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INTRODUCTION

Les nanoparticules sont considérées comme desfaate risques potentiels pour la santé
au travail. Bien que le risque sanitaire induit pgg nanoparticules soit encore assez mal
caractérisé, les nano-aérosols présents dans lgisrares industrielles correspondent déja a
de forts enjeux de prévention aprés les effets slateurs de I'exposition a I'amiante. En
effet, les particules inhalées peuvent étre resgimlas de pathologies pulmonaires : asbestose,
cancer broncho-pulmonaire, mésothéliome de la pléurdigestives (Salmeron 2008) comme
l'illustre le cas de I'amiante au siécle dernieepbis les nanotechnologies n'ont pas cessé
d’étre développées, cet essor entraine de nomlweusguiétudes dues au manque
d’information sur leurs toxicités.

En effet lors des différentes étapes du procédsydthése des nanoparticules et du cycle
de vie des produits (Figure 1), un risque d’inhatatde nanoparticules aérosolisées existe
(Ostiguy 2006; G. Oberdorster et al. 2007). Legi@aes fines (diametre inférieur a Ard)
et ultrafines (diameétre inférieur & Quh) vont pouvoir ainsi pénétrer puis se déposer temns
différentes parties du tractus respiratoire. Legroghages alvéolaires, présents au sein de
I'appareil respiratoire, participent a la barriékéfensive de I'organisme. Ces cellules ont une
activité de phagocytose qui leur permet d’inteswliles nanoparticules étrangéres afin de
tenter de les éliminer notamment a l'aide de I'appanucociliaire et de la déglutition via le
carrefour aéro-digestif. Au cours de ce processnisdique, les particules inhalées peuvent
se révéler toxiques. Elles peuvent en effet engardlrs symptdmes respiratoires, provoqués
par une inflammation et pouvant conduire a un esgucogene notamment lors d’exposition
chronique (Ginter Oberdorster 2002; Buzea et @l72Warheit et al. 2008).
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Figure 1: Cycle de vie et risque d’exposition (Eair de www.nanosmile.org)

En raison des risques potentiels encourus daredie d’une exposition professionnelle, il
est indispensable d’évaluer la toxicité des paldigdines inhalées. Des études préliminaires
montrent que les paramétres physico-chimiques dasparticules (composition chimique et
structurale, propriétés de surface, caractérissigneorphologiques...) ont une grande
influence sur l'activité biologique mesurée (Gun€erdorster 2002; Buzea et al. 2007;
Warheit et al. 2008).L’évaluation du risque a palnjectif de permettre de meilleures
conditions d’hygiene et de sécurité dans les ancemprofessionnelles et ainsi de limiter les
Impacts nocifs sur 'organisme.

En milieu professionnel, le risque est défini commerobabilité qu'une personne subisse
un préjudice ou des effets nocifs pour sa santéasnd'exposition a un danger. Les risques
sont exprimés sous forme d'éventualité ou de pibigatiune maladie ou d'une blessure.

L’évaluation du risque suppose donc une bonne ¢ssauace de l'identité du danger et de
la toxicité des produits (relation dose-réponsegs chiveaux d’exposition et de la
caractérisation des dangers aux divers postesadailtrL’intégration de I'ensemble de ces
informations et la comparaison des propriétés danges et de la dose effective estimée a
partir des niveaux d’exposition permet une évatumtiu niveau de risque. En I'absence de
données toxicologiques adéquates sur les nanagesjdl demeure possible de documenter
les risques connus pour la méme substance de saifiérieure. Ceci devrait fournir des
informations minimales sur la toxicité potentielies nanoparticules mais cela demeure
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insuffisant et non satisfaisant. La Figure 2 résulee informations et connaissances
normalement nécessaires pour I'évaluation du risque

Il est essentiel de rappeler que le risque n’estymgquement fonction de la toxicité d'un
produit mais de la combinaison de la toxicité mgéique d’'un produit et son exposition. Le
risque peut donc s’exprimer par :

Risque= Toxicité x Exposition

Niveaw: production )./_ Emisszion de N

facteurs d'emission '\,_ contaminant

Suiv
Quantification
exposition

Concentration
environnementale

1
Modéfisation P
envirennementale
Evaluaﬁpn exposition ——p-| Expaosition -
du travailleur humaine Evaluation

| du risque
Madélisation /Y\
exposition

Dose
biologiquement _ i
'\__ zignificative Quantification
—_— des effects

Maodélisation | Interaction avec
phamaco-cinétique .\_ macromolécules

Relation quantitative Effects a la sante

stnucture-activité : iy

Etudes de Etudes de Etudes
toxicité in witro toxicité animale épidémiologiques

Figure 2: Approche classique a I'évaluation du risg (Ostiguy 2010)

L’exposition correspond a la mise en relation avacsource de danger (aérosols
particulaires, polluants, etc). Elle dépend dongbllsieurs paramétres dont la voie d’entrée
dans l'organisme, la fréquence et le degré d'ekdipas{Claude Ostiguy et Brigitte Roberge,
2008). Pour supprimer le risque il faut donc inggriv sur la toxicité ou l'exposition
constituée par les particules en suspension awdsdienvironnement de travail.

Ces travaux font suite a la thése de Najih Boumabdtenue en janvier 2009 visant a
évaluer la toxicité du carbure de silicium (Sid3. dont réalisés en étroite collaboration avec
un partenaire industriel afin d’évaluer la toxiaikes nanomatériaux qu’ils utilisent.
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Les nanoparticules étudiées lors de cette thésedssnnanoparticules de boehmite. Ce
matériau est un oxyhydroxyde de I'aluminium AIO(Ol@et un précurseur de I'alumineet
de l'aluminey. Elle posséde ainsi de nombreuses propriétés ampe, réfractaire, isolant
ou optique. Au cours des différentes étapes dehegni des risques de suspensions de ces
particules sont possibles et donc d’inhalation gesremployés de notre partenaire industriel.
Ce pourquoi a titre indicatif il est important didter la toxicité des nanoparticules de
boehmite.

Ces travaux ont la particularité d’'avoir été réadisen collaboration entre I'Ecole des
Mines de Saint Etienne (EMSE), la faculté de mé&dede l'université Jean Monnet et le
Laboratoire Interdisciplinaire d’étude des Nanopateés Aérosolisées (LINA). Ce dernier est
unlaboratoire interdisciplinaire mis en place de®009 dans le cadre de I'lFR 143 (IFRESIS
—Institut Fédératif de Recherche en Science Ingéne¢ Santé). Il réunit, autour du théme des
nanoparticules, les compétences en physique/climeolide de 'TEMSE et les compétences
médicales et biologiques variées des biologist&siatins et chirurgiens de I'Université Jean
Monnet et du Centre Hospitalier Universitaire denBRtienne.

L’évaluation et la recherche en matiere d’actibitdlogique des nanoparticules constituent
la thématique transversale de I'équipe, en se iBasdl sur les questions fondamentales de
biodistribution, de biopersistance et de biotogicgrace a [l'utilisation de nanoparticules
industrielles ou synthétisées a facon a I'échealldéathoratoire (nanoparticules dites « modéles

»).
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I.1.Contexte de I’étude

I.1.1. Le monde des nanotechnologies

I.1.1.1.  Définition et sources d’émission des nanoparticules

Les nanoparticules sont des objets rencontrésiwdeqnl plus couramment, employés dans
des secteurs divers. Ces produits sont classésIsels différentes origines :

- Origine naturelle : provenant principalement de®namenes de nucléation, des
condensations de vapeurs dans I'atmospheére, desngo{cendres) et des combustions
de foréts.

- Origine anthropogéniques non-intentionnelle ou Egaussi accidentelles issues des
procédés chauds tels que le soudage des métauncoreda combustion des moteurs.

- Origine anthropogéniques intentionnelles qui somectement manufacturés par

I’'hnomme sous forme de nanomatériaux.

Dans la figure 3 sont regroupées les différentasces de nanoparticules.

Naturelles Anthropogéniques
Non intentionnelles Intentionnelles
Feux de foréts Combustion des moteurs ~ Nanomatériaux
Cendres volcaniques Incinérateurs manufactures:

nanoparticules, nanotubes,
Fumés de métaux (soudage, nanofilms

etc , )
) Métaux, semiconducteurs :

Autres fumées oxydes metalliques, carbone
Friture, grillade

Figure 3: Principales sources de nanoparticules .(Gberdorster et al. 2005)
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O

Atome de chlore
0.1 nm

40 -100 pm

Figure 4: Exemples d’objets présents dans la nature dans éokelle de taille en nanometre
(Ibaseta 2007)

Le terme «anoparticule » est utilisé pour des particules dont au moins dee
dimensions est inférieure a 100 nnorme ISO TS/27687)Le rayon d’'un atome éta
del’ordre du dixieme de nanometre (de 0,025nm pdura 0,26 nm pour Cs), ur
nanoparticule peut étreomposée de quelques dizaines a plusieurs centailatsmes
(environ 500 atomes pour le silicium par exempl&s nan-objetssont distinguées selc
leurs dimensiongCao 2004; Afsset 200 (Figure 5):

- aucune dimensionan¢ matériaux tels que les nanocomposites (compostesrcés
avec des nanobjets (exemp : avec des nanotubes)), ou les solides nanocimnsta
solide macroscopige constitué de nanocrista

- une dimension nanomatériaux avec une dimension a I'échelle nanamédrtypique
des films et des revétements de surface. Les maediis ont été utilisés pendant
décennies dans divers champs comme I'électronigudmie.

- deux dimensions nananatériaux avec deux dimensions a I'échelle nanogue par
exemple les nanofibres, les nanotubes, les nanmadiiés et nanobatonnets (nanotu
de carbone, nanofibres de SiC, nanotubes de bors.gnt donc une de leurs tr
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dimensions supérieures a 100 nm : un diameétre deglielques nanométres et une
longueur de 500 nm a 10 um.

- trois dimensions nanométriques : le matériau asbmetrique dans les trois directions
de l'espace, et n'a en conséquence aucune dimemsioro ou macrométrique
(particules manufacturées ou issues de procédastinls).
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Nanoparticules Nanofils, Nanofilms Nanocristallins,
nanobaguettes, nanocomposites
nanotubes

Figure 5: Schéma représentant les différents typlesnanoparticules (Ibaseta 2007)

Les nanoparticules peuvent donc avoir des formes diverses (sphériques, fibreuses,
tubulaires et planes) et nous verrons ultérieuré¢mee la morphologie est un parametre
important pour expliquer I'activité biologique dearticules.

I.1.1.2. Modification des propriétés des solides divisés a ['échelle

nanomeétrique

Il a été montré dans de précédentes études togiqolkes expérimentalés vivo etin vitro
sur des particules fibreuses et sphériques de taikrométrique que les particules fibreuses
naturelles, comme I'amiante, sont associées a flets eytotoxiques et génotoxiques qui
entrainent dans le cadre d'une exposition prolongéerisque accru de pathologies
inflammatoires et cancéreuses comme des fibrosésopaires et de cancers broncho-
pulmonaires (Stanton et al. 1977).

Dans le cas des nanoparticules, leur trés petilee teeur confére des propriétés
remarquables avec notamment une surface spécifiggi@nportante.
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b
Figure 6: Schéma représentant la relation entreltaiet surface spécifique(Zeyons 2008)

Une microparticule cubique d’'un micrométre de giddséde une surface de 6um?2, si on
estime que cette microparticule est composée depaaticules de 1nm de coté alors elle aura
un volume de 1nnT et une surface cumulée de toutes les nanopasidel®.18umz2. Donc
a volume égal, la surface spécifique des nanopéeticest 19 fois plus grande que celle
d’'une microparticule (Figure 6). Avec cette gamneetdille, la principale caractéristique
conférée aux nanoparticules est un rapport suffackime tres élevé.

Comme le montre la figure 7, plus la taille d’'unartcule diminue plus le nombre
d’atomes se trouvant en surface augmente. Cetterienge fraction d’atomes en surface va
avoir pour conségquence de modifier significativetdes propriétés atomiques, électroniques,
physico-chimiques, optiques et également la rééetdes nanomatériaux par rapport aux
mémes matériaux mais de taille micrométrique.

Ainsi ces deux caractéristiques conferent de ndes/@ropriétés aux nanoparticules.
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Figure 7: Evolution du rapport surface/volume (erldu) et de la fraction d’atomes présents a la
surface de la particule (en rouge) en fonction diathetre de la particule(Witschger O., Fabries J-
F. 2005; Simon-deckers 2008)

D’apreés la figure 7, pour un diametre de partiaded,02um, environ 15% des molécules
sont situées en surface et le rapport surface/®leshde I'ordre de 3.3%®%m® (équivalent &
une surface spécifique de 30DgT pour une masse volumique de 1gdm

Cette figure montre que les deux facteurs conssdatgmentent de facon significative
lorsque le diamétre de la particule diminue, eniqdier en dessous de 100 nm. Lorsque le
diamétre décroit de 500 a 5nm, la proportion deceues a la surface passe de moins de 1%
a pres de 50% (Witschger O., Fabries J-F. 2005).

Les nanoparticules possédent un réel intérét induset économique au vu des
nombreuses propriétés remarquables qu’elles pegsgiitigure 8):

- Les premiéres suspensions de nanoparticules ésusligntifiguement sont attribuées
a Faraday (1847). Il établit le lien entre les eows (doré, bleu, noir ou encore rouge
vif) de solutions de particules d'or (appelées 4sso d'or) et leur taille. Cette
propriété était depuis longtemps exploitée pournéonleurs couleurs vives aux
vitraux.
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[36]

Optigues : Certaines nanoparticules d’oxydes méteds ont la capacité d’adsorber
dans les UV comme par exemple l'oxyde de zinc (Ze®)e dioxyde de titane
(TiO2)qui sont utilisées dans les produits cosmétiquesnies solaires) car elles
représentent une bonne protection contre les UY épuayant I'avantage d’étre
transparents dans le visible.

Electriques : L'ajout de nanotubes de carbone (Mdt@¢s matrices composites comme
Al,O3, (Zhan et al. 2003) augmente par exemple tresfisigtivement la conductivité
du matériau. Ces propriétés électriques, duegpeobamité de leurs niveaux d’énergie
occupés et vacants (confinement quantique), foatragmoparticules des candidates
idéales pour la photocatalyse(Kamat 2002). C’est g@geemple le cas pour les
nanoparticules de Tif) elles sont incorporées a des surfaces pour leonat des
gualités «autonettoyantes». Des industries tré®emiles emploient a ces fins aussi
bien dans le batiment que le textile (Qi et al. &0¥igneshwaran et al. 2006;
Chattopadhyay & Patel 2011). Les NtC possedent pepriétés électriques tres
intéressantes: selon leur hélicité, les NtC peuvétne conducteurs ou semi-
conducteurs. lls sont aussi capables d’émettreéldesrons lorsqu’on les soumet & un
champ électrique, et cet effet est d’autant plysoirtant que le NtC est long et fin (A.
K. Jain et al. 2007).

Mécaniques : Les propriétés s’étendent de la slgsigité (ex : matériau constitué de
cuivre nanocristallin, (L. Lu et al. 2000) a desiséances décuplées (ex : renforcement
de matrices par des nanotubes de carbone). Enlaffireté de NtC multiparois peut
atteindre celle du diamant.

Biologique : La petite taille des nanoparticulesirlgpermet d’interagir de facon
particuliere avec les systémes biologiques (preginmembranes, cellules).
L'utilisation des nanoparticules a des fins thétaiggies a été envisagée il y a déja
une vingtaine d’années et continue de susciteretdeerches actives dans ce domaine
notamment dans la libération controlée de médicésn@ouvreur & Puisieux 1993;
Moghimi et al. 2005) ou I'amélioration des techregud’imagerie médicale. On parle
alors de nanomédecine. Cependant, une utilisaboimaote des nanoparticules pour
des applications de diagnostic, d'imagerie, vougtives ne sera envisageable qu’'une
fois que la toxicité des nanoparticules aura été#i@é en amont.
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Propriétés Exemples
Catalytique Efficacité catalytique élevée due au rapport seffaalume élevé
Electrique Augmentation de la conductivité électrique desméyaes et des

nanocompaosites magnétiques
Augmentation de la résistance électrique des métaux

Magnétique Augmentation de la coercivité magnétique, compoetem
superparamagnétique

Mécanique Augmentation de la dureté et de la solidité desaméet des alliages, de la
ductilité et de la superélasticité des céramiques

Optique Changement spectral de I'absorption optique epdgsriétés fluorescentes,
augmentation de I'efficacité quantique des cristsemi conducteurs

Stérique Augmentation de la sélectivité

Spheres creuses pour un transport spécifique deamdents et une
distribution contrélée
Biologique Augmentation de la perméabilité vis-a-vis des kaes biologiques
(membrane, barriére épithéliale,...), augmentatiolad@ocompatibilité

Figure 8: Récapitulatif des changements de propégtdes particules a I'échelle nanométrique
(Luther, 2004)

1.1.1.3. Les domaines d’applications des nanotechnologies

Le marché des nanotechnologies ne cesse de grdeguis les années 90. Les
nanoparticules possedent de nombreuses propriétégegvent donc conduire a un large
domaine d’applications industrielles. En 2010, pmet économique et industriel des
nanotechnologies se répartit sur trois grands sextelectronique, pharmaceutique etles
nanomatériaux (Figure 9).
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Figure 9: Répartition en pourcent de I'impact écomique global des nanotechnologies en 2010
(INERIS 2007)

De nombreux secteurs voient les nanomatériaux\sslafgper (Afsset 2006) :

- Electronique et communication :mémoires a hautesitielet processeursminiaturiseés,
nouvelles cellules solaires, batteries et cellublescombustion, descomposantes
digitales logiques, des écrans plats a éclairefmignt, un couplagesilice/substances
organiques.

