'organisme et peohad étre utilisé comme traceur du
MWCNT considéré lors d’étudas vivo. Nous avons alors cherché a détecter la présence
éventuelle de NTC dans de nombreux organes (feies,rate, coeur, cerveau, poumon,
testicules, ganglions lymphatiques et thymus) aemivtemps suivant linstillation. A
I'exception des poumons et des ganglions lympheatigia présence de Ni, et donc de NTC,
n'a pas été détectée dans d'autres organes aprés3D, 90 et 180 jours, suggérant ainsi
I'incapacité des MWCNT a traverser de facon sigatiive la barriere alvéolo-capillaire. De
plus, il a été observé que la totalité du NTC llésteste présente dans le poumon pendant au
moins 1 mois aprés le traitement. Une diminutior68& et de 84% de la quantité de NTC
injectée est cependant observée a respectivemantis8 et 6 mois. Les NTC n’ayant été
retrouvés dans aucun autre organe que le pournles ganglions, il est possible de conclure
en I'existence probable d’'un mécanisme de clairgud@onaire pour le NTC étudié.

Afin d’identifier ce mécanisme, nous avons cheréhénettre en évidence ses principales
étapes. Pour ce faire, des rats ont été instibéslp10 ou 100 pg de MWCNT et différents

parametres ont été analysés 1, 7, 30, 90 et 189 ggues traitement. Des coupes de poumon
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ont ainsi été réalisées puis observées au METe &dd quantification en PCR quantitative de
’ARNmM de biomarqueurs du cytosqueletfegctine) et de la formation d’endosome précoce
(EEA1), la capacité des macrophages alvéolairehagqryter les MWCNT a pu étre
démontrée. La question est donc de savoir quelleestevenir des MWCNT une fois
phagocytés ? Pour répondre a cette question, Yemale la structure de MWCNT instillés
dans des rats a été réalisée au MET et en spempiesafrarouge aprés 15 jours. Suite a ces
expériences, une diminution de la taille des MWGHSI que des modifications physiques et
chimiques de la structure des NTC par fixation deugements alcools et nitrés ont été
notées. Par ailleurs, I'induction de TARNm d’enzgmimpliquées dans la dégradation des
xénobiotiqgues (cytochrome P450 1Al et 2E1) a étsunée. Ces enzymes, et plus
particulierement le cytochrome P450 1A1, sont cesmour jouer un role dans la fixation de
groupements hydroxylés tel que les alcools afifiagteriser la solubilisation et I'élimination
d’éléments étrangers. Elles pourraient donc inténdaans la clairance des MWCNT.

Par ailleurs, et bien que la présence de cellutegpoptose ait également été notée, une
induction de marqueurs de la phagocytose de cslapeptotiques (Elmo 1, EImo 2 et Dock
180) ainsi qu’une diminution de I'expression de okyhes proinflammatoires (IL-10 et
GMCSF), caractéristiques de ce phénomene, ontoéé&s Ainsi nous posons ici I'hypothese
d’'un mécanisme de clairance selon lequelle apragaqatytose, les nanotubes sont modifiés
physiguement et chimiquement. Les macrophages laivé® ayant joué leur rble entrent
alors en apoptose formant des débris cellulaires. debris sont alors pris en charge par un
nouveau pool de cellules afin de poursuivre I'étiation des MWCNT présents dans le
poumon.

Ce mécanisme permet, d’'une part d’expliquer la lenglairance pulmonaire des MWCNT,
et d’autre part de tenir compte de I'ensemble diservations effectuées et plus précisément

de l'absence de processus inflammatoire. Ces adsultyant été obtenus suite a une
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exposition unique, nous pouvons donc nous demandale serait la réaction de I'organisme

face a une exposition répétée.
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5. Bilan et Conclusion générale