- Pharmaceutique: développement d’agentsantimicrebide marqueurs biologiques
pour la recherche et le diagnostic, de procédégpadestion biomagnétiques, des
vecteurs d’administration de médicaments, des milidecontraste pour I'imagerie
par résonance magnétique, des dispositifs orthqpédiet des écrans de protection
solaire, délivrance des médicaments sur-mesureuemgnt a des organes préecis.En
ce qui concerne les soins de santé, les nanomatép@rmettront de réaliser des
moyens de diagnostic miniaturisés implantés afobtEnir des diagnostics précoces,
en chirurgie, d’améliorer I'ingénierie tissulairé les implants avec des revétements
ameéliorant la biocompatibilité et la bioactivitéarlalyse d’ADN, la construction
d’appareils d’ultraprécision, des systemes d’arebtxde positionnement, de meilleurs
systemes optiques, des biopuces a haute densib@odatection de pathogenes, la
détection de protéines...

- Chimie et matériaux :développement de nanocomposde matrice polymere,
elargissement des domaines d’application des pobsnét amélioration de certaines
propriétés (allégement et renforcement des strestuamélioration des propriétés
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optiques, augmentation de la durabilité, mais égeid¢ résistance au feu, aux
températures élevées et aux chocs thermiques)ut.esb d’obtenir des céramiques,
pigments, poudres et catalyseurs multifonctioneelglus efficaces, des technologies
de collage sans colle, de nouvelles technologies sdadage, des couches
fonctionnelles (anti-adhésif, antistatique, etdgs peintures, vitres et vétements
photo-actifs et autonettoyants, etc.

- Transport: réduire le poids des véhicules,augmemderrésistance des pieces
automobiles (rayures), augmenter la tenue a la destyre de certaines pieces,
diminuer la consommationd’énergie, limiter les é&itas de gaz a effet de serre et
augmenter la sécurité et leconfort des passagérsnAutique et spatial : améliorer la
performance et diminuer le poids des matériaux,angen la durée de vie, diminuer la
consommation et améliorer la performance desmateurs

- Autres:

* Environnement : utilisation des nanomatériaux gaweduction des émissions de
polluants, le traitement des effluents (photoca®let purification des gaz), la
production d’eau ultrapure a partir d’eau de mer...

 Energie: amélioration des performances des system@nergétiques,
développement d’énergie propres, économies d'émerdéveloppement de
matériaux pour le stockage de I'hydrogene, cellplestovoltaiques, éclairage plus
économique, matériaux isolants plus efficaces...

» Cosmeétiques : améliorer les propriétés des prodogmeétiques telles quela tenue,
la transparence, la brillance et les propriétéegjaps (filtration des rayonnements
ultraviolets, tenue des cremes solaires a I'eaaptation a I'environnement par
effet photochromique, nouveaux effets visuels,-agiilissement de la peau.

» Alimentaire : revétement imperméable, membranes [@traitement des liquides
alimentaires, marquage pour la tracabilité

Le Tableau 1 ci-dessous rassemble pour différemttesrs d’activité, les applications
visées par l'utilisation des nanomatériaux et Imrme quelques entreprises concernées.
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Secteurs Applications visées Fabricants- Production (2010)
Utilisateurs
Revétement imperméable
.Agro-. Membranes pour le traitement de liquides alimeegair Laiteries, vins
alimentaire
Marquage pour la tracabilité
Revétement auto-lubrifiant, anti-rayure et anticsion Rhodia, Michelin, Oxydes de Ce, Ti
. Saint Gobain,
Automobile Pneu vert, Pot catalytique Hutchinson Nanotube de C
Vitrage autonettoyant, hydrophobe, athermique Renault. Arcelor
Catalyseur pour chimie sélective Rhodia, Arkéma
Chimie ]
Photocatalyse pour production de H
Anti-UV, anti-vieillissement L'oréal, BASF Oxydes de Ti, Zn,
Cosmétiques ) ) Fe1Can
Antibactérien DGTec

Matériau isolant

Nanotubes de C,
oxydes de Ti, Zn,

Alliance, Croles

Electronique Polissage de wafers et disques durs Baikowski Fe. Cel(%t/an
Polymére nanostructuré pour électronique souple Arkéma, iNanov
Pile a combustible, Eclairage a basse consommation Toshiba, Arkéma,
. . . DGTec, Kodak,
Energie Allégement de structure pour éolien Phillips
Cristaux photoniques pour panneaux solaires
Traitement de pollutions Orelis TAMI, Suez OxydéaldFe
Environnement ]
Traitement de I'eau potable 10%t/an

. Délivrance ciblée de médicaments Arkéma nC60, quantum
Santé,
. . . . . . dots, oxyde de Fe
pharmacie Réparation et implants Biometrix, DGTec 1t/an
Textile Antibactérien, retard au feu, filtres UV et IR DGET&®hodia
habillement  Tisgy indéfroissable et antisalissure Nano-Tex

Tableau 1: Applications visées par I'utilisation denomatériaux, entreprises concernées et
estimation de la production mondiale actuelle(Af$2906)

La production industrielle francaise de nanomatsrien 2008 au niveau national, d’aprés
un bilan de I'Agence francaise de sécurité samitale I'environnement et du travail
(AFSSET, devenue entre temps I'ANSES pour Agenciomale de sécurité sanitaire),
s’appuyant également sur une étude antérieureusitiit national de recherche et de sécurité

(INRS) est de :
Pres 485 000 tonnes de silice par environ 1300abgérs,

- 469 000 tonnes d’alumine par pres de 1000 opésateur

- 300 000 tonnes de carbonate de calcium,

240 000 tonnes de noir de carbone par 280 opésateur

[40]
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- 250 000 tonnes de dioxyde de titane sous forme isubnique et 10 000 tonnes sous
forme de nanoparticules impliquant270 opérateurs,

- La capacité de production francaise annuelle detnaes de carbone est de 10 tonnes
impliquant 10 opérateurs(Gaffet 2011).

I.1.2. Devenir des nanoparticules dans I’organisme

L’intérét croissant des nanomatériaux, ainsi que fpgoduction en forte augmentation, ont
conduit a de nombreuses études sur la toxicologgendnoparticules. En effet le nombre de
publications était de 1 en 1990 et est passé adadud000 en I'espace de seulement 30 ans
(Figure 10). En ce qui concerne la toxicité de deHmite, nous recensons seulement deux

publications (Pauluhn 2009; Pauluhn 2011).

15004
10004

500+

Nombre de publications

0 .
1990 1995 2000 2005 2010

Figure 10: Evolution du nombre de publications anelles contenant le groupe de mots «toxicité
des nanoparticules » (Science Direct)

Dans cette partie, nous présentons donc quelquEsests sur la toxicologie des
nanoparticules.

Les effets toxiques des nanoparticules sont aboedéfonction de la voie d’entrée de
cellesci dans I'organisme : par inhalation, par ingestipar voie dermique et par voie

intraveineuse. Cette derniere ne sera pas abordés dotre cas car elle implique
essentiellement une entrée volontaire et non sidésenanoparticules dans I'organisme (par

exemple pour des applications médicales).
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1.1.2.1. Voies d’entrée dans "organisme

L’homme peut entrer en contact de différentes nrasi@avec les nanoparticules (Hervé-
Bazin & Collectif 2007). La voie respiratoire eatJoie la plus importante et par conséquent
la voie la plus étudiée.

1.1.2.1.1. Voie respiratoire

Définition des voies respiratoires
Les particules peuvent pénétrer par le nez ou pabduche a lintérieur du tractus
respiratoire qui se compose schématiquement depesties (Figure 11):
- Les voies aériennes supérieures comprenant la bplechez, le pharynx et le larynx.
- L’arbre trachéobronchique allant de la trachéel@aoxches puis bronchioles.
- Le parenchyme pulmonaire comprenant les bronchitdewminales, les alvéoles et

surtout la barriere alvéolo-capillaire.

APPAREIL RESPIRATOIRE

cavité nasale
= cavité buccale
ARy épiglotte
larynx
trachee
bronchiole terminale
carene

poumon gauche
scissure inter-lobaire
diaphragme

bronche droite

poumon droit

alvéole pulmonaire

oesophage

s nFovisualsinFo

Figure 11: Schéma de I'appareil respiratoire (wwwiovisual.info)
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Figure 12: Schéma et coupe transversale d’'une tamaison bronchiale et d’'un alvéole
(http://fr.wikipedia.org)

Arbre trachéobronchique

Au niveau de l'arbre trachéobronchique a lieu lairahce mucociliaire. C'est le
mécanisme par lequel les particules inhalées, itle ti@p importante pour étre absorbées par
la voie pulmonaire, sont absorbées par la voie stige Ainsi, les particules ayant un
diameétre de deux a cing um qui sont déposées danggion trachéobronchique sont
propulsées vers la bouche, par l'action combinéendaus et des cils de la muqueuse
respiratoire. Elles sont ensuite avalées et peudtnatabsorbées par la voie digestive. Les
particules peuvent aussi étre exhalées par mouchaggernuement.

Mélanie PAILLEUX [43]



Chapitre I: Etude bibliographiqt

Le parenchyme pulmonaire

prossemreemeeemmmoee MRS Alveénio- Capiliaire
. Lumiere |
- de l'alvéole '

Echange de gaz

- - e

Gollagéne

Membrane i
basale commune  Film da phaspholigadas

Preumocyte de nlpa 1l “Conps lamllsine

Figure 13 Coupe du parenchyme pulmonaii(\Welsch 2004

Les alvéoles (Figure )2sont les derniers élements de [l'appareil respiratoire
correspondent a des petits sacs arrondis de 20@udiachéetre a paroi élastique permet
une adaptation aux mouvements respiratoires. Leseie éléments de I'apreil respiratoire
sont appelés sacspulmonaires ou vésicules pulnesnaians lesquels se produisent
échanges gazeux. lls ont comme fonction princip&lématose (transformation du sa
pauvre en dioxygéne et riche en dioxyde de carbemesang réoxyné au niveau des
poumons). Cette fonction se déroule précisémentiaau de la barriere alvér-capillaire
(Figures 13 et 14).
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Figure 14: Schéma de la barriére alvéolo-capilla{fddguyen 2009)

Il s’agit d’'une zone fonctionnelle spécifique deparoi inter-alvéolaire composée de 4
structures : le surfactant, le voile cytoplasmiguepneumocyte |, I'endothélium capillaire et
la lame basale fusionnée des cellules endothélieleépithéliales. Il s’agit d'une zone
fonctionnelle particulierement fine de I'ordre d @m qui représente environ 30% de la
surface alvéolaire (130 pour comparaison, le diamétre des globules ®mege de fum.
Ceci permet aux alvéoles d'assurer leur réle, gude transmettre I'oxygene au sang et d'en
extraire le dioxyde de carbone.

A ce niveau se trouvent deux types de cellulehélities alvéolaires : les pneumocytes |
composant la barriere alvéolo-capillaire et lesupnecytes Il qui sécrétent le surfactant (film
endoalvéolaire protecteur permettant de résistda @ression des gaz notamment). La
présence de ce dernier est donc essentielle, dansdure ou il permet de diminuer la tension
superficielle en permettant ainsi une distensidmpuaire plus facile.

Au niveau alvéolaire il n’y a plus d’appareil med@mire mais un épithélium alvéolaire
avec les pneumocytes et les macrophages alvéoldires a la surface. Ce sont eux qui
peuvent capter les particules et soient elles sambntées en amont du tractus respiratoire,
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soit elles migrent dans l'interstitium conjonctibyr gagner les vaisseaux lymphatiques et
activer des lymphocytes.

Devenir des particules inhalées

Seule une fraction des particules initialement s va pouvoir se déposer dans les
différentes parties du tractus respiratoire. Ddfés mécanismes interviennent lors du dépét
des nanopatrticules (Figure 15):

- L'impaction : phénoméne lié a linertie des partéss Lors d’'un changement de
direction dans le mouvement du fluide, les paréisutencontrent un obstacle et ne
peuvent donc suivre fidelement I'écoulement de.I'@et effet est plus important pour
les plus grosses patrticules.

- La sédimentation : action de la gravité sur ledipaes, cet effet augmente avec la
taille, la densité de la particule et la durée égdence des particules dans les voies
respiratoires.

- L’interception : elle se produit lorsque I'extréiid’'une particule, sans se dévier de la
trajectoire du fluide, entre en contact avec lapdiun conduit ou elle se dépose. Ce
phénomene peut étre significatif pour les parteue formes allongées comme les
fibres ou les agglomérats de particules mais néghite dans le cas de particules
sphériques.

- La diffusion : celui-ci est di0 au mouvement browniges particules, mouvement
aléatoire causé par le choc des molécules destaides particules. Ce mécanisme est
prédominant pour les particules inférieures a @mv#00-300nm.

- Les effets électrostatiques : ceux-ci apparaiskestiue les particules sont fortement
chargées, elles induisent alors une charge de smymeaire sur les voies aériennes, et
se sentent donc attirées par celles-ci, tout emt 8zumises a une répulsion avec les

particules voisines (dans le cas ou celles-ci estadharges du méme signe).
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1} Impaction

2) Sédimentation

3} Interception

4) Diffusion

S) Effetélectrostatique

Gravite

Figure 15:lllustration des différents mécanismes de dépots pkaticules inhalées dans les voi
respiratoires (Hervé-Bazin & Collectif 2007)

Selon un modele développé et publié en 1994 paCdenmission Internationale (
Protection RadiobiologiquéCIPR, publication 6 1999 et s’appliquant aux particul
inhalées sous forme de particules bien individéaksa une taille déterminée et non ¢
formes d’agrégats, le dépdées nanoparticules inhalées dans le tractus résipgralépendral
essentiellemende leur diametre aérodynamique, ce qui pourraitral@s conséquences ¢
leurs effets potentiels. Ce modéle est le plusmegadans le domaine de I'évaluation
doses de radioprotection et est repris comme matiel&férence dans la bibliogrie pour
la nanotoxicologi€G. Oberdorster et al. 19¢.

La Figure 16montre le pourcentage de particules déposées taosie des trois régior

Les particules de 1 a 10 um ont un comportememtigh@ssez importa ; elles vont se
déposer dans les différentes parties du ts respiratoire en fonction de leur taille |
impaction dans les voies aériennes supérieuresedosiasales et cavité buccale).
comportement inertiel augmente avec la taille deiqules mais e-dessus de 10 um la tai
devient trop grande et lesriaules commencent a étre exhal
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Figure 16: Pourcentage des particules déposées damsemble de I'appareil respiratoire et dans
les différentes régions en fonction de la taill&Vitschger O., Fabries J-F. 2005)

Les particules dont le diamétre aérodynamique estld a 100 nm se déposent
principalement dans la région alvéolaire. Les paltis de moins de 10 nm quant a elles vont
se déposer par diffusion dans les différentes ggmdu tractus respiratoire. Nous constatons
aussi que les particules (diamétre aérodynamigeed0d a 500 nm ne se déposent que tres
peu dans les voies respiratoires car aucun mécamsns’'applique sur cette gamme de taille.
Les particules sont alors inhalées puis exhalées galelles ne se déposent dans chacune des

trois régions du tractus respiratoire.

Le dépbt des particules est donc dépendante dwetiaraérodynamique, de la densité de
celles-ci mais aussi des facteurs inter individuedsi sexe de l'individu, de son age, de
I'activité qu’il est en train de réaliser et defagon de respirer. En effet nous constatons sur la
Figure 16 que les résultats sont différents spkasicules sont respirées par le nez ou par la
bouche (Brown et al. 2002; G. Oberdorster et &0520Vitschger O., Fabries J-F. 2005).

1.1.2.1.2. Voie digestive

Les nanoparticules peuvent pénétrer de deux fadiffésrentes a l'intérieur du tube
digestif. L'ingestion involontaire des nanopartesiipeut avoir lieu lorsque le mucus du
systeme respiratoire contient des nanoparticules. particules peuvent étre éliminées de
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'appareil respiratoire grace au fonctionnementl'dppareil mucociliaire respiratoire q
permet de ramener les particules captées au nigde carrefour aéraligestif ou celle-ci
seront ensuitdégluties puis transportées la voie digestivéAfsset 200€(Figure 17).
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Figure 17: Systeme digestif de 'homme (http://fr.wikipediag)

Cependant les principalssurcs d’ingestion pour la voie digestive sont les alinserés
médicaments (ou les nanoparticules sontlus en plus utilisées) ou I'eau. La voie diges
peut aussi intervenir lorsd’ucontact main — bouchi@xemple typique de la cigaretiquand
la premi@ée a des nanoparticules déposées sur sa(Aitken et al. 200<. Dans ce cas, les
particules ultrafines peuvent passer dans ng lorsqu’elles atteignent les intesti(G.
Oberdorster et al. 2005).

1.1.2.1.3. Voie cutanée

Définition de la peau
La peau est constituée de trois tissus conjonctépiderme, le derme et I'hypoderi(Barus
2008)(Figure 18).
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Figure 18: Coupe schématique de la peau(Corre 2005)

Iépiderme

L'épiderme est la couche superficielle de la paauegouvre le derme. Son épaisseur peut
varier entre 0,05 mm a 1,5 mm. Le réle de I'épiderest d’assurer I'imperméabilité et la
résistance de la peau. Il est composé de cellulesant alimentées par diffusion dans le
derme, de terminaisons nerveuses qui sont respessdbes douleurs en cas de lésions
superficielles de la peau, il est recouvert d’um fhydrolipidique, le sébum, produit par les
glandes sébacées du derme, qui le protege dessiagpie®xtérieures, il n'est par contre
irrigué par aucun vaisseau sanguin.

Le derme

Le derme est un tissu de type conjonctif dont Isgsr peut varier selon les régions
corporelles entre 5 a 9 millimétres (Mélissopoul@98). Il est composé pour l'essentiel de
fibres de collagéne, de fibres d'élastine et deoffibctine qui donnent a la peau souplesse,
élasticité et résistance. Cette matrice extra@etlilbaigne dans une sorte de gel formé de
glycosaminoglycanes. Cette protéine agit commegpoage en captant I'eau dans le derme et
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en servant de réservoir d'hydratation. Le dermepoota également de nombreuses fibres
nerveuses, des vaisseaux lymphatiques et sanguinsegnettent la nutrition de I'épiderme
par diffusion, des follicules pileux, des glandébacées sécrétant le sébum, des glandes
sudoripares ainsi que des cellules du systeme intamen (lymphocytes, mastocytes,
macrophages et autres globules blancs) (Wysocld)199

L'hypoderme

L'hypoderme est une zone sous-cutanée d'épaisaeiable qui est composé de tissus
adipeux (cellules graisseuses) et conjonctifs ¢blastes). Son role est de servir d'interface
entre le derme et les structures mobiles situéedessous de lui (muscles, tendons...). Il
protége également I'organisme des chocs et seésdeve energétique (lipides, acides gras) et
d'isolant thermique (Mélissopoulos 1998).

Pénétration des nanoparticules par voie cutanée

L’exposition aux nanoparticules par voie cutanée pesbablement faible en raison du
temps long de dépot sur les surfaces. Néanmoins ¢eie de pénétration ne peut pas étre
négligée pour plusieurs raisons, tout d’abord tErsnanipulations directes au poste de travail
mais aussi lors de [l'utilisation de produits cosmés (cremes solaires, déodorants,
dentifrices, rouge a levres...) ou de textile (autmyants, anti-bactéeriens, anti-taches, hyper-
isolants...). L'utilisation des nanoparticules dates tels produits a comme intérét (du fait
gu’elles soient invisibles a I'ceil nu) de ne pasdar de trainées blanches sur la peau tout en
conservant les propriétés protectrices (Alexand@®l)l Les principales nanoparticules
susceptibles de pénétrer par voie cutanée sogeharutilisé pour le textile, le dioxyde de
titane pour les cremes solaires et I'aluminium dassiéodorants.

Différents facteurs sont susceptibles d’influeregoénétration cutanée :

- La taille : les nanoparticules de taille infériel@el00 nm sont de petite taille a
I'échelle cellulaire. En effet si I'on regarde I&lle du monde vivant (Figure 4) nous
constatons que celles-ci sont plus petites qugltdsiles rouges, les bactéries et sont
de l'ordre de grandeur des virus. On peut donc greqg’elles pourraient avoir des
facilités a passer la barriére cutanée pour atteiledderme qui est riche en vaisseaux
sanguins et lymphatiques, en nerfs sensitifs ee#tules dendritiques.

- Les propriétés de surface des particules : lescpbas utilisées dans les formulations
cosmetiques sont généralement traitées en surtacdimiter a la fois la formation de
radicaux libres, I'agrégation et améliorer la ditidans le temps des formulations.
Un revétement hydrophobe des nanoparticules poufaaioriser la pénétration

cutanée grace a une affinité plus marquée pouipiegs dustratum corneum
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- Les «défauts de la cuirasse », c'est-a-dire temce de pores, qui constituent une
voie de pénétration, ou encore la présence de siaguelle peut modifier la surface
des particules (dissolution partielle, formation especes chimiques
nouvelles...)(Hervé-Bazin & Collectif 2007).

La plupart des études sur la pénétration par voianée ne montrent pas ou faiblement
une pénétration de nanoparticules dans I'épidesanes qu’il y ait de passage dans le derme
lorsque celui-ci est intact (Alvarez-Roman et &02;, M. Simon 2009). L'épiderme semble
donc étre une barriere efficace pour empécher f#étpdtion des nanoparticules mais a
condition que celui-ci ne soit pas lésé. Cepentiafdllicule pileux a été montré comme une
voie de pénétration pertinente pour les particalasi qu'un important réservoir a long terme.
Il a été démontré que la profondeur de pénétratemparticules peut étre influencée par leur
taille résultant en la possibilité de cibler dasidures folliculaires spécifiques (Lademann et
al. 2011). Des études montrent donc une pénétratem nanoparticules dans le derme
attribuée a des lésions cutanée ou a une ouvet@gréollicules pileux et non a une diffusion
dans I'épiderme (Tinkle et al. 2003; Mavon et &02; M. Simon 2009). Le passage ou non
des nanopatrticules par la peau dépend de différearactéristiques.

La voie cutanée a fait I'objet d’'un projet européeNANODERM » dans lequel ont été
utilisé de nouvelles technologies (microscopie qaei a haute résolution, radiotraceurs) sur
des coupes de peau afin d’étudier la capacité geda comme barriere mécanique contre les
formulations contenant des nanoparticules afinamaitre I'effet de ces nanoparticules.

1.1.2.2.  Effets des particules inhalées sur la santé

Plusieurs maladies pulmonaires reliées aux finassgiéres en milieu de travail sont
connues depuis longtemps : pneumoconiose, cantrapopaire, fievre du soudeur, asthme du
boulanger...(Salmeron 2008).

Les poussieres ultrafines, de mémes dimensions Igsienanoparticules, pénétrent
principalement dans I'organisme via l'inhalationset déposent dans les poumons, une partie
pouvant se distribuer directement au cerveau pesrnerfs olfactifs. Les poumons ne
réussissent pas nécessairement a éliminer cesypastiindésirables qui causent alors une
réaction inflammatoire pouvant conduire au dévedopent de certaines maladies
pulmonaires spécifiques selon la nature des p#&tcan question (fibroses interstitielles,
béryllioses, bronchite obstructive....). De pluss drés fines poussiéres peuvent franchir les
différentes barrieres de protection pulmonaireiatire le systeme sanguin et lymphatique et
ensuite étre distribuées dans toutes les partiecaips ou elles pourront causer des
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dommages de différentes natures. Oberddrster (2@3b)me les effets sur I'organisme de
linhalation de poussiéres ultrafines de dimensioasométriques dans la Figure 19. Les
particules qui ont subi une translocation peuvdotsainduire divers dommages dans

différentes parties de I'organisme.
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Figure 19: Effets potentiels des particules ultrags inhalées (G. Oberdorster et al. 2007)

1.1.2.3. Translocations, biodistribution et biopersistance

Comme il a été vu précédemment, de par leur peiite, les nanoparticules sont capables
de passer les barriéres biologiques et physiquesnsi diffuser ou se distribuer dans tout

I'organisme (Figure 20).
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Figure 20: Schéma du corps humain avec les voiesxgiosition aux nanoparticules et les organes
touchés (Buzea et al. 2007)

1.1.2.3.1. Translocation

La translocation (passage des barrieres physialegigaprés inhalation est a priori assez
spécifigue aux nanoparticules. A travers ce phémemeée translocation les particules
insolubles ou peu solubles déposées dans l'arbi@opaire sont éliminées du systéme
respiratoire et transférées ailleurs dans l'orgarisLes particules les plus grosses qui se
déposent normalement dans les parties supérieasggodimons, principalement au niveau de
la trachée et des bronches, sont éliminées paét@mmmsme de clairance mucociliaire ou les
muqueuses de la trachée et des bronches sont eztaside cellules ciliées qui forment un
« ascenseur » et repoussent le mucus contenapatisules vers le systeme digestif. C'est
normalement un mécanisme efficace qui élimine Etqules en moins de 24 heures, méme
les particules ultrafines ou alors qui entraine tnaeslocation au niveau digestif.

Dans la région alvéolaire ce sont les macrophadesolaires qui sont les acteurs
principaux de I'élimination des particules. Il siagussi de la premiére barriere empéchant les
nanoparticules de transloquer a travers la barépithéliale. Cette élimination se fait par la
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phagocytose des particules (Geiser et al. 2008pratibon des macrophages jusqu’a

I'ascenseur mucociliaire et passage dans le traligestif (environ 6-12h apres phagocytose).
L'étape de phagocytose est rapide mais la clairpeagétre un phénomene trés long, en effet
la demi-vie d'une particule solide dans la régitvéalaire est de 70 jours chez le rat et de
plus de 700 jours chez ’lhomme (Oberddrster 2@05b).

Aprés pénétration par voie cutanée, les nanop&ticoeuvent rester localisées dans le
derme ou étre transloquées par le sang ou encoreelés sensitifs. Il existe d’autres modes
de transport des nanoparticules qui sont actuetieniscutés, comme le transport vésiculaire
luminal au niveau des caveolae présentes a laceudies cellules épithéliales et endothéliales.
L’ouverture des caveolae s'étendant de 40 a 10&ies, semblent étre une voie de passage a
travers la barriére alvéolo-capillaire vers la glation systémique. Plusieurs travaux ont
evalué l'existence d'un passage systémique derdiftés nanoparticules dans l'appareil
respiratoire, aprés instillation intratrachéale apres inhalation (Nemmar et al. 2001; G.
Oberdorster et al. 2002c; S Takenaka et al. 2006d).

1.1.2.3.2. Biodistribution

La biodistribution est la répartition des nanomaneés dans le corps apres pénétration par
une des voies d’entrée préecédemment définies, amsileur translocation éventuelle a
d’autres territoires de l'organisme apres frandanssnt de barriere telle que: barriere
alvéolo-capillaire pour I'appareil respiratoire, imaussi hémato-encéphalique ou hémato-
testiculaire.

Les organes extrapulmonaires peuvent étre franghisles particules ultrafines via la
circulation sanguine et lymphatique ou alors cedsiparticules peuvent étre transportées le
long des axones des nerfs sensitifs vers le syst@nveux central jusqu’a atteindre des tissus
et organes éloignés du site d’entrée (foie, ragmmsr cceur, cerveau...). Ainsi I'équipe de
Kreyling et al. (W G Kreyling et al. 2002b)a montyge I'inhalation durant 1h d’un aérosol
de nanopatrticules d’iridium radioactif (15 et 80nchez le rat entraine le passage d'1% de la
fraction totale inhalée. L’iridium est retrouvé dae foie, la rate, le coeur et le cerveau donc
franchissement de la barriere alvéolo-capillaireéehato-encéphalique.

D’autres études ont montré chez le rat que lespwatioules peuvent atteindre les tissus
interstitiels et les capillaires sanguins de I'Bgitum alvéolaire (S Takenaka et al. 2006d; W.
Moller et al. 2008; Yang et al. 2008). En effet @lwester et al. ont montré une accumulation
de nanoparticules de carbone de 35 nm de diamat® ld bulbe olfactif qui est dépendante
du temps (G. Oberdorster et al. 2004). Une estangiour 'lhomme a été réalisée en utilisant
un modéle de cartographie de dépdt des partictildssedonnées sur les parameétres olfactifs,
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qui permet de penser que la translocation de naticydas de 20 nm serait de 1,6 a 10 fois
plus importante chez ’'Homme que chez le rat (Otiestetr et al. 2005).

L'équipe de Sadauskas a montré qu’aprés admin@irgtar voie intratrachéale de
nanoparticules d’'or de 2, 40 et 100nm a des sdessjanoparticules ont été retrouvées dans
les macrophages alvéolairestémoignant de leuraitiv et de la mise en jeu probable d’'un
processus de phagocytose seulement 1h aprésllbitisti. Un faible pourcentage a été
retrouvé dans le foie, seule une infime quantitloac été transportée par voie systémique
(<3%)(Sadauskas et al. 2009).

De plus l'intensité d’accumulation et de bio-petaiee de ces nanoparticules dans ces
différents organes dépendent beaucoup des casticfgées physico-chimiques de ces
derniéres, en particulier de leur nature, de lailietet de leur fonctionnalisation de surface.

Hirn et al. onten effet montré I'importance de dél¢ et de la charge des nanoparticules
dans la biodistribution. lls ont administré desaarticules d’or de taille variable (1.4, 5, 18,
80 et 200nm) et de charge différentes par injedgtiaveineuse a des rats. Il a été montré que
'accumulation dans le foie des nanoparticulest &ai50% pour les tailles de 1,4nm et de
99% pour les nanoparticules de 200nm. En revarighpeu d’accumulation dépendant de la
taille dans les autres organes. La différence dargeh conduit a une accumulation
significativement différente dans plusieurs organiesconcluent donc que la biodistribution
est variable selon la taille et la charge de sertbes nanoparticules d’@irn et al. 2011)

1.1.2.3.3. Biopersistance

Les macrophages sont des cellules spécialisées Katernalisation de composés
extracellulaires par phagocytose. Cependant d'auttécanismes d’internalisation existent
comme la pinocytose (molécules solubles) ou I'eptize médiée par des récepteurs (Figure
21).

Pinocytose
Marropinocytogs

Phagocytose { 1 Flm, Endocytose
Endocytose Endocytose indépendants de
G medige par medies par la dlathrine et des

D la clathrina les caveole: caven|es

o {~ 120 rn) [~ 60 nrmn) (=90 nm)

&)
* o) @
- 6 ‘a: @ ')

Figure 21: Différents mécanismes d’internalisatiofConner & S. Schmid 2003a)

[56] Mélanie PAILLEUX



Chapitre | : Etude bibliographique

Phagocytose

La phagocytose étant un mécanisme d’internalisgtios d’élimination des particules, les
étapes qui menent a cette internalisation nécesdiies réarrangements massifs de divers
compartiments cellulaires afin d’aboutir a la fotirma d’'un compartiment supplémentaire de
grande taille dans lequel la particule sera enferrdégradée puis éventuellement recyclée.
Ces mécanismes se déroulent en plusieurs étapesssives et mettent en jeu des cellules
phagocytaires dont les plus connues sont les mée®¢gang), les macrophages (tissu) mais
aussi les polynucléaires neutrophiles et les adldendritiques (Figure 22). La premiere
consiste en la reconnaissance de la particule gmratepteurs membranaires. De nombreux
types de ligands et de récepteurs ont été impliga@s la phagocytose. Parmi les ligands,
nous comptons par exemple des motifs consensuswfice des bactéries, des protéines et
des débris cellulaires, des composés spécifiguesalkiles apoptotiques, de I'exposition des
résidus phosphatidylserines a la surface membrmnair encore l'interaction avec des
particules inertes comme les billes de latex. léegpteurs quant a eux correspondent plus ou
moins specifiquement aux différents ligands et patnagir seuls ou en interaction (Stuart &
Ezekowitz 2005). Cette étape déclenche la sigrmisantracellulaire qui conduit a la
formation de pseudopodes, excroissance de la membrplasmique entourant
progressivement la particule a ingérer.

Cette extension se fait sous l'impulsion du coexs membranaire d’actine qui crée la
force motrice poussant sur la membrane plasmigastéano et al. 2001). Cette extension
s’accompagne aussi d’insertions de membranes isslgesdifféerents compartiments
intracellulaires afin de maintenir la surface glebde la cellule.

Cette insertion de membrane, ou exocytose focaengt également de modifier la
composition lipidique et protéique du phagosomeaiuwainsi un réle supplémentaire dans la
signalisation au cours de la phagocytose (NiedgrgaGhavrier 2004).

Lorsque les pseudopodes ont totalement entouparicule, ils fusionnent grace a un
meélange d’activités contractiles et de réarrangeésnele la membrane (Araki 2006). Le
phagosome ainsi internalisé s’éloigne ensuite dmdanbrane plasmique pour rejoindre la
région péri-nucléaire. Au cours de cette migratiarsein de la cellule, le phagosome subit de
nombreux réarrangements par interaction avec ka @dosomale, conduisant a la formation
d'un phagolysosome caractérisé par une acidifinatei la présence d'enzymes de
dégradation.

Enfin, apres dégradation de la particule, celleseia recyclée de diverses facons en
fonction du type cellulaire et de la particule inggs avec comme fonctions principales la
nutrition de la cellule, I'élimination de pathogems le recyclage de peptides pour la
présentation de l'antigéne nécessaire a I'immusfécifique. Mais dans certains cas les
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particules ne peuvent étres digérables, et nouensade macrophages a poussiéres qui
accumulent les particules au niveau cytoplasmigueparticules de fumée de cigarettes.
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Figure 22: Mécanisme de phagocytose avec les ppatgs étapes (Extrait de Pearson Education,
mad-physio.blogspot.com)

L’efficacité de ce mécanisme dépend beaucoup dapacité des macrophages a détecter
les particules puis a se déplacer jusqu’a elleniih de les phagocyter. Ainsi les fibres > 20
um ne peuvent étre phagocytées du fait de leur graaille, ce qui entraine une longue demi-
vie dans la région alvéolaire ou biopersistanceguie 23). Cette inefficacité dans
I'élimination de ce type de particules notammebtduses dans la région alvéolaire par les
macrophages entrainerait une plus grande interaeindre les nanoparticules et les cellules
épithéliales des poumons (pneumocytes | et Il),petirrait ainsi donc favoriser la
translocation de ceux-ci a travers la barrierehétidle (Figure 14).
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Figure 23: Cliché MEB d'un macrophage au contactuahe fibre d’amiante

Pinocytose
La pinocytose est une forme d’endocytose qui perihaetcapture de fluides ou de

macromolécules d’'un diameétre inférieur ou égal & IBn et leur adressage vers les
lysosomes en vue de leur digestion. La pinocytéselte de I'invagination continue de la
membrane plasmique. L'endocytose par pinocytosenest spécifique et permet donc
potentiellement la capture de n'importe quel amesoluble de petite taille.

Endocytose médiée par un récepteur
L’endocytose médiée par un récepteur peut implidmedathrine ou la cavéoline ou étre

indépendante de ces deux molécules. Une fois foriaéeésicule d’endocytose suit un
processus dit de maturation, caractérisé par larfus/ec les endosomes précoces puis, dans
certains cas, les endosomes tardifs et finalenesnysosomes. Alors que le matériel contenu
dans les endosomes précoces peut étre recycl@entdrane plasmique, celui des endosomes
tardifs est généralement digéré par des enzymagiég dont I'activité est augmentée par
I'acidité du pH de ces endosomes.

Les mécanismes impliqgués dans l'adressage desemafigcapturés vers les endosomes
précoces ou tardifs sont encore mal définis. Ceguetndl semble dépendre, au moins en
partie, du récepteur engagé lors de I'endocytose.