5.1 La démarche méthodologique

Les nanotechnologies font I'objet de nombreux ksicle presse, débats publics et émissions
télévisées montrant I'inquiétude suscitée par &ndrpublic face a ces technologies du futur
tant sur le plan toxicologique qu’environnementaarmi les particules destinées a étre
utilisées dans l'industrie et donc susceptiblegrané de se retrouver au contact du grand
public, on distingue entre autres les nanotubesadaone (NTC). C’est pourquoi, au cours de
ce travail, nous avons décidé d’étudier la toxiciéécette particule et plus précisément d’'un
NTC multi-feuillet (MWCNT). En raison de leur faibltaille, les NTC sont trés facilement
mis en suspension faisant de I'appareil respirataine voie d’entrée principale dans
I'organisme. Pour réaliser cette étude, deux gratyges d’expositions pouvaient étre
envisagés : linstillation intratrachéale (IT) olinhalation. L'inhalation est une méthode
d’exposition plus physiologique et représentatieela réalité environnementale car elle ne
nécessite pas d’anesthésie et permet aux bardesesoies aériennes supérieures de jouer
leur réle de rétention et d'épuration. Cependaat,nlise au point d'une telle méthode
nécessite la production et la vaporisation d'ums@rcontenant des agglomérats de particules
de taille respirable (inférieure a 10 um). De plisyaluation de I'exposition réelle des
animaux est difficile. Lors d’un traitement par Iinconvénient majeur est de court-circuiter
le processus complexe de l'inhalation physiologicjiest a dire du dép6t, de I'épuration et de
la rétention des particules au niveau des voiesera®s supérieures. L'ensemble des
particules instillées vont alors se retrouver areau du poumon profond. L'avantage est que
la concentration réelle en particule au niveau dunpon est connue bien que certaines
particules ne devraient sans doute pas pénétrer prgond dans I'appareil respiratoire lors

du processus normal de respiration. Pour limiter ptebleme et mimer la realité
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physiologique, il est donc nécessaire de produme suspension de particules dont la taille
des agglomérats correspond a celle normalemenemesau niveau du poumon profond
(inférieur & 10 um). En dépit de cela, cette mé&hmesente I'avantage de permettre I'analyse
des effets toxiques induits par la particule étedians I'hypothese ou elle passerait les
barrieres formées par les voies aériennes supésieelr se retrouverait dans le poumon
profond. Par conséquent, ces deux techniques sonplémentaires lors de I'étude de la
toxicité d’'une particule. Les NTC étant relativerhegcents sur le marché, il est donc
nécessaire d’obtenir des réponses rapides surtdmigité et notamment d’identifier les
potentialités inflammatoires, fibrosantes, ou despge alvéolo-capillaire. C’'est pour cela que
nous avons choisi, lors de ce travail, de mettreant une méthode de dispersion des NTC
compatible avec le milieu biologique, capable dedpire des agglomérats de particules dont
la taille peut physiologiquement atteindre le pounpwofond. Ainsi, I'étude de la toxicité
pulmonaire et du passage de la barriere alvéoldlaap suite a une IT a pu étre menée.
Comme nous I'avons montré, I'utilisation d’albumiere tant qu’'agent dispersant semble étre
la mieux indiquée car cette protéine est natural@nprésente dans le surfactant pulmonaire

et permet la production d’'une suspension contetemtagglomérats de taille respirable.

5.2 La toxicité des nanotubes de carbone

Les études traitant de la toxicité des NTC suiten@ IT ont mis en évidence l'induction de
biomarqueurs de l'inflammation, des altérationgdpathologiques du poumon (granulomes
et fibrose) ainsi qu'un stress oxydant. Cependees, effets n'ont pas été retrouvés lors
d’expérimentations par inhalation ou lors de navdux suite a linstillation de NTC
dispersés par de la BSA. Une premiere hypothéset spre la BSA inhibe les effets induits
par les NTC au niveau pulmonaire. Les travaux deeDet al. (2007), montrant que les NTC

interagissent préférentiellement avec I'albuminesdie plasma, vont dans le sens de cette
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hypothese. Néanmoins, sachant que la quantité deuBiisée pour disperser les NTC est
100 fois inférieure a la quantité d’albumine nalleraent présente dans le poumon, on peut
considérer que I'inhibition de I'effet des NTC sptible d’étre induite par la BSA ajoutée est
négligeable. Une autre explication plausible segaieé les effets pathologiques observés
(inflammation, granulomes, fibrose...) pourraienediés a l'instillation de gros agglomeérats
qui physiologiquement sont bloqués au niveau déssv@eriennes supérieures. Leur présence
anormale dans le poumon profond pourrait donc &tferigine des phénomeénes déléteres
décrits.