Macropinocytose

La macropinocytose est un mécanisme d’endocytgsend@nt de I'actine, permettant une
internalisation massive et aspécifique de partcubei de solutés contenus dans des
gouttelettes d’un diamétre de I'ordre du micromélti@® macropinocytose participe également
a l'internalisation de certains pathogenes. Ellelisengue de la phagocytose par la présence
de milieu extracellulaire au sein du macropinosome.
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1.1.3. Nanotoxicologie

1.1.3.1. Influence des paramétres physico-chimiques sur [‘activité

biologique

Dans I'étude des effets biologiques des nanopdescil estindispensable de prendre
compte leurs caractéristiques phy-chimiques @i ont un impact certain sur la toxic
biologique(Gunter Oberdorster 2002; Buzea et al. 2007; Waghail. 200¢. Ces parametres
physico€himiques sont résumés dda figure 24:

Proprideés er coracrérisacion s physeco-chimiigues des nanomoér i
o Agglomeration | agETegation
« Solubilité dans I'eau
» Phase crisralline
« Relargage de particules («Dustnesss)
s Taille des cristallires
o Observation par Mictoscopee €lecomnigue en mansmission
« Disrribution de railles de particules
» Surface spécifique
» Potentiel Zeta (charge de suface)
« Chimie de |13 Surface (=i besoin)
o Activiré Photocaalyrigue
» Rugosité
« Porosiré
o Coefficient de panage ocianol-eau
« Porenriel RedOx
» Potentiel de formanion de radicau
« Aurres informations pErtinences

Figure 24: Principaux parametres physico chimiqu(Gaffet 2011

1.1.3.1.1. Granulométrie des particules

Comme il a été vu dans la partie précédenton le mo@le développé en 1994 (CIPR)
dépbtdes nanoparticules inhalées dans chacune desrégiens du tractus respiratoire
nasopharynx, l'arbre trachéobronchique et la régitu@olaire), dépend largement de |
diameétre aérodynamique, ce (pourrait avoir des conséquences sur leurs effetsnpels.
Ceci s’'applique aux particules inhalées sous fodmegarticules bien individualisées ay
une taille déterminée et non sous forme d’agré

En effet, les nanoparticules possédent des prés d’agglomération et/ou d’agrégati
plus ou moins importante. Les nanoparticules soesnigux forces de Van der Was
électrostatiques ou aux tensions de surface, térdsiagglomérer entre ell(Prilutski et al.
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1999). Elles peuvent aussi s'agréger entres elledles sont soumises a des forces plus
importantes. Ces agglomérats ou agrégats, pouvtginhdie des tailles micrométriques,
peuvent avoir des formes complexes et difficiles caractériser. Les phénoménes
d’agglomération et d’agrégation des nanoparticybesivent laisser supposer un dépot
différent dans [I'appareil respiratoire du fait da Imodification de leur diamétre
aérodynamique. D’aprés les travaux de Wang etuallestractus digestif, I'agrégation peut
influencer la tolérance aux particules. Ceux-ci mantré que I'administration par voie orale
de nanoparticules de zinc entraine le décés deisstansque les particules sont des
nanoparticules qui s’agregent entrainant des docisisntestinales (B. Wang et al. 2006). Les
nanoparticules ont tendance a s’agglomérer enurbli@logique (sang, sérum, plasma, milieu
de culture...) lors des tegtsvitro. Les milieux étant constitués de nombreux compssias
nanoparticules ont la capacité de former des atgdguga adsorption de protéines. Ceci pourra
avoir une influence importante dans la clairances gearticules et dans leurs effets
immunologiques et toxicologiques. Drescher et ak mis des particules de LUDOX 50
composé de silice dans du milieu de culture enepiees de sérum de veau et ont observé
'agglomération des particules par diffraction dyngue de la lumiére couplée a de la
microscopie électronique a transmission. Dans léemide culture sans sérum aucune
agglomération n’est observée. Le sérum de veadoest responsable de I'agglomération des
particules. lls completent leurs résultats en naotitrune variation de la cytotoxicité de
nanoparticules de LUDOX 50 en fonction de leur aggiration sur un modeéle cellulaire de
fibroblaste (Drescher et al. 2011). Ces résultats sn accord avec d’autres travaux (Orts-Gil
et al. 2011).

1.1.3.1.2. Morphologie des particules

Comme il a été vu précédemment, les nanoparti@dessent sous différentes formes (par
exemple : sphériques, fibreuses, tubulaires, @img et planes). Or il a été montré que la
forme des nanoparticules peut étre responsablargie pe leurs effets biologiques.

En effet des études toxicologiques expérimentalggro et in vivo sur les particules
sphériques et fibreuses de taille micrométrique mointré que les particules fibreuses
naturelles, comme I'amiante, ou manufacturées, ceres fibres vitreuses, sont associees a
des effets cytotoxiques et génotoxiques accrus eh aisque augmenté de survenue de
fibroses pulmonaires et de cancers bronchopulmemé8tanton et al. 1977).

Watanabe et al. montrent pour des particules de &tQles fibres de TiDdes résultats
différents en terme de toxicité. En effet, un rmgéaye plus important de lactate
déshydrogénase (LDH) dans le milieu de cultureicatdur de cytotoxicité, a été mesuré
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aprés exposition aux particules fibreuses de ,TiDe plus les résultats obtenus par
observation par microscopie électronique ont mod&eé changements vacuolaires et des
dommages des surfaces cellulaires de macrophageséx a des particules fibreuses de
TiO,. En revanche, aucun changement significatif n& @servé chez les macrophages
exposeés a des particules sphériques de, Ti®s résultats obtenus suggerent que la
cytotoxicité du matériau dépend clairement de lapmologie du matériau(Watanabe et al.
2002).

Une autre étude vient confirmer ces premiers rasulfTarantola et al. montrentlimpact
des nanoparticules d'or de formes différentes reedas de CTAB (Bromure de
cétyltriméthylammonium) sur la physiologie cellutailLes particules d’or sont sous formes
de sphéres ou de cylindres. lls ont constaté gsen#moparticules d'or sphériqgues avec
fonctionnalisation de surface identiques sont ga@eérent plus toxiques et plus efficacement
ingérées que les particules en batonnets (Taragtala 2011).

1.1.3.1.3. Effet de la taille et de la composition chimique et cristalline

de surface

Les nanomatériaux possédent des propriétés spésfiques a leur petite taille et a leur
grande surface spécifique. La surface va donc joaagrand role dans la prise en compte des
caractérisations physico-chimiques des particitesir une méme masse de particule avec la
méme composition chimique et la méme structurdatiiise, une toxicité plus importante a
été trouvée par les particules ayant une surfageifgue plus importante. Une étude sur des
souris apres instillation intratrachéale de dioxgléditane montre que les petites particules de
20 nm induisent une réponse inflammatoire plus i@mbe que les particules plus grosses de
250 nm pour une méme dose en masse. Si la doseéania surface spécifique, elles génerent
des toxicités similaires (G. Oberdorster et al.®)00

Vient aussi s’ajouter la composition chimique estiaicture cristalline des nanoparticules
aux parametres physico-chimiques a prendre en eologst de I'étude des nanoparticules. En
effet la toxicité peut dépendre du type de fornistaitine. Par exemple, le rutile et 'anatase
sont deux formes allotropiques du dioxyde de titngure 25), polymorphes avec la méme
composition chimique mais de structure cristalldiférente. Les nanoparticules de rutile
(200nm) induisent des dommages de I'ADN en l'absenle lumiere alors que les
nanoparticules d’anatase n’entrainent rien (Gual.€2005).
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Rutile Anatase

() Titane
O Oxygene

Figure 25: Structure cristallographique du rutiletede I'anatase (Buzea et al. 2007)

Les nanoparticules peuvent changer de structustallime aprés interaction avec des
liquides. Par exemple, les nanoparticules de slfier zinc (ZnS) réarrangent leur structure
cristallographique en présence d’eau (H. Zhang, €083).

Un autre parametre important intervient c’est l&tement de surface. Les revétements de
surface peuvent rendre les particules nocives oprigues tandis que les particules moins
nocives peuvent devenir trés toxiques. La présdiwggéene, d'ozone (Risom et al. 2005), de
radicaux oxygenes (C. Sayes et al. 2004), et dauréte transition sur des surfaces de
nanoparticules conduit a la création d'especestivéacoxygénées et a linduction de
l'inflammation. Par exemple, I'inflammation spégife de la silice est fortement associée a
apparition de radicaux en surface et d'espécesxtives oxygénées. Des expeériences
réalisées sur les hamsters ont montré que la fomede caillots sanguins est plus importante
lorsque la surface des nanoparticules de polystyest aminée (N. Li et al. 2003). Les
particules émises par les gaz d'échappement aytmagit avec la couche d'ozone causent
une augmentation de l'inflammation dans les poumd@sats par rapport aux particules
eémises par les gaz d'échappement seulement. Leparéinules d'or sphériques avec des
revétements de surface différents ne sont pasuesiqour les cellules humaines, en dépit du
fait qu'elles soient intériorisées (Goodman e2@04; Connor et al. 2005). Les quantum dots
de Cadnium-Sélenium (CdSe) peuvent étre rendumagues quand ils sont convenablement

traités (Derfus et al. 2004).
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1.1.3.1.4. Dose et métrique en nanotoxicologie

L’expression de la dose des nanoparticules comtidoles effets biologiques. En effet
dans de nombreuses publications nous pouvons gsirésultats exprimés en dose massique
(B Fubini 1998; G. Oberdorster 2000; G. Oberdorsteal. 2005). De cette facon des relations
entre la dose massique et la réponse des macrapfiafiammation, stress oxydant) ont été
observées pour des poudres de silice (Bruch 2004)es poudres de SiC (Bouhmadi 2009)
par exemple. Ces études ont montré des corrélasgrsficatives entre la masse des
particules et certains paramétres étudiés (étafl@anmation, stress oxydant...)

Comme montré précédemment la taille est un paramtportant car des particules de
méme nature chimique mais n’ayant pas la méme taiduront pas le méme comportement
biologique car les propriétés des nanoparticulférdnt des propriétés des macroparticules.

Une étude d’Oberdorster a montré qu’il était udiéetracer les résultats en surface (Figure
26). Dans la pratique, les résultats sont calehésasse puis convertis en surface.
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Figure 26: Pourcentage de PMN recrutés dans leséies pulmonaires apres 24h d’'inflammation
déclenchée par instillation intratrachéale de pantiles de TiQ. (Oberdorster et al. 2000)

Les résultats pour les graphiques A et C (tracdoantion de la masse) montrent une
réponse beaucoup plus importante pour les pari@ée20 nm que pour les particules de 250
nm. Or lorsque I'on regarde les résultats en messeertis en surface (graphiques B et D) on
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constate que les deux réponses se superposent.ddncaune réponse similaire pour les
particules de 20 et de 250 nm (G. Oberdorster. 419814).

Au cours de notre étude nous avons donc choisr@edpe en compte ces considérations
afin d’exprimer comparativement nos résultats emction de la masse mais aussi de la
surface.

[.1.3.2. Réglementation

Il nexiste aucun consensus spécifiguement lié asyathése et manipulation des
nanoparticules. Les industriels travaillant actraként sur ce type de composés ont
généralement deux attitudes opposées : soit lisaitt les données de sécurité des matériaux
dont sont faites les nanoparticules sans plus dsidération pour leurs caractéristiques
particulieres liées a leur taille nanomeétriquest B® considéerent les nanoparticules comme
des substances potentiellement dangereuses eateputent avec les équipements classiques
de sécurité (qui ne sont cependant pas toujourptégla En effet sur I'ensemble des
substances présentes sur le marché, peu d’ente @it réellement été testéesitro et
invivo dans des conditions adaptées. En effet, d’apred, Nar les 80 000 nanoparticules
enregistrées sur le marché américain, seuls 538utnid des tests sur la toxicité a court terme,
et seulement 70 sur la toxicité a long terme (IR€48).

Trois options concernant la réglementation sonisaigeables :
- établir un cadre réglementaire spécifique de tiRIeACH) par exemple

- adapter des réglementations existantes (réglenmmagur les produits manufacturés
par exemple)

-« Safer by design »

REACH
Les nanoparticules pourraient relever de la réghtation REACH en tant que substances

chimiques. Néanmoins, REACH inclue des seuils dendges annuels de production
(1000T/an) que n'atteignent généralement pas lasrdtoires et industries produisant des
nanoparticules. Par conséquent les nanoparticolegppent majoritairement pour l'instant a
cette reglementation. L’intégration des nanopaegudans la réglementation REACH
pourrait se faire par I'extension des dispositiooacernant plusieurs familles de substances
dites « trés préoccupantes » (CMR : Cancerigénéagene et toxique pour la reproduction,
PBT :Persistant, Bioaccumulable et Toxique, vPv8s:tPersistant et trés bioaccumulable,
perturbateurs endocriniens) (Compte-rendu débaRISE- Associations 2008).
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Réglementation des produits manufacturés avant mise sur le marché

Lorsque les substances sont intégrées a un pnoduitifacturé, elles sont susceptibles de
relever de diverses réglementations relatives anikes sur le marché des produits les
contenant (ex : directives sur les biocides, ledfigides, les médicaments a usage humain et
vétérinaire, les produits cosmétiques). C'est aloasle produit tel qu'il est utilisé par un
professionnel ou par un consommateur que la naticylarmanufacturée pourra étre évaluée.
Mais la réglementation applicable aux produits nfacturés n’est pas non plus trés adaptée
aux particularités des nanoparticules. Comme leiggde Comité de la Prévention et de la
Précaution, lorsque les nanoparticules sont ingsgaun produit manufacturé, les risques qui
leur sont attachés ne font pas davantage I'objehel’évaluation spécifique. Par exemple
s’agissant des produits cosmétiques, la directt/&6B8/CEE pose comme principe général
gue seuls les produits cosmétiques qui ne sonsysseptibles de nuire a la santé humaine
peuvent étre mis sur le marché. Mais cette appiréciae fait indépendamment du procédé de
fabrication utilisé et de la taille d’'une substandennée contenue dans les produits
cosmétiques (Compte-rendu débat INERIS — Assoaisita®08).

Nanosafe

Un projet européen de recherches a été développdasproduction sécurisée des
nanomatériaux : Nanosafe. Le CEA a travaillé deplusieurs années sur lasécurisation des
procédés de production des nanomatériaux. Il auibnde partie de ses recherches dans un
cadre européen et a coordonné le programme eurd{z@®safe.

Aprées Nanosafe 1, programme qui a permis d’établiétat des lieux des risques associes,
Nanosafe 2, lancé en 2005 a l'initiative du CEApiigque 24 organismes de recherche et
industriels. Ce projet est financé par la Commis&oropéenne dans le cadre di*@CRD
(Programme Cadre de Recherche et Développement).

Nanosafe 2 ne prétend pas traiter toutes les naimpas mais S’attache a un certain
nombre de particules et de situations de référeafiesd’apporter les premieres solutions
industrielles. Nanosafe 2 s'intéresse a l'ensenthlecycle de vie des nanoparticules:
production, conditionnement, stockage, transporgndformation en produit fini et
destruction.

Les principaux objectifs de Nanosafe 2 sont :

- le développement de méthodes innovantes de a#texitde tracabilité dans I'air et dans
I'eau et la mise au point de méthodes d'étude tlexlaité et de la propagation des particules
dans les milieux et les organes, élaboration d'adele toxicocinétique ;
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- l'acquisition d’'une bonne connaissance et congmélon des phénomenes toxiques
associés a la production et I'utilisation des nanopules, la création d’'une base de données
des connaissances disponibles ;

- le développement de technologies permettantaiéeli I'exposition aux nanoparticules et
les rejets dans I'environnement ;

- 'évaluation des impacts sociétaux et environneanex ;
- la contribution a de nouvelles réglementationscgtnalisations pour les nanoparticules ;

- la législation et la réglementation applicablesx aanotechnologies, dialogue avec la
société civile et recommandations aux pouvoirs ipalfiCommisseriat a 'Energie Atomique
2008).

Safer by design

Au vu du grand nombre de nanomatériaux, il esticiléf d’apporter une réponse sur la
toxicité de chacun d’eux en les étudiant au cascpar De plus d’'un point de vue codt et
durée des travaux nécessaires pour realiser ledestule nanotoxicologie sur les
nanomatériaux déja existants (Choi 2004), celaeraiita I'industrie ameéricaine entre 249
millions et 1,18 milliard $ pour une durée de plies50 ans

Cette approche a donc pour intérét de comprendredeactéristigues des nanomatériaux
afin de produire des nanomatériaux « safe by desi@iest une approche différente puisque
I'objectif est de concevoir des la conception étdboration, des nanoproduits présentant le
moins de risques possibles pour I'environnemerthetmme. Pour ce faire la maitrise des
risques des nanomatériaux doit étre intégrée lerkadonception de ceux ci au méme titre

gue I'élaboration ou la mise en ceuvre.

Un panel dexperts internationaux du World TechggldEvaluation Centre (WTEC)
propose donc en 2010 de passer de données a tamuness a la mise en ceuvre de bonnes
pratiques en Hygiene et Sécurité industrielle (H&BJTEC 2010).

Cette approche aussi appelée éco conception desnagériaux a pour but de définir des
critéeres et de prendre en compte I'évolution detraux tout au long de leur cycle de vie.
Dans ce but un moyen mnémotechnique pour mémoB#eER : S pour « size, surface and
structure », A pour « Alternative materials », F upo« functionalization », E pour

« Encapsulation » et R pour « Reduce the quaniiBigure 27).
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S | Size, surface, and structure #1
A | Alternative materials #2
F | Functionalization #3
E | Encapsulation #4
R | Reduce the quantity #5

Figure 27: Les cinq principes de I'éco-conceptioesinanomatériaux (Morose 2010)

1.1.3.3.  Rappel sur les altérations possibles du patrimoine génétique

L’ADN (acide désoxyribonucléique) est la moléculé-de la toxicologie génétique, elle
est en effet présente dans toutes les cellulesntasa C'est le support moléculaire de
linformation génétique. Il se situe dans le noglms cellules eucaryotes, dans la matrice des
mitochondries ainsi que dans le cytoplasme deslesllprocaryotes. L’ADN constitue le
génome, mais également le support de I'héréditél cga transmet en totalité lors de la
division des cellules somatiques, ou partiellenterst de la réduction méiotique conduisant a
la formation des gamétes. Trois niveaux de strestwgont attribués a I’ADN : structure
primaire (séquence de nucléotides ou de bases ytdsanxucléiques), structure secondaire
(configuration des nucléotides au sein de la dotiéléce) et la structure tertiaire (état de
'ADN au cours de la réplication, la transcriptiospus forme de chromosome ou
chromatine)(Figure 28).

Figure 28: De I’'ADN au chromosome (http://membregclos.fr/coursgenetique)
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L’ADN étant le support moléculaire de l'informati@enétique, cette macromolécule doit
étre stable pour que le patrimoine génétique soitectement maintenu et transmis.
Cependant, 'ADN a une structure dynamique sugeties erreurs spontanées ou a des lésions
induites par des agents physico-chimiques génatesiglLes trois niveaux de structure de
'ADN jouent un role dans I'apparition des Iésiopgis des mutations. Les trois degrés
d’altération de I'’ADN sont les suivants :

Lésions primaires de PADN(effets génotoxiques) correspondent a des ruptgegisons
covalentes (cassures de brins) ou a la formatioia@d®ns covalentes (génération d’adduits,
alkylations de bases, pontages inter ou intra prins

Mutations géniques(effets mutagénes) apparaissent si les liaisomsgimeés de '’ADN font
'objet d’'une mauvaise réparation. Ces mutationgt scaractérisées par des délétions,
insertions ou mutations d'une ou de quelques pailesbases au sein d’'une séquence
nucléotidique. Lorsque les mutations impliquent weelle paire de bases on parlera de
mutations géniques alors que lorsque des dizameke® milliers de bases sont impliquées on
parle de mutations chromosomiques de structure.

Mutations chromosomiques(effets clastogénes) correspondent a un certainbrende
Iésions primaires de I'ADN sur les deux brins dent@lécule d’ADN (ex : pontages
interbrins). Il est plus difficile de réparer c&sibns car il n'existe pas de brin matrice natif
sur la molécule d’ADN. Ces lésions et leurs prisesharge par les systemes de réparations
de I'ADN conduisent fréequemment a des cassures ldduin de la molécule d’ADN. Des
délétions importantes et des phénomeénes d’invesdia®e translocation peuvent se produire,
entrainant des anomalies chromosomiques de steuctur

Mutations  génomiques(effets ~ aneugénes)  correspondent aux  modifications
chromosomiques de nombre. Elles font suite & dasngé sur des protéines qui participent a
I'établissement et au fonctionnement de I'appareitotique ou sur d’autres protéines
impliquées dans les étapes clés du cycle cellulaire

Il existe un grand nombre d’anomalies susceptidkesnodifier le patrimoine génétique.
Afin de vérifier cela différents tests de génot@écpeuvent étre realisés comme le test
d’Ames (sensibles aux mutations géniques), des omigraux (détecte les anomalies
chromosomiques de nombre et de structure) et destes (détecte les Iésions primaires de
I’ADN)(Figure 29). Dans notre étude nous avons shoe mettre en place le test des cometes
gui semble étre le plus adapté a notre problématga nos conditions expérimentales.
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Figure 29:Tests de génotoxicité effectués en foantdes altérations possibles de 'ADN en termes
de lésions primaires, de mutations géniques, chremmiques et génomiques (Auffan 2007)

I.1.3.4. Interactions protéines - nanoparticules

Un nouveau concept émerge concernant les intenacgatre protéines et nanoparticules
appelé « couche corona » (Figure 30). Cette codghamiquedes nanoparticules « couche
corona » adsorbe des protéines provenant des mitimlogiques lors du contact avec les
systemes vivants. Plusieurs études ont été réalésée sujet(l. Lynch & K. A Dawson 2008;
A Nel et al. 2009). Certaines montrent que la répatellulaire & un matériau dans un milieu
biologique dépend plus de la couche de biomoléadémrbée que du matériau lui-méme car
ce phénomeéne entraine une modification des pr@grighysico-chimiques de la particule en
guestion se répercutant sur la nature et I'intérats interactions cellulaires.
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Site d'adserption des nanoparticules

Interface solide-liguide

4_.=—-—- Interface corona-milien

Résidus d'acides-aminés

Nanoparticules Petites molécules Protéines plasmatiques
- ¥.Vve

- - eV

Figure 30: lllustration de la couche corona et des compéiiis d’adsorption des petites molécules
protéines a la surface des noparticules (X.R. Xia et al. 201C(.

Il est désormais admis que la caractérisation pb-chimique (granulométrie, la réactivi
de surface, surface spécifiqgue des nanoparticules est indispensable pour évaueiicité
des nanomatériaux. En effet, Warheit et al. ont tnéoque les particules nanomeétriq
(TiOy) ne présentent pas un effet cytotoxique ou inflatoine supérieur aux gross
particules de mémenmposition aprés 90 jours d’inhalati(Warheit 201C. C’est pourquoi il
est important de comprendre que I'estimation deo¥icité des nanoparticules ne peut |
simplement étre fondée sur une mesure de la thelieparticules et de la surface, l'interac
cellule particules doit étre étudiée dans les mmidiologiques avec une évaluation p
spécifique des interactions entriomolécules, particules et cellules. Des étudegnies
suggérent une sousstimation de la toxicité biologiqgue en raison tdfacts tels qu
'adsorption de biomolécules sur les nanopartic(Val 2009) Dans ce contexte, un nou
apercu de la toxicité potentielle induite par dasaparticules pourrait étre proposé grace
caractérisation des biomolécules adsorbées sunznoparticules qui modifient forteme
I'identité biologique de la nanoparticule. En faigé concept couche coror » qui représente
la couronne protéique autour des nanoparticulgg antroduit par Lynch et al. et Nel et
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Elle correspond a une couche dynamigue de protémesrecouvre la surface des
nanoparticules quand ils entrent en contact avedideides biologiques (I. Lynch & K. A
Dawson 2008; A Nel et al. 2009). La compositionladecouche dépend de I'affinité des
différentes protéines (milieux de culture celluairsérum de veau feetal, albumine...) pour
les nanoparticules, pour les cytokines libéréesr (paemple lors d'une réaction
inflammatoire). Ce n’est pas seulement la compwsitet I'organisation de la couche
protéigque qui intervient, mais le temps d’échange grotéines sur les nanoparticules ainsi
gue leur nature et leurs propriétés physico-chiesqul a été souligné que les réponses
biologiques induites par les nanoparticules peuétrst, en partie, causées par le complexe
nanoparticules-biomolécules. L’identité et la dudéevie de biomolécules sur la surface des
nanoparticules peuvent affecter les cellules, eirales répercussions importantes notamment
pour des considérations d’hygiéne et sécurité dieumindustriel ou encore dans la pratique
de la nanomédecine.

Basées sur le méme concept, différentes étimdé@so sur I'adsorption de cytokines ou de
protéines sur les nanoparticules ont été réalismedirmant l'impact important mais
complexe a évaluer des biomolécules (Cedervall. 28007; Val 2009; Akhtar et al. 2010).
Cedervall et al. introduisent une approche donnantnature des protéines sur les
nanoparticules (N-isopropyl-co-N-tertiobutylacrylige) et I'échange avec des protéines
plasmatiques (HAS : sérum albumine humaine). Valalktont mesuré la capacité des
nanoparticules de Ti{et de noir de carbone a adsorber différents cytskinflammatoires:
interleukine (IL-6), granulocyte monocyte (GM-CS&) le TNFea. Akhtar et al ont testé
différentes particules en contact avec IL-8 enauilacellulaire et montrent que les particules
ayant des propriétés physico-chimiques différerdes une capacité d’adsorption d’IL-8
différentes. En effet la quantité d’adsorption d8Lest beaucoup plus importante lorsque le
nombre de métaux présent dans I'échantillon augemedés résultats tendent aux mémes
conclusions (Akhtar et al. 2010) : l'adsorption destéines ou des cytokines sur les
nanoparticules dépendent des caractéristiquesrfiesiet de la taille des nanoparticules mais
aussi de la nature de la biomolécule. En effeteagllaura une incidence sur la toxicité
biologique.

Par ailleurs, Turci et al. ont utilisé un nouvekemble de techniques complémentaires
pour caractériser et comparer l'adsorption de mdiffies protéines sur des nanoparticules de
silice (Turci et al. 2010i). Les protéines étudigme été: l'albumine sérique bovine, le
lysozyme d'ceuf de poule, la ribonucléase pancrgatigvine A et la lactoperoxydase bovine.
L’adsorption sur les nanopatrticules de silice ardtaencée par la charge nette de la protéine,
alors que la distribution de charge de surfacepdetgines détermine I'affinité pour le support
solide et la stabilité de l'adsorption des prot®irgur les nanoparticules de silice.
Enfin, Dell'Orco et al., Xia et al. utilisent desodeles prédictifs décrivant la cinétique de la
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formation de la couche protéique (Dell'Orco et 2010; X.-R. Xia et al. 2010). Xia et al.
utilisent un indice d’adsorption de surface biotpgt (BSAI) pour caractériser les propriétés
d'adsorption des nanoparticules en quantifiantségution compétitive d'un ensemble de
petites molécules sur des nanoparticules en imistinteractions des molécules de la
nanoparticule avec des protéines. Par ce moyenintegctions protéiques peuvent étre
caractérisées par cet indice BSAI, qui régit égelariiaffinité et la sélectivité d'adsorption de
biomolécules sur les surfaces des nanomatériaug gnprocessus de la formation de la
couche protéique. Ces résultats sont utilisés dansas de l'activité biologique afin de
déterminer si les résultats obtenus sont corractsils représentent un faux négatif en raison
des artefacts tels que lI'adsorption sur nanopétcu

Ce phénoméne d’adsorption est complexe puisqu’ilégend des nanoparticules utilisées
mais aussi du milieu biologique. Cependant il estted fois nécessaire de le prendre en
compte dans I'évaluation de I'activité biologiquenad’éviter les faux négatifs. Ce pourquoi
dans le cadre de nos travaux nous proposerons delende correction.

Afin de déterminer cette loi de correction nouscgaerons par étapes en étudiant dans un
premier temps les cytokines dégradées (T&§Fdurant I'évaluation biologique, les cytokines
adsorbées (TNFe) sur les supports utilisés ainsi que sur les narimples puis nous
réaliserons une cinétique d’adsorption des cytak({ié&lF-a). Tout ceci nous permettra alors
d’obtenir une loi de correction de ces artéfactpliepbles au TNF: dans nos conditions
expérimentales de contact cellules/particules.

1.1.4. Etat de I’art sur la biotoxicité de la boehmite

L'analyse du cycle de vie depuis la synthése d'ma@oparticule, la commande et
l'utilisation du produit, son avenir et sa dégraagpermettent d’identifier les expositions
potentielles aux nanoparticules. Nous pouvonsmdjagr les risques professionnels et les
risques pour la population: soit directement, pailisation du produit (surtout dans le cas de
l'inhalation), soit indirectement via l'environnente

Il est donc a titre préventif, important d’évaldartoxicité des particules de boehmite.
Actuellement la littérature ne référence que deuldipations sur la toxicité des particules de
boehmite (Pauluhn 2009; Pauluhn 2011) ainsi qu'apport faisant suite au projet
« nanocare »(Kuhlbusch et al. 2009).

Pauluhn et al. mettent en avant le fait que letiquées agglomérées inhalées de tailles
micrométriques composées de particules primairegiles nanométriques peuvent exercer
une toxicité pulmonaire selon la taille des agglatget non la taille des particules primaires.
lls ont étudié cette hypothése a travers deux gaitidtins. Pour montrer cela, ils ont réalisé des
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essais biologiques chez le rat en utilisant deyegyde boehmit(AIOOH) composés de
particules primaires de 16u 40 nm. Des rats ont été exposés par inhalatiorfféraehtes

doses 0,4, 3, et 28ig/m3 durant 4 semaines (6 h / jour, 5 jours / se®)asuivie d’'une

période de postxposition de 3 mois. Le diametre aérodynamiqueianéeh masse (MMAD

des particules agglomérées lors de l'inhalatiotéalé 1,7 et O,um. Des éries de sacrifices
ont alors été réalis&dans le but d’étudiespécifiqguementa toxicité pulmonairea partir de

lavage bronch@lvéolaire (LBA) etd’observations histopatholagie:. La cinétique de
rétention de I'aluminium a aussi €édéterminée dankes tissus pulmonair, et les organes
extra-pulmonaires incluaes ganglions lymphatiques asso aux poumons (LALNs

Les résultats ont montrdes effets important ayant entrainé des modifinatidans ¢
formule du lavage bronchalvéolaire, le poumon et les ganglions lyratiques poula dose
la plus fortede 28 mg /m3. L'histopathologie ainsi révélé des macrophages alvéola
élargis dont I'apparence espumeuse ainsi qu’une augmentatiol cellules épithéliales ¢
inflammatoires. La détermination de l'aluminium slde tissu pulmonaire montre que la di
cumulée dans le poumon était plus élevé apres xmasition a AIOO-40 nm/MMAD-0.6
um que de AIOOHEO0 nm/MMAD-1.7 um, malggé les concentrations d'exposition identic
(Figure 31).

AIOOH-40 nm/MMAD-0.6 pum AIOOH-10 nnMMAD-1.T pm

Concentration (mg/m’)

04 3 28 04 3 28
"cpmilni alveols fraction 0,105 0108 0108 0.063 (067 0065
Dose per day (pg Alfrat) 185 157 130 1.06 g7 n2
Lung tissue—t,; {days) 56 43 144 2 60 05
BAL-cell—; (days) 2% 37 449 1 18 74
Lung tissue and total BAL-cell content combined—,, (daysy 50 43 94 2 58 177

Figure 31 Estimation de la fraction alvéolairdéposéet de la dose des aérosols inhalés d'AlC-
40 nm/MMAD-0.6 gm et d’AIOOH-10 nm/MMAD-1,7um

Remarque Les parametres citiques ont été calculés sur la base des concemsati'aluminiun
des tissus en supposant une cinétique d'élimindtopremier ordre de particules. Les concentra
tissulaires ont été examinés aprés une période demainesd’inhalation en utilisan un régime
d'exposition de 6 h / jour, 5 jours / seme

Les réponses inflammatos pulmonaires semblent étre ligescipalement da taille des
agglomératsplutot qu’a la taille des particules prima (Figure 32).
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Figure 32: Comparaison de I'inflammationdans desviages broncho-alvéolaires Les rats ont été
exposés pendant 4 semaines (6 h / jour, 5 joursmaine) & AIOOH-40 nm /MMAD-0.am et a
AIOOH-10 nm/MMAD-1.7um. Les points de données représentent la moyengeatt type de six
rats méales examinés a mi-parcours de la périoddwtie (jour 10).

lls ont aussi observé que malgré des charges pualinesnélevées il ne semblait pas avoir
de phénomene de biodistribution et biopersistancaiaeau des organes extrapulmonaires
guelle que soit la dose inhalée.

Il a été conclu que la toxicité pulmonaire dépendaila taille de 'agglomérat plus que de
la taille des particules primaires alors que la i@ des particules semble augmenter
lorsque la taille des particules primaires diminue.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus’lorsprojet « Nanocare » a l'initiative
allemande sur les aspects sanitaires des nanapesteynthétiques(Kuhlbusch et al. 2009). II
s’est déroulé de 2006 a 2009 et a visé a élargirctmnaissances sur les nanomatériaux
synthétiques a I'égard des impacts potentiels dasmatériaux sur la santé humaine. lls ont
travaillé sur divers types de nanoparticules eamobent la boehmite.

Les particules de boehmite utilisés lors de leastst sur des modeles animaux (rat)
montrent des agglomérats de 4éh, des particules primaires de 40nm et une surface
spécifique de 100Ag™. Aprés une exposition semblable aux travaux déuRaules résultats
obtenus montrent une augmentation de l'inflammapiaportionnelleau degré d’exposition.

Au cours de ce projet, différents testsvitro ont également été réalisés sur deux lignées
cellulaires différentes (lignée carcinomateuse ulaire A549 et macrophages RAW 264.7).
Concernant les particules de boehmite, les résubbtenus sur la lignée RAW 264.7
montrent seulement I'expression de HO-1 (heme axgs€ 1) qui est induit en réponse a
divers stress (hypoxie, cytokines...). Cependanir pautre lignée cellulaire A549 ils ont
constaté en plus une cytotoxicité et une sécrélihn8.
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Au vu de ces travaux et du nombre trés limité diétusur les particules de boehmite, il
apparait indispensable d’étudier de facon plus aippdie la biotoxicité de ce types de
particules.

1.1.5. Activité biologigue

L’appareil respiratoire comprenant de nombreusésles, nous avons choisi de travailler
sur les macrophages qui représente la cellule eibkolaire majeure de part sa fonction de
défense de I'organisme (définis paragraphe 0) goaluer la biotoxicité des nanoparticules
de boehmite. Au cours de ces travaux et en fonct@mnétudes réalisées dans le domaine ou
selon les programmes de recherche de type Nanoimpaes avons choisi de réaliser une
approche multiparamétrique de la toxicité biologicaur la base de trois parametres : I'état
d’'inflammation, la mort cellulaire et le stress dant qui seront détaillé dans les paragraphes
suivants.

[.1.5.1. Etat d’inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la@épe des tissus vivants, vascularisés, a
une agression d’origine physique, chimique ou lgmjoe dans le but de maintenir son
intégrité. L'inflammation est un processus habitimeént bénéfique afin de mobiliser le
systeme immunitaire pour éliminer l'agent pathogeineparer les Iésions tissulaires. Parfois
l'inflammation peut étre néfaste du fait de I'agidte de I'agent pathogéne, de sa persistance,
du siege de l'inflammation, ou encore de régulatemormales du processus inflammatoire et
conduire dans ce cas de figure a un processusctesee

Les médiateurs pro-inflammatoires et immuno-réguilet sont constitués des cytokines
principalement seécrétées par les cellules effeadridu systeme immunitaire dont le
macrophage. Seuls le TNKTumor Necrosis Factor) et les interleukinesp,-1L-6 et IL-8,
jouent vraisemblablement un réle majeur dans Ipgtudes maladies inflammatoires. Dans
cette étude nous nous focaliserons sur le macreptagt I'état d’activation se caractérise
précocement par une production de TNF-

Le Tumor Necrosis Factor (TINF)

Le TNF existe sous deux isoformes, et B. Le TNF$ (ou lymphotoxines),
essentiellement sécrété par les lymphocytes T éx;tigst I'isoforme le moins actif. Nous
étudierons ici le TNFe dont l'implication dans les maladies inflammateirest certaine
(Bradley 2008). Le TNFe est une protéine soluble non glycosylée de 17 ¢@estituée de
157 acides amines.
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Il existe dfférents modes d’actions du Tl-a: action sur le systtme nerveux ceni
activation cellulaire, induction de médiateurs btds, induction de récepteurs de surfa
activité pro coagulante. Lors de 'activation cklite, le TNF-a active de nombreus cellules
du systeme immunitaireles macrophages sont a la fois la source prifeiga TNF-o. mais
aussi une cible. Le TNE-joue un 6le dans la différenciation et I'activation deslaiels, il
exerce un chimiotactisme sur les monoc(Amin 2004).