Etant donné que la mise au point de notre métheddispersion a également été I'occasion
de constater que le nombre d’agglomérats phagoéydisinversement proportionnel a leur
taille, et que ce phénoméne s’accompagnait dediatesd’inflammation, de stress oxydant et
d’altérations histopathologiques, nous avons éimygpbthese selon laquelle les NTC de taille
respirable pouvaient étre éliminés via un mécanidenelairance pulmonaire. Afin de réaliser
une étude pharmacocinétique, il était nécessaidemtifier puis d'utiliser un traceur. Or,
I'ajout de traceur a la surface des NTC peut emdraiine modification de leur toxicité mais
aussi de leur pharmacocinétique. Par conséquertijshtion des catalyseurs métalliques
naturellement présents sur les NTC s’est révélée lat solution la plus appropriée. Les
résultats obtenus ont permis de confirmer que [E€ [douvaient étre éliminés au niveau du
poumon par un long mécanisme (100 pg €liminés es @& 6 mois) sans passer la barriére
alvéolaire et qu'ils subissaient des modificatiphysiques et chimiques. Plusieurs enzymes
sont connues pour leur réle dans la modificatiogsio-chimique de xénobiotiques et en
particulier le CYP1Al dans la modification de mailes carbonées telles que les
hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP). @dpat, ces modifications sont
€galement connues pour induire la formation d’aiddail’ADN responsables des processus

cancérigenes. Ainsi, lidentification des modificats chimiques des NTC couplées a
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I'induction du CYP1Al suite au traitement des MWCIN€rmettrait peut-étre de mieux
comprendre les potentiels effets carcinogenes tdétans la littérature. Il semble également
évident que le CYP1A1 ne peut a lui seul étre nesgble de I'ensemble des modifications
chimiques induites aux NTC dans le poumon. Nousnavmontré que les NTC étaient
phagocytés au niveau des macrophages alvéolaigesilstétaient présents dans des vacuoles
cytoplasmiques. Ces vacuoles ont la capacité denfiosr avec des lysosomes qui contiennent
un grand nombre d’enzymes dont certaines intereiehprobablement dans les modifications
chimiques et la clairance des NTC.

Associées a ces observations, I'apoptose et lagolytase de cellules apoptotiques ont été
mises en évidence. Ces phénomenes physiologiquésiéerits en I'absence d’inflammation
et de stress oxydant (Alibert et Chimini, 2002)ngij le mécanisme de clairance, reposant sur
I'entrée en apoptose des macrophages ayant phagecpartiellement digére les NTC ainsi
gue sur la phagocytose des cellules en apoptodeeresadéquation avec l'absence
d'inflammation et de stress oxydant décrits lors rdes expériences et des expériences
d’'inhalation. Ces résultats sont également un aegunsupplémentaire en faveur de
I'hnypothese selon laquelle les gros agglomératdTe présents de fagon anormale au niveau

du poumon profond pourraient étre a I'origine diéste délétéres décrits.

5.3 Perspectives

En perspective, il serait donc intéressant de meumprendre le mécanisme de clairance des
NTC. Pour ce faire, il faudrait mettre en évidethes récepteurs capables de conduire a la
phagocytose de ces particules et d’identifier Iegymes et le mécanisme conduisant au
clivage des NTC. Plus particulierement, il faudeaissi étudier le réle éventuel des CYP1Al

et 2E1 afin de définir précisément les intermédmthimiques conduisant a leur élimination.
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Une fois ces intermédiaires identifiés, la prése@eentuelle de molécules potentiellement
cancérigenes pourrait étre recherchée.