1.1.5.2.  Mort cellulaire ou cytotoxicité

Il existe deux types majeurs de mort cellulair@ nécrose et I'apoptc.

La nécroseest une morellulaire dite "accidentelle” qui survient lors a'dommage
cellulaire (Figure 33)La cellule gonfle, puis la membrane cellulairdats; déversant |
contenu celllaire dans le tissu environnant et provoquantldimmmation du fait des enzym
et autres molécules prmflammatoires contenues dans le cytoplasme. Ldschmndries
gonflent et subissent des lésions irréversi(Carmaux 2008).

Néerose

Modifications S T——

qﬁgn-n{b}? r:""f % o {3 %r‘. [o v ’ -ll
S S Iid| © ind’e’)
°0 7 | L @, %P | £ '
=, \ ° ) k‘“\%“-ﬂ@{)” “@é o
Nommala —|Gonflemmant siversila |Gorflamant mriverdld  Disintigration

Figure 33 Les modifications morphologiques de la nécroseo@iRe Diagnostics

L'apoptose, ou mort cellulaire programmeée, estforme physiologique de mort cellula
hautement régulée (Figure)3£lle est nécessaire a la survie des organismégetiulaires.
Les cellules d'organismes multicellulaires s'autiadgent lorsque cell-ci ne sont plus utile:
lorsqu'elles sont endommagées ou dysfonctionnellapoptose implique habituellement
cellules individuelles dans un tissu et ne provopas l'inflammation car il y a maintien
l'intégrité membranaire contrairement a la néci(Carmaux 2008).
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Figure 34: Les modifications morphologiques de I'apoptoseo(fRe Diagnostics

L'indicateur le plus employé pour la mesure de lartmcellulaire est la lacta
déshydrogénase (LDH), enzyme présentes toutes les cellules de 'organis|

La Lactate DésHydrogénase (LDH)
Le dosage de la LDH permet d'évaluer lintégritémienaire. Les cellules dont

membrane a été perméabilisée ou lysée, libéremtdentenu cytosolique, et notamm
I'enzyme lactateléshydrogénase (LDH), dans le milieu extracellalaira quantité de LD}
relarguée dans le milieu de culture est proporétienau nombre de cellules mortes (af
évaluation du contenu en LDH d'une cellule vial

La mesure de l'activité LDH permet valuer non seulement la mort cellulaire nécroti
(caractérisée par une rupture précoce de la memipmlasmique) mais aussi une partie d
mort cellulaire apoptotique : les cellules apoppotis ne sont pas phagocytéin vitro) et
finissent par perdr leur intégrité membranaire au stade ultime dwgssus apoptotiqt
("nécrose secondaire™).

1.1.5.3. Stress oxydant

Le stress oxydant est d0 a un déseéquilibre entygrdduction de radicaux libres et
destruction par des systémes de défeiantioxydantes. De dommages importants sur
structure et le métabolisme cellulaire peuvent @m@voqués par les radicaux libres
dégradant par exemple de nombreumolécules cibles (protéines, lipides et acid
nucléiques).

Ces radicaux libres possédent un éln célibataire (ou non appari€). Le cha
magnétique créé par sa rotation, ou spin, n'essglas compensé par la rotation en :
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inverse d’'un électron apparié. Cette propriété doaumx radicaux libres la capacité de réagir
avec différentes molécules, notamment lors de id@&en chaine.

Plusieurs facteurs peuvent produire le stress axydenvironnement, exposition au soleil,
a l'ozone, tabagisme, consommation excessive diglcontact avec des agents cancérigenes,
consommation de meédicaments, pollution... De plusgdaisme produit des agents pro-
oxydants. Ces espéces pro-oxydantes s'accompaghentrble physiologique important.
Elles possedent une haute réactivité, elles réglégmhénomene d'apoptose, en entrainant la
mort de cellules évoluant vers un état cancéreubes Eactivent aussi des facteurs de
transcription, eux-mémes responsables de l'aaivatie génes impligués dans la réponse
immunitaire (phagocytose). Elles peuvent encore uterd'expression de genes de structure
codant pour les enzymes antioxydantes. Lorsqueekgsces pro-oxydantes sont trop
présentes dans l'organisme, elles entrainent dgatsdéellulaires importants, souvent
irréversibles, tels que la cassure et la mutater'ADN, l'inactivation des protéines et des
enzymes, l'oxydation de sucres ou encore la pesato lipidique au sein d'acides gras
polyinsaturés.

Radicaux libres

Les radicaux libres ayant une courte durée deilgieeagissent quasiment instantanément
avec d'autres molécules voisines. Cependant, laitidxi'une espéce n'est pas nécessairement
corrélée a sa reactivité. Certaines molécules aditcalaires peuvent présenter une activité
oxydante accrue parmi lesquelles le peroxyde ddggire (HO,), le peroxynitrite (ONOQ
ou l'acide hypochloreux (HCIO). Ainsi, les espéoéactives de I'oxygene (ROS : Reactive
Oxygen Species) et les especes réactives de I'dRNS : Reactive Nitrogen Species)
peuvent étre classées en deux catégories : lestedibres et les non-radicaux (Figure 35).

oygene permyde
sinEet d'hydroeene
Y Tumiers TV oxydasas
g, |+——| 0, H,0,

.."-";Ig'jJJiI’.‘iE cycles redox

mitechondrie
NO” 0,”
mopoxyie radical
d azote Fpemyyde
ONOO- | OH
peroIIIE tt]?td:jf;t%ia

Figure 35: Mécanisme de production des ROS et désSRBarus 2008)
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Especes réactives de Poxygene (ROS)
Les ROS comprennent le radical hydroxyle ¢DHanion superoxyde (£), le peroxyde
d'hydrogéne (kD,).

Les radicaux hydroxyles (OHsont les ROS les plus toxiques car ils sontriestifs. Ce
sont de puissants agents oxydants qui s'attaquéntpBupart des molécules organiques et
inorganiques présentes dans les cellules, parauddies I'ADN, les protéines, les lipides, les
acide-aminés, les sucres et les métaux. lls adissdon trois modes d'actions : en arrachant
soit un électron soit un atome d'hydrogéne ou en@r s'additionnant sur les doubles
liaisons. Les radicaux superoxydes €bnt peu réactifs vis-a-vis des molécules biologgqu
(acides nucléiques, protéines, lipides...). Ainsk lgbles privilégiées de L sont peu
nombreuses. Nous pouvons citer les superoxydasesitises (SOD), les ions>f@u encore
l'ascorbate.

Les radicaux @ sont des espécespotentiellement toxiques via lgastions avec le
peroxyde d'hydrogéne ¢B,) etlemonoxyde d'azote (N générant respectivement des
radicaux OFet des peroxynitrites(ONOP Ces deux especes sont particulierement réactives
vis-a-vis des ciblesbiologiques.

05 + Hy0, > O, + OH' + OH™
Equation I-1
NO" + 05 - ONOO-

Equation -2

Enfin, la dismutation spontanée desS@onduit a la formation de peroxyde d'hydrogéne
(Halliwell & Gutteridge 1999).

205 4+ 2H* - H,0, + 0,
Equation -3
Le peroxyde d'hydrogene £8,) cause d'importants dommages cellulaires a coratent
relativement faible. Du fait de sa forte solubilittans l'eau, il pénétre facilement les

membranes biologiques, entrainant la dégradatisnpdatéines, l'inactivation d'enzymes et
I'oxydation de I'ADN, de lipides ou encore de thiol

Le mécanisme le plus frequemment impliqué dansteétion des radicaux libres OH
en présence de;B.est la réaction de Fenton:
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M™ + H,0, » M™*D+ + OH™ + OH
Equation I-4

Une autre réaction possible conduit a la productm radical anion superoxyde par
interaction de M"*Y*avec le peroxyde d’hydrogéne :

M@+ + 1,0, > M™* 4+ 05 + 2H*
Equation I-5
Une nouvelle molécule d’eau oxygénée peut réagiacde radical Get entrainer la
formation d’un radical OHe (Equation I-1):

Le radical Q@ peut a nouveau réagir avec"t*en le réduisant en Wsuivant I'équation
suivante :

M@+D+ 4 057 > MMt 4+ 0,

Equation 1-6

Lequel peut alors donner la réaction de Fentonpplieation au fer permet d’obtenir
I'équation suivante (B. Fubini & A. Hubbard 2003):

Fe?* 4+ H,0, - Fe3* + OH™ + OH'

Equation -7

Le radical OHs sera dosé au cours de notre étudallo contact particules et cellules pour
mesurer le stress oxydant.

Espéces réactives de 1'azote (RNS)
Le monoxyde d'azote (NPest issu de l'oxydation de I'un des azotes teamirde I'acide

aminé L-Arginine. NCpeut conduire a la formation de nitrite (XD ou de nitrate () en
réagissant par exemple aveedd Le peroxynitrite (ONOQ est formé suite a la réaction
entre Q" et NO. La forme protonnée du radicalperoxynitrite (ONOGH#4} un puissant agent
oxydant causant des dommages importantssimilaicesna observés avec OHe(Delattre et al.
2005; Barus 2008).

Sources métaboliques de ROS et de RNS
Les mitochondries (respiration mitochondriale), tetlules neuronales, endothéliales et

phagocytaires (macrophages) sont des sources rigta® de ROS et de RNS. Elles
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participent a la défense immunitaire de I'organisBwdte a des réactions biochimiques, des
radicaux libres peuvent également étre produitsoaws de la synthése de molécules.

Systemes de défense : les molécules antioxydantes

L'organisme possede plusieurs systemes de défafisede lutter contre les dommages
oxydants, comme les systémes de réparation (enzyr@paratrices de I'ADN) ou
d'élimination de molécules endommagées par les RQXa les systemes de prévention qui
empéchent la formation de radicaux libres (ex latleh des métaux de transition). Il y a les
protéines telles que l'albumine ainsi que les homso(cestrogenes ou mélatonine) qui
participent a la lutte contre le stress oxydant.ekfin, les antioxydants qui assurent une
protection des sites biologiques. Leur efficacké due au fait d'une élimination directe des
molécules pro-oxydantes. Il existe trois familléantioxydants : enzymatiques (catalase,
glutathion peroxydase), moléculaires naturels fvitee E, C,p-caroténe...) et synthétiques
(le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytolné (BHT), les esters de l'acide gallique
(gallate de propyle, gallate d'octyle et gallatelddécyle))(Delattre et al. 2005; Barus 2008).

Conséquences du stress oxydant sur 1'organisme

Le stress oxydant peut entrainer des complicatthabétiques ainsi qu’une résistance a
linsuline (Delattre et al. 2005). Il entraine aus production de molécules biologiques
défaillantes voire cancéreuses et a la surexpresgi@ertains genes. Il est donc a l'origine de
tres nombreuses maladies telles que la cataragtesclérose, le syndrome de détresse
respiratoire aigu, I'cedeme pulmonaire ainsi quadilissement accéléré des tissus (Sohal et
al. 2002), les rhumatismes et les maladies cardmlaires. D’'aprés Perry et al. les ROS
seraient impliquées dans les maladies neurodédgéméranotamment la maladie d'Alzheimer
(G. Perry et al. 2002) ou la mort neuronale poturésie liée a un phénomene d'apoptose
impliquant les radicaux libres.

Le stress oxydant joue aussi un role important damsncérogénése. Les radicaux libres
interviennent dans [l'activation des pro-carcinogeren carcinogenes. Ces molécules
carcinogenes vont créer des lésions de I'ADN, diaples signaux de prolifération et inhiber
des génes suppresseurs de tumeurs. Ce parametlenesindispensable dans les études en
condition aigue et chronique (Barus 2008).

Stress oxydant lors de Pinteraction particules/cellules

C’est I'équipe de B.Fubini (B. Fubini & A. Hubba2D03f) qui a mis en évidence la
production de ROS a la surface des particules msssi par les cellules phagocytaires. Les
ROS produits de fagcon normale par le métabolisméostggéne sont fortement réactifs a
cause de la présence d’électrons de valence libserg impliqués dans les mécanismes de
signalisation cellulaire, d’apoptose et de proéféan cellulaire. La revue de la littérature de
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'équipe de M.R. Gwinn et al. (Gwinn & VallyatharO@6)confirme que les ROS sont
impliqués dans la transduction de signaux chezrlasrophages. Cependant, pendant des
périodes de stress environnemental, le niveau d@S Reut augmenter considérablement
provoquant des dommages significatifs a la strectles cellules. Ce phénoméne est connu
sous le nom de stress oxydant. Il apparait querface de la particule joue un rdle crucial sur
la réponse biologique et gu'il y a une extrémealalité du potentiel pathogénique suivant la
source de silice ou autre nanoparticule.

I.2.Nanoparticules étudiées : la boehmite

1.2.1. Boehmite

Dédiée a la mémoire du savant Johann Bohm (1898}1§5 fut le premier a l'identifier,
la boehmite est le constituant essentiel des besikiancaises en association avec la gibbsite.
Elle est donc d’origine naturelle mais peut cepehdire obtenue en laboratoire selon
différentes méthodes de synthese.

[.2.1.1. Propriétés générale de la boehmite

La boehmite est 'oxyhydroxyde gamma de I'aluminjuha pour formule AIO(OH). Cette
formule est identique a celle du diaspore maisdeesx composés se distinguent entre eux par
leur structure cristalline et par la nature deslpits obtenus apres traitement thermique.ll fait
partie de la famille des alumines.

L’alumine est un matériau peu couteux. Les poudm¥ disponibles commercialement
sous différentes propriétés : morphologie des graimnulométrie et pureté. Le choix de la
poudre va dépendre surtout de l'usage. Par exenlete,produits frittés nécessitent
généralement des alumines fines et réactives, gatisfaire a des criteres microstructuraux
trés précis, notamment une densité optimale egdeas fins ; les réfractaires, des alumines
tabulaires dont la taille conséquente des crisggenmet de limiter le fluage et réduire les
réactions avec I'environnement et abouti a un naiéporeux résistant mieux aux chocs
thermiques. L'alumine possede diverses applications

- mécanique : abrasif, plaquette d’outil de coypmu( les métaux durs et oxydés), ou sous
forme de buses, de filieres d’extrusion, de joarige pieces mobiles (robinets mitigeurs), ou
encore dans les tétes de prothéses de hanches iptplants dentaires, ces deux exemples
montrent sa forte compatibilité biologique.

- réfractaire : garnissage intérieur des fours)sees, soles, enrobage de thermocouples.
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- isolant: bougies d’'allumage pour automobiles, substraitaigs destinés au dépot (
circuits électroniques.

- optiques monocristaux de saphir dans la joaillerie, guidemdes dans le domaine ¢
lasers, fenétre trsparente des lecteurs de cobarres sous forme polycristalline, el
trouve son application la plus célébre dans le tidgseelampes a vapeur de sodium d’éclail
public ou des tunnels.

Les alumines hydratées sont utilisées, hormis dansétallurgie de I'aluminium ou |
catalyse,comme charge dans les papiers, en traitement deS ea encore comme abra
doux dans les pates dentifrice et comme pansenastrique(Belnou 2002.

1.2.1.2.  Structure cristallographique

La structure de la boehmite est orthorhombique llame Du point de vue structural
cristal de la boehmite est formé d'ions** entourés par des octaédres irréguliers d’oxyge
Ces octaédres sontifpts les uns aux autres de facon a former une ldoctuche pa
emboitement en ayant des faces communes deux a@esidoubles couches sont liées €
elles par des ponts hydrogénes qui forment destesnpgaralleles de chaines en-zag le
long de laxe b du cristal. Chaque double couche d’octaédnstitue un réseau comp:
cubigue mais la structure de la maille entieretrpes compacte. Il y a 4 AIOOH par maille
2 AIOOH par motif (Figure36).

Atome noir: oxygene(O)
Atome gris: aluminium (Al)

¢ & : Atome blanc:hydrogene (H)

Figure 36: Structure cristallographique de la boehmi(Raybaud et & 2001)
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1.2.2. Procédés de synthése

Les procédés de synthése des particules fournisnpte partenaire industriel étant
confidentiels, nous présenterons brievement quslguecédés existant et dans une derniere
partie nous définirons le procédé de synthése liyeinmale. Celui permettra de produire une
partie des particules étudiées.

Il existe différents procédés de synthése de ldinde cités dans la littérature. Il semble
simple d’arriver a la précipitation de cet oxyhyxyde d’aluminium mais plutét difficile
d’obtenir un produit pur au sens structural. Despluest assez fréquent d’obtenir une co-
précipitation de bayeérite, pseudo boehmite et baetifrernot-Gehin 2007).

Les différentes méthodes de synthése qui permediebtenir de la boehmite sont les
suivantes :

* Hydrolyse d'alkoxyde d’aluminium (Yoldas 1973, Yakl 1975b, Yoldas 1975c,
Yoldas 1975a; Music et al. 1999),

» Technique des deux émulsions inverses (Naskar &té€lfee 2005),
» Spray pyrolyse (Gurav et al. 1993; Messing et 2931 Pratsinis & Vemury 1996).

Pour chacune de ces méthodes, des parametresddis tgmpérature, la concentration des
réactifs, I'agitation doivent étre strictement a@éiés pour aboutir & la forme désirée
d’hydroxyde d’aluminium.

1.2.2.1. Procédé sol-gel de B.E. Yoldas

La méthode la plus couramment employée pour lahgget de boehmite est la méthode
mise au point par B.E. Yoldas (Yoldas 1973, Yold835b, Yoldas 1975c, Yoldas 1975a;
Music et al. 1999). Ce procédé sol-gel se decomenskétapes principales (Figure 37):

* Hydrolyse (et condensation) d'un alkoxyde d’alummi avec un excés d’eau pour
former un hydroxyde d’aluminium

* Redissolution du précipité obtenu par peptisatmdeapour former le sol

* Formation du gel par séchage du sol préalablenoemtf
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AIOR); 1mole + H,O 2 100moles

PN

T<80°C Aotstien wmgeuwreuse [ 2 80°F
pendant 13-20 mn \

Composé amorphe boue de boehmite

| Tz 80°C $

l vielllissement l

boue de Bayeérite boue de boehmite

| T280°C +
7

PEPTISATION T=80°C

Acides inorganiques Acides organiques
(HNO-, HCI, HCIO,) (CCLCOOH)
0,03a0,1 mole 0.0340,3 mole

! |

Sol de boehmite AICOH
|

Séchage classique

&e| de boehmite AIOOH

Figure 37: Conditions optimales pour la précipitath de boehmite suivant le procédé sol-gel de B.E.
Yoldas(Pernot-Gehin 2007)

1.2.2.2. Techniques des deux émulsions inverses

L’avantage de cette méthode est de produire despaaincules de boehmite. La figure
suivante(Figure 38) montre les principales étapesatte méthode.
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Cyclohexane Span 80 Cyclohexane Span 80
Meélange B Mélange

Emulsion B En'n,lii%n A<—— Alino3)3fag)
|

a0°c | 90°C

\L 90°C, mélange, agitation

Particules
émulsionnées a 90°C
‘L Refroidissement de TR.

Particules :
.ﬂrn. cL |->. Acétone
émulsionnées aT.R.

Agitation \1/
Particules
floculées
l{ Centrifugation, lavage

Particules lavées

J/ Séchagea 100°C

O

Figure 38: Diagramme de la formation de nanoparti@s de boehmite (Naskar & Chatterjee 2005)

Cette méthode s’appuie tout d’abord sur la fabhivcatle solutions de nitrate d’aluminium
et du solvant qui est un mélange de cyclohexane @wepan 80 (sorbitane monooléate ayant
une balance hydrophile-lipophile de 4.3, il eslisgicomme émulsifiant dans cette synthése).

La seconde étape consiste a préparer une émulsionefse (w/o) de solution de nitrate
d’aluminium. Celle-ci est préparée a températurbiante par ajout d'une solution de sel au

solvant dans un récipient en verre fermé soustamitde 500 rpm. Le ratio en volume de sel/
solvant est de Va.

Ensuite I'émulsion B est préparée a son tour pautap température ambiante d’'une
solution d'ammoniac dans le solvant dans un réatpe verre sous agitation de 500 rpm. Le
ratio en volume de la solution d’'ammoniac/solvasttde Va.

Les deux émulsions sont conservées dans un bainled’le 90°C et gardées a cette
température pendant 10 min sous agitation de 500 kprsque la température de 90°C est
obtenue, I'émulsion B est rapidement ajoutée a ulémn A toujours sous agitation pour
obtenir une simple émulsion inverse (w/o) suiviend précipitation simultanée de précurseur
de poudres. L’'agitation est maintenue pendant@esiibutes suivantes aprés que le flacon de
verre ait été placé dans un bain et refroidi a taaipre ambiante. Les particules synthétisées
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sont obtenues par ajout d’'un volume connu d’acétbaeéparation immédiate des particules
se produit alors, et les particules peuvent étleatées apres centrifugation a 6000 rpm. Afin
d’enlever les derniéres traces d'impuretés cettequture est répétée 2 fois. Les particules
lavées sont séchées a 100°C et les nanopoudresetientbe sont alors obtenues (Naskar &
Chatterjee 2005).

1.2.2.3.  Spray pyrolyse

La technique de spray pyrolyse est un procédé oouemt utilisé pour former une large
variété de matériaux sous forme de poudre dontriégux, les oxydes métalliques, les
céramiques, les supraconducteurs, les fullerénesspray pyrolyse offre des avantages
spécifiqgues par rapport a d'autres procédés desftmmmation gaz-particules, solides ou
liquides. Il y a comme avantages une pureté supérieune meilleure uniformité de la
composition chimique, une étroite distribution didl¢, une meilleure régularité dans la forme
et la synthese de matériaux multi-composants. Uire @&wvantage est la relative simplicité du
procédeé (Messing et al. 1993; Gurav et al. 1998tshris & Vemury 1996) (Figure 39).

La solution de précurseur est préparée selon ldadét établie par Yoldas B (Yoldas
1975a, Yoldas 1975c). L'aluminium-tri-sec-butoxyelst ajouté a I'eau distillée (300 mL) a
80°C. Apres 2 h d’'agitation, I'acide nitrique egtud€ comme agent peptisant.Ce sol est tres
stable. Avant le traitement, le sol est dilué édacentration 0,2 mol / L de &l

Le dispositif spray pyrolyse est schématisé daffiglae suivante. L’aérosol est généré par
des vibrations ultrasonores d'une pastille piéectéhque (2,4 MHz) immergée dans la
solution de précurseur. Les gouttes sont recueifiir un flux d'air (0.3fV h) et entrainées
dans une aire de séchage maintenue a 100 - 12@di€dans une zone de décomposition-
densification ou la température est maintenue avater pouvant aller jusqu'a 1200 °C. Les
collections de poudres seches sont obtenues paullgcteur électrostatique.

Le temps de séjour des gouttelettes dans la zorehalgffage est d'environ 3-4 s. Les
réacteurs sont en pyrex ou en quartz en fonctioleuwtetempérature de travail. Le flux (gaz
vecteur + solvant et décomposition vapeurs de pi®du particules solides) est ensuite
élaboré dans un précipitateur électrostatique cempie deux plagues de collection dans un
tube de quartz. Un fil métallique de 5 mm est nainta 12 kV. Le flux dans le précipitateur
est maintenu a environ 130 ° C. 500 ml de précusssont pulvérisés en 4 heures, ce qui
donne environ 5 g de boehmite hydratée.
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Figure 39 Schéma du dispositif dSpray PyrolyséCaiut et al. 200¢
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1.2.2.4. Synthése hydrothermale de particules de boehmite

Au cours d'une premiére étape des hydroxydes dialum amorphes ont é
précipités a partir de nitrate d'aluminium et dedsy avant d’étre cristallisés dans différer
conditions hydrothermales (étape 2), en contrdatempérature et le temps de mdrisser
principalement, afin d'avoir une gamme de taillgoddicule: (Figure 40)
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Nitrate d’aluminium Soude
Etape 1
Hydroxydes
d’aluminium
Etape 2 l
Particules de
boehmite

Figure 40 Synthese hydrothermales des particules de boeé

Les différentes conditions d'expériences sésimées dans le tableau suiveTableau 2)
reprenant les conditions de pH, de températurehdque étape et de lavage (L), le temp
rampe (r) et plateau (p) a tampérature de cristallisation, et le type de eactchauffage
micro-ondes (MO), autoclave (A) ou réacteur continu talval(T)

Echantillons pH1 T1 pH2 T2 t2(r+p) Dispositif
1 5 25 L, 9 180 10+1¢( MO
2 5 25 5 150 10+1( MO
3 5 25 9 150 10+1( MO
4 5 25 9L9 180 10+1¢( MO
5 5 25 9L9 180 10+9( MO
6 9 60 - - - -
7 9 25 L, 9 180 45+E A
8 9 25 L, 9 180 1+E T

Tableau 2: Wnditions expérimentales des syntheses de boel

Ces syntheses entrainent trois niveaucristallisations différentes :

- faible cristallisation pas de cristallisation ou a faible températur@°C5(poudres 6, 2 ¢
3)

- moyenne cristallisationtempérature de cristallisation de 180°C pendastaourte duré
5 a 10 min (poudres 1, 4 el
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- forte cristallisation : température de cristallisatde 180°C pendant des longues durée
supérieures a 45 min (poudres 5 et 7).

1.2.3. Solubilité de la boehmite

Plusieurs études montrent que la solubilité dedehmite est faible (Peryea & Kittrick
1988; Castet et al. 1993; Pernot-Gehin 2007). @gltpend fortement du pH de la solution.

En effet en présence de solutions acides<g){ la boehmite se dissout dans I'eau en formant

de I'hydrogéne et des ions trivalents Al

— 3
AlOOH 5y + 3H,, = ALE + 2H,0q,

Equation -8

—=49.01 mole Al -

0.0002

LE-7

=
=
T
f
T,

Figure 41: Diagramme de dissolution de I'aluminiurgmole/kg d’HO) en équilibre avec boehmite a
25°C (calcul ARXIM ; base de données SUPCRT)

D'apres la Figure 41, la solubilité de la boehnait85°C dans I'eau pure (pH6,8) est de
l'ordre de 0,005ppm.

Ces ions trivalents peuvent étre absorbés parettimédiaire de la nourriture (eau,
légumes...), par inhalation ou par contact avec laupédéodorants). Une importante
exposition peut alors entrainer de sérieux probteme santé comme des dommages au
niveau du systeme respiratoire central, démencede mle mémoire, apathie ou encore
tremblements. Al est aussi impliqué dans les maladies neurodégérerae qui entraine
des problemes avec les adjuvants vaccinaux. L&pcésd’aluminium est donc réglementée a
200ug/L dans I'eau par exemple (Gourirer-Fréry 2003
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L’aluminium

L’aluminium est le troisieme élément constituagcbrece terrestre. Il représente pres de 8

% de la composition de la lithosphere aprés I'oxyg@l2 %) et le silicium (28 %).

C’est un métal tres réactif qui ne se retrouve géétat libre dans I'environnement mais
combiné a d'autres éléments pour former des conspaseplus souvent se sont des oxydes,

I'aluminium est donc insoluble.

L’aluminium peut étre retrouvé dans les végétaes,daux aussi bien souterraines que de
surface. L’homme est ainsi exposé a I'aluminiunrigioe naturelle par contact direct avec

les sols, I'air, I'ingestion d’aliments provenard k& terre et I'eau de source.

Au vu des nombreuses propriétés physico-chimigedsatiminium (basse densité, grande
malléabilité, grande ductilité, bonne conductivétectrique et chimique, résistance a la
corrosion, a la traction...), il est utilisé poursdapplications variées notamment dans
lindustrie du batiment, des transports dans l'afjneentaire (conservation, colorants,
additifs, etc.), 'emballage (canettes, barquettiimentaires), la fabrication d'ustensiles de
cuisine, en pharmacie (pansements gastriques,cal@sa adjuvants de vaccins, verre
pharmaceutique), chirurgie (céramiques en chiruogibopédique et dentaire, alliages dans
les implants orthopédiques), en cosmeétologie (ardggirants, produits de maquillage...) ainsi

gue dans le traitement des eaux d’alimentationnfaftculant et clarifiant) (IPCS 1997).

Aluminium et réglementation
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Concentrations Estimation de ['apport
en aluminium journalier en aluminium Reglementation
dans les milieux® pour un adulte
Air Pour un débit ventilatoire Valeur limite de moyenne
de 20 m?/ 24h d'exposition
= Urbain 1 000 ng/m? {(160-7 000) 0,02 mg o)
* Bural 200 ng/m? (150-325) 0,004 mg
= Milieu Pour un débit ventilatoire de | 5 mg/m®
) 10 n /8h et B heures de gr)oussiérgaﬁ inhalables )
professionnel travail’24h avec 5 mg/ m’ : 0 mg/m?
§ 50 mg (soit 33 mg/j pour | (poussiéres totales )
(industrie de une exposition
I'aluminium) ?;ﬂn?g::nnz? Tt
Sols
s Agricoles 70 000 7
Agr (10 000-
= Villes 0,0037 a 0,0116 mg/kg 7
Eaux
® Pluies 50 pgfL (10-1 200)
= Eau douce 50 pg/L (1-2 250)
» Eau de mer 2 ngfl (1-5)
» Distribution 100 pg/L (< 10-1 000} Gurrsmag‘:ation < 21 200 nug/L (valeur guide)
e Mg
Alimentation Variable selon aliment 25 a 13 mgfj
Antiacides 840 & 5 000 ma/j
Antiperspirants T 7
Apports totaux Dose hlebd-:maﬁairﬁ
tolérable (DHTP) :
= Non [3 ais n'_lgfjde} 0 &
professionnel sans antiaci mg/semaine pour
* Professionnel < 50 mg/j e Akl e
de I'aluminium [sans antiacide)

Tableau 3 : Concentrations environnementales enmlnium et estimation des apports journaliers
chez’lhomme (tableau constitué a partir des donn#e€S 1997)

Ces résultats montrent que pour la majorité defaufation, I'exposition a 'aluminium est
essentiellementalimentaire, avec un apport de forde 2,5 a 13 mg/jour. La quantité
d’aluminium apportée par I'eau dedistribution reggméte 0,2 mg soit moins d’un dixieme des
apports et I'air respiré moins d’un centieme. L’@gudistribution est réglementée a 20

1

Pour les individus travaillant dans [Iindustrie d&aluminium et exposés

professionnellement, I'apportquotidien en aluminipaurrait étre 3 a 10 fois supérieur a celui
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d’'un non professionnel, si I'on considérela valkoite de moyenne d’exposition (VME) de

5 mg/nT établie pour les fumées et poussiéresinhalées.
Effet de I'aluminium

Grace a l'efficacité des barrieres cutanée, repieaet gastro-intestinale, la rétention de
'aluminium par le corps humain est minimale. Cegaart, I'absorption respiratoire et gastro-
intestinale de petites quantités d’aluminium peupduire.

Jusqu’a présent, on croyait qu’aucune trace d’alium n’était absorbée a partir de
'appareil digestif et que I'administration orale ghroduits pharmaceutiques contenant des
guantités massives d’aluminium était inoffensivepéndant, plusieurs études ont démontré
gu’'une petite mais non négligeable fraction d’hygae d’aluminium prise oralement était
absorbée (Gorsky et al. 1979; Greger & Baier 198@}te fraction devient importante si la
guantité totale d’aluminium prise oralement eshdge si la fraction absorbée est augmentée

et/ou si I'excrétion de I'aluminium est diminuée.

Aluminium et insuffisance rénale
La quantité totale d’hydroxyde d’aluminium adminéstoralement peut étre grande (au

dessus de 10 g /jour) chez les patients atteimsudfisance rénale chronique séveére (dialysés
ou non dialysés), qui souvent prennent de I'hyddexy’aluminium comme ligand des

phosphates en vue de réduire les taux de phospflatesatiques.

Alfrey et ses collaborateurs ont montré que [lalionin était la source de
I'encéphalopathie des dialysés (A. C. Alfrey, Mishet al. 1972; A. C. Alfrey, LeGendre, et
al. 1976). lls ont aussi montré que les personresntges d'une démence dialysaire
présentaient des niveaux d’aluminium tres élevési gjue des concentrations accrues dans de
nombreux tissus, dont le cortex cérébral (A. Crédlf LeGendre, et al. 1976; A. Alfrey et al.
1980).

Le type de composé d'aluminium peut aussi influedtbsorption. Par exemple des
études réalisées sur les rats ont montré querdgectie sodium ainsi que le citrate de calcium
pouvaient accroitre cent fois I'absorption gastri@stinale d’aluminium. Chez les sujets
urémiques, il a été observé un risque d’encéphdi@anduit par I'aluminium quand
I’hydroxyde d’aluminium est administré en associatavec du citrate de sodium (Bakir et al.
1986)ou du citrate de calcium (Flendrig et al. 1976

Chez les sujets ne présentant pas une expositioesgxe a l‘aluminium et ayantune
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fonction rénale normale, la charge totale du cerpaluminium a été estimée aux environs de
30 mg (A. Alfrey et al. 1980).

Chez ces sujets, les taux les plus élevés d’alumirsont trouvés dans les poumons (5-35
ug d’aluminium/g de tissu frais), suivi par les as1 ug/g) et les muscles squelettiques (1-4

ug/g). Le taux d’aluminium sanguin est inférieur ag2l(Ibnlkhayat Idrissi 2002).

Aluminium et maladies neurodégénératives
L’aluminium n’intervient dans aucune fonction bigique, biochimique ou métabolique

connue. Pendant longtemps l'aluminium était congidéomme anodin pour 'Homme.
Cependant quelques années plus tard il a été démgué I'aluminium désorganisait une
large variété de processus neurologiques (Ganr86)&® qu’il représentait un danger

potentiel pour le systeme nerveux (Feldman 1982).

De nos jours I'aluminium est connu pour étre urspant neurotoxique aussi bien chez les

animaux que chez ’homme.

C’est en 1973, que fat publié le premier rappomossnant des concentrations élevées
d’aluminium dans les cerveaux de patients attelietda maladie d’Alzheimer. Depuis de
nombreux travaux ont mis I'accent sur I'implicatide I'aluminium dans la maladie(Polizzi et
al. 2002). Les caractéristiques sont la dégenéamesceeurofibrillaire et la présence de
plaques séniles dans le cerveau (McLachlan et98I1)1 L’aluminium pourrait étre impliqué
dans le déclenchement d’événements menant a laafiormde plaques du a la présence
d’aluminium dans les noyaux des plaques (Edwardsah 1986).
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1.3.0bjectif de I’étude

L’objectif de ce travail est de caractériser puiteipréter la toxicitén vitrode particules
industrielles ultrafines et de particules élaboggssynthése hydrothermale.

Dans le cadre de notre démarche expérimentale, altors dans un premier caractériser
d’'un point de vu physico-chimie I'ensemble des ipaleés.Nous réaliserons ainsi cette étude
sur six poudres industrielles et huit poudres akd® par synthése hydrothermale. Afin
d’observer I'influence de la taille des particutes la toxicité, certaines d’entre elles subiront
un traitement (élutriation, broyage, dispersion gamication) et seront ainsi comparées aux
résultats obtenus pour les particules brutes.