Par ailleurs, une meilleure connaissance de la d@aetivation de l'apoptose et de la
phagocytose des cellules apoptotiques des macreplaggolaires suite au traitement par les
NTC, pourrait permettre d’envisager une meilleusstgpn de leur utilisation en tant que
vecteur de médicament.

Enfin, la mise en place d’'un modéfevitro de barriere pulmonaire, afin d’étudier la toxicité
et le passage des NTC, permettrait une approclseciiée des mécanismes impliqués et va
dans le sens de I'éthique et de la réglementatieacR qui préconisent une limitation de
I'utilisation des animaux de laboratoire.

Suite a ces expérimentations, il est possible éespavoir une meilleure compréhension des
résultats contradictoires observeés lors des étpael et inhalation, d’'identifier les éventuels
effets a long terme des NTC au niveau pulmonaimotimment les effets cancérigénes afin
de déterminer des seuils d’exposition pour lesditeurs et la population mais aussi pour

leur utilisation médicale.
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Résumeé

Les nanotubes de carbone (NTC) sont difficilemedtectables dans les matrices biologiques. Ceci
rend I'étude de leur toxicité et de leur biodisttibn plus difficile. Lors de ce travail, nous agon
étudié, dans un premier temps, I'effet de I'albuenggrique de veau (BSA) sur la dispersion des NTC
puis dans un second temps, la toxicité, la biddistion ainsi que la clairance d’'un NTC multi-fdetl
(MWCNT) chez le rat en utilisant le nickel, une impté métallique présente dans le nanotube étudié.
Aprés une unigue instillation intratrachéale de 10 de MWCNT, nos résultats ne montrent ni
inflammation, ni lésions pulmonaires, ni modificats des paramétres physiologiques pulmonaires.
De plus, I'absence de passage de la barriere akodgiillaire et la mise en place d’'un long mécarism
de clairance ont été observées dans le poumondafimieux comprendre ce mécanisme et a I'aide de
la microscopie electronique et de la spectroscograrouge, nous avons montré que les MWCNT
sont chimiquement modifiés et sont clivés dansdanmon. Ces résultats, ainsi que I'étude de la
phagocytose des MWCNT et de l'apoptose des macgaghalvéolaires, ont permis d'émettre
I'hypothése d’un mécanisme de clairance selon lgyliélimination des MWCNT dans le poumon
serait liée a la phagocytose, I'apoptose, la dégiad de MWCNT par les macrophages alvéolaires

puis la phagocytose de cellules apoptotiques.

Mots clés:Nanotube de carbone, poumon, apoptose, inflammailmagocytose, et rat.

Abstract

Constituted only by carbon atoms, carbon nanot(G&s) are hydrophobic and hardly detectable in
biological tissues. These properties make biokisetind toxicology studies more complex. In this
work, we propose to study the effect of bovine sealbumin as a dispersing agent for CNT. The
toxicological effect of a multi walled CNT (MWCNTnd a method to investigate the biopersistence
of CNT in organism, based on detection of nickemetallic impurity present in the MWCNT we
investigated were then analyses. Our results, ts treat received 100 pg of MWCNT by a unique
intratracheal instillation, reveal that MWCNT dotrionduce histopathological lesions, modifications
of physiological pulmonary parameters and inflamamatMoreover, MWCNT do not significantly
cross the pulmonary barrier and can be eliminayed blow mechanism. Using electonic microscopy
and infrared spectroscopy, we showed that MWCNT beygleaved and chemically modified in the
lung. Analyses of MWCNT lung clearance mechanisatlas to propose a hypothesis based on the
phagocytosis, apoptosis of alveolar macrophagessilgle degradation of MWCNT by alveolar

macrophages, and elimination of apoptotic cells.

Keywords: Carbon nanotube, lung, apoptosis, inflammatioagpleytosis, and rat