Nous procéderons ensuite a I'évaluation globaléedeactivité biologique par le biais de
testsin vitro sur un modéle de macrophage choisi comme étaptdmiére barriere de
défense lors de I'inhalation. Nous travaillerons@la lignée RAW 264.7.

L’évaluation biologiquein vitrosera ensuite réalisée sur un modele biologique de
macrophages selon une approchemulti paramétriqe® Isar trois parametres : I'état
d’'inflammation, la mort cellulaire et le stress dant qui nous permettra d’avoir une idée de
la toxicité globale.

La mise en relation des parametres physico-chinsigti€le I'activité biologique permettra
d’établir des corrélations. L'objectif étant d’ologer le comportement des cellules vis a vis
des différentes particules et de donner ainsi andance générale de l'activité biologique et
des paramétres physico-chimiques impliqués daréplanse cellulaire.

Les interactions pouvant s’établir entre ces cefidt les nanoparticules de boehmite dans
des conditions expérimentales spécifiques seroauraes. Cette étude permettra de mettre en
évidence la corrélation entre le niveau de toxiditéuit par les nanoparticules (réaction
inflammatoire, stress oxydant, mort cellulaire, g@micité) et leurs caractéristiques physico-
chimiques (taille, agglomération, chimie de surfage
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I1.1. Caractérisation physico chimique des
nanoparticules

1I.1.1. Présentation des poudres étudiées

1.L1.1.1. Les poudres de boehmite

Les nanoparticules étudiées sont des poudres dariiteeproduites industriellement ou
par synthése hydrothermale.

1.1.1.1.1. Particules industrielles

Six poudres industrielles appelées Disperal, CANI®O@AM 9015, CAM 9060, V250 et
Bulky seront étudiées. Les particules de Dispeitdes particules les plus fines sont
sélectionnées par élutriation gradce a un impaceurcascade sont appelées Disperal
« dustiness ». Les particules de bulky sont brogéiesd’éliminer les plus grosses patrticules,
son nom est alors bulky broyée.

1.1.1.1.2. Particules obtenues par synthése hydrothermale

Huit poudres élaborées par synthése hydrothernoaleétudiées. Elles sont notées de 1 a
8. Différentes conditions d’expériences (pH, terapée...) permettent d’obtenir des poudres
présentant des caractéristiques différentes notanaceniveau de leurs cristallisations.

11.L1.1.2. Les poudres témoins

Pour les testsn vitro nous avons besoin d'utiliser un témoin positif Weicité qui
correspond a un échantillon connu pour sa toxieitéon caractere cancérigene, le quartz
DQ12 (Fubini et al. 2004 ; Bruch et al. 2004).

11.1.2. Techniques analytiques

Afin de caractériser ces différentes poudres plusiéechniques ont été utilisées et seront
détaillées dans cette partie.

11.L1.2.1. Granulométrie par diffraction laser

La granulométrie laser est une technigue de meswramment utilisée pour déterminer la
distribution en taille de particules. Cette tecluaicest basée sur la diffraction et la diffusion
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d’'un faisceau laser traversé par un flux de pddagu’angle et I'intensité du rayonnement
diffracté sont fonction du diamétre des particules.

Ainsi, lI'analyse de la figure de diffraction sur w@thantillon représentatif du lot de
particules permet de déterminer leur distributioriaglle

La Figure 42montre le principe d’un granulométiseta

Filtre Cellule
Source de lumiére bleue,

Laser rouge l* . ] I Détecteur a

plan foca

Figure 42: Principe de la granulométrie laser (repduction technique de I'ingénieur)

Les mesures ont été effectuées a l'aide de I'apipgdiavern Mastersizer 2000 présent a
'Ecole des Mines de Saint Etienne. Les mesuresqrglétre réalisées en voie séche ou en
voie humide.

La gamme de mesure s’étend de 0,02um a 2000pmietiqugde et de 0,2um a 2000um
en voie séche.

Un granulométre laser est généralement constitwindesous-ensembles (Figure 44) :
- un systeme de dispersion de la poudre

- un systeme de mise en circulation de la poudre

- un ensemble électronique d’amplification des aignde mesure

- un banc optique

- un micro-ordinateur

Le produit a étudier est préalablement dispersé dammilieu liquide grace aux ultrasons
ou mis en suspension dans un courant d’air. Célgcirculer a travers une cellule de verre
a faces paralléles éclairée par un faisceau deehentaser (633 et 466 nm). En voie liquide, le
liquide porteur doit étre transparent a la longué'ande utilisée, neutre chimiquement, et
présenter un indice de réfraction différent de icele la particule. Il peut contenir un
dispersant mais ne doit pas dissoudre les parsichlans le cas des poudres nanométriques, il
est nécessaire d'utiliser les ultrasons afin d’glanla présence d’agglomérats.
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Figure 43: Principe de mesure d’'un granulométre ks(reproduction technique de 'ingénieur)

Pour lavoie liquide, la circulation est opérée émuit fermé; I'échantillon de poudre
passant plusieurs fois dans la zone de mesurst il&hiculé par une pompe qui délivre un
débit parfaitement stabilisé permettant I'obtent@on écoulement laminaire dans la zone
d’exposition au laser.

Pour la voie seche, la poudre est transportée ldareine d’air qui a servi a sa dispersion.
L’échantillon ne passe qu’une seule fois devamolae de mesure, pour étre récupéré par un
aspirateur. L’écoulement doit étre continu, de tiébnstant, sans turbulence, afin de ne pas
créer de ségrégation durant le temps de vol degpes. Dans le cadre de notre étude, nous
avons réalisé les différentes mesures en voied&uaar celle-ci ne nécessite que peu de
poudre.

Préparation des échantillons
Une petite quantité de poudre (0,1g) est introddées le granulométre en voie humide, en

utilisant 'eau comme solvant. Apres une premieesumne les ultrasons d’'une puissance de
26W sont appliqués a I'’échantillon pendant 2 mis@eant de réaliser une nouvelle mesure.

11.L1.2.2. Microscopie électronique a balayage

Les particules de boehmite industrielles ou dels®gd seront observées au microscope
électronique a balayage équipé d’'un canon a émisligachamp (MEB-FEG) afin d’avoir une
résolution suffisante pour l'observation des namibp#es. Ces observations permettront
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d’avoir des données sur la morphologie et I'aspecsurface des particules de boehmite. Les
particules sont déposées sur un support et apgeematallisation a 'or, elles sont observées
avec un MEB-FEG (JEOL JSM-6500F) (EMSE).

11.L1.2.3.  Granulométrie par diffusion dynamique de la lumiere

La spectroscopie par corrélation de photons ampartau groupe des techniques de
diffusion dynamique de la lumiére. Elle mesure épldcement lieé au mouvement brownien
et le relie au diametre hydrodynamique, ce mouvérash aussi fonction de la charge de
surface. C’est une technique capable de mesuredide®tres de particules en suspension
pouvant descendre jusqu’a 3nm. Celle-ci a I'avamidg nécessiter trés peu de préparation et
un temps de mesure tres court, de quelques secamiedques minutes.

Lorsqu’une suspension de particules est traversgéeup faisceau laser, les particules
diffusent une partie de ce faisceau dans touteditestions. L'intensité du faisceau diffusé
fluctue en fonction du temps en raison du mouvenieotvnien des particules qui a pour
conséquence une variation de la position relatesegrticules. L’appareil détecte les photons
et analyse les fluctuations d'intensité en fonctintemps pour donner les coefficients de
diffusion des particules. Ces coefficients sontalidment transformés en diametre
hydrodynamique a l'aide de la relation du déplaggniownien de particules sphériques
donnée par I'équation de Stokes-Einstein.

Matériel
Le matériel utilisé est le ZetaSizer nano S (Maiyeke logiciel relié a I'ordinateur donne

directement le pourcentage de particules en intensiesurée par classe de taille. En
considérant que les particules sont sphériqgues|cule ensuite le pourcentage en volume et
en nombre.

Préparation des échantillons

Au préalable des suspensions de boehmite ont épamres a 100mg/ml. La mesure a été
aussi réalisée a differents pH (acide et basiqoe) pbserver l'influence de celui-ci sur
'agglomération des particules dans l'eau.

Pour regarder I'état d’agglomération dans les migle culture et se placer dans les
conditions expérimentales des testsvitro, les particules ont été mises en suspension dans
une solution de DMEM (milieu de culture) de facoroldtenir une concentration de 100
mg/ml.

La mesure est ensuite réalisée a différents pH.
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11.11.2.4. Zétamétrie

La zétamétrie est une technique permettant de mrefipotentiel zéta de particules en
suspension et ainsi de caractériser la stabilit€edesuspensions en fonction de différents
parametres (pH, concentrations en ions...).

Le potentiel zétal représente la charge que la particule acquiertegedux ions qui
I'entourent quand elle est en suspension, il esi@s a la double couche ionique (Figure 44).
Il correspond au potentiel électrique mesuré aeaivdu diamétre hydrodynamique de la
particule en suspension c’est a dire au niveaulau gie cisaillement. Le plan de cisaillement
correspond a une sphére imaginaire autour de tecylardans laquelle le solvant bouge avec
la particule lorsque les particules se déplacensda solution. Le potentiel zéta est défini
comme la difféerence de potentiel existant entreséén de la solution et ce plan de
cisaillement.

- Potentiel de surface

Couche diffuse —

; LN - : ;| - Potentiel du plan
Zone de neutralité °, : ; A de eisaillement

4

+ ¥ = Potentiel Zeta

electrique

Figure 44: Schéma de la double couche électriquard particule, et variation du potentiel
électrostatique autour d’'une sphére (Simon-deckaf8)

En pratique, plus il est élevé en valeur absollgs [a charge de la particule s’intensifie
(négativement lorsque le potentiel zéta est négatifinversement) ce qui stabilise la
suspension en evitant 'agglomération des partscpbe effet répulsif. A l'inverse, au fur et a
mesure qu’il diminue en valeur absolue, les paegdeviennent de moins en moins chargées
et peuvent donc s’approcher les unes des autres ¢@twitement. Cela augmente
'agglomération et adonc pour conséquence une pFtestabilité de la suspension. Par
conséquent, le potentiel zéta est un bon indicatesrrinteractions entre particules et donc de
la stabilité colloidale. Ainsi, on considéere qu'usiespension est stable lorsque son potentiel
zéta est supérieur a 30mV en valeur absolue.
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En général, une particule est chargée négativemienine couche fixe d’ions positifs
'entoure. En s’éloignant, dans une couche diffuse potentiel varie pour atteindre la
neutralité dans la masse de la solution.

Parametres influengant le potentiel zéta

Le principal parametre influencant le potentielazést le pH. En effet lorsque celui-ci est
acide les particules tendent a acquérir des chaqgEsves et lorsque celui-ci est basique les
particules tendent a acquérir des charges négattmesdéfinit alors un pH pour lequel la
particule a un potentiel zéta nul : le point iso#igue pl.

Par ailleurs, d’autres parametres peuvent joueldaswaleur du potentiel zéta comme la
conductivité (concentration d'un sel) ou encorgold d'un additif (surfactant ionique,
polymére).

Par exemple I'épaisseur de la couche diffuse, gudeectement corrélée a l'intensité du
potentiel zéta, est régie principalement par laceatration en électrolyte de la solution et par
la valence des ions présents. Ainsi plus la foar@que est élevée plus la couche sera
comprimée et moins le potentiel zéta sera élewéabur absolue.

Préparation des échantillons
Au préalable des suspensions de boehmite ont épamgres a 100mg/ml. Les mesures ont

ete réalisées avec le ZetaSizer nano S (Malveropléoa un titrateur permettant ainsi
d’ajuster le pH a I'aide solution (NaOH et HCI, 1M)

11.L1.2.5. Mesure d’aire spécifique par adsorption de gaz

L’aire spécifique représente le rapport entre dale la surface totale des particules et la
masse de produit. Cette surface est constituéeute ka surface externe de chaque particule
ainsi que celle de leurs pores ouverts. Ainsi fdgsparticules seront petites et poreuses, plus
leur surface spécifique sera élevée.

Cette méthode de mesure de l'aire spécifique psoraton de gaz est basée sur la théorie
de l'adsorption de l'azote a basse températureldgpée par trois scientifiques Brunauer,
Emmett et Teller (B.E.T) (Brunauer et al. 1938)eflermet de calculer & partir du volume de
gaz adsorbé et au moyen de I'équation B.E.T, lamel d'azote adsorbé en monocouche sur
la surface du solide. L'aire de cette monocouclheespondant a la surface du matériau est
alors déduite sur la base de I'aire d’'une molédideote par la formule suivante :
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S - NA x\/monocouche)< Aazote
VM

Equation II-1

Avec Slaire de la surface totale de I'échantillen m2, Nle nombre d’Avogadro,
Vmonocouchele volume de la monocouche adsorbé ’eéterminé & partir de I'isotherme
d’adsorptionde BET, Aqd’aire d’encombrement de 'azote en m2 g}l¥ volumemolaire en

me.

L’aire de la surface calculée Sen m? et la masd&deantillon m en g permettent ensuite
de calculer 'aire de la surface spécifique deH#ttillon en m2.g par la formule suivante :

Equation -2

En pratique, I'échantillon est dans un premier terdpgazé sous vide a une température
appropriée (en prenant soin de respecter les gteégrphysiques de I'échantillon) dans le but
d’évacuer les molécules d’eau ou de,@0i sont adsorbées sur I'échantillon. Dans unrs&co
temps il est refroidi dans I'azote liquide, puis Izote gazeux est injecté et se fixe a la
surface de I'échantillon. Enfin I'’échantillon egichauffé pour libérer I'azote adsorbé qui est
alors mesuré. L’appareil en déduit le volume ads@m monocouche selon la théorie de BET
et ainsi la surface spécifique de I'échantillorg(ife 45).

Si I'on suppose que les particules primaires sastgsphéres non poreuses, il est possible
d’obtenir la taille des particules primaires a pates valeurs d’'aire spécifique obtenue par la
meéthode BET et de la masse volumique :

6

d,,=——
PP Ppp * SBET

Equation I1-3
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Figure 45: Principe des différentes étapes d’adstiop d’'un gaz a la surface d'un solide(Bouhmadi
2009)

Préparation des échantillons
L’'appareil utilisé est le Micrométrics ASAP 2000¢edhantillon est pesé puis dégazé
pendant 2heures a 150°C.

11.L1.2.6. Diffractométrie des Rayons X

La diffractométrie des rayons X est une technigiamalyse basée sur la diffraction des
rayons X par les réseaux cristallins. Cette teaiga permettre de caractériser les phases
minérales micro et poly-cristallines des matériaux.

La méthode consiste a envoyer des rayons X sundiédlon et un détecteur permet de
mesurer l'intensité de ces rayons X selon l'oridatadans I'espace. L'intensité détectée est
enregistrée en fonction de I'angle de déviatién 2

Les solides cristallisés ont la propriété de ddfea les rayons X selon des angles qui
dépendent de la distance,(il entre deux plans réticulaires du réseau cristgfigure 46)
(c'est-a-dire entre deux plans de densité atomicielde la longueur d'onda [du
rayonnement X utilisé. Un diffractogramme est lasare de l'intensité de la diffraction des
rayons X en fonction de l'angle d'incidenBe lié a la distance entre les plans inter-
réticulaires par la formule de Bragg:

2. d(h.k.l)' sinf =n. A

Equation I1-4
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Rayons X
Rayons X

Figure 46: Schéma de diffraction de rayons X parafamille de plan (hkl),@ angle de Bragg
(Helfen 2004)

Donc, si nous connaissons la longueur d’onde dicéaiu de rayons X, nous pouvons, a
partir de la mesure de I'an@ledéterminer les distances inter réticulaires)daractéristiques
du matériau, plus les raies de diffraction sonéginplus le réseau cristallin est organisé a
grande échelle. Puis, nous pouvons alors identdiphases et les structures cristallines de
I'échantillon, en comparant avec des bases de @snné

Protocole expérimental: le diffractométre utilisé est un diffractometré@O0 de Siemens. Le
détecteur multicanal est constitué d’'une série @@64canaux répartis sur un arc de 120°
centré sur I'échantillon. Un prélevement de quetgdizaines de milligrammes est suffisant
pour une mesure de diffraction des rayons X.

L’acquisition se fait simultanément pour tous leglas B[] de diffraction, la source de
rayons X restant immobile. La source utilisée et anticathode de cuivre caractérisée par sa
raie Ko [J (A= 1,5403A), obtenue sous une tension de 40 kV etaurant de 20 mA
appligué sur une anticathode de cuivre, raie ispdeun monochromateur et concentrée par
un collimateur.

Les échantillons sont préparés en poudre répartimse de verre fixée au centre de l'arc.
Le faisceau de rayons X frappe la poudre avec gleadincidence faible et les rayons
diffractés sont mesurés simultanément sur les d20¢.
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11.L1.2.7. Spectrométrie d’émission atomique

L'ICP-AES (Spectrométrie d’émission atomique paspha a couplage inductif) permet de
doser des especes chimigues a des faibles quadtt&s un échantillon, donc ainsi de
déterminer les impuretés présentes.

L’'appareillage est composé (Figures 47 et 48):

- d’'une source de nébulisation / atomisation / taticn de I'échantillon; elle comprend
générateur H.F., torche et nébuliseur

- d'un dispositif dispersif (monochromateur et/ polychromateur) pour analyser le
rayonnement émis par I'échantillon;

- d'un ensemble électronique / informatique pour destion des spectrometres et
I'exploitation des données.

Cone du pluasme

Zone dubservation analyiigue nommale
T=5000-8000K

Zone de radiation initiale

Zone d'induction {T= 1K)

2one de réchauffement
(désolvatation, évaporation, dissociation)
arrivie solution

gz phismagin war réfrigerant

Figure 47: Différentes zones dans la torche a Plas(fextrait de https://moodle.insa-rouen.fr/)

("borche’ - T
a plagmia) - N o

i ¥
— controles L

Schéma Général d'un Spectrométre

Figure 48: Schéma d’'un appareillage d’analyse pané&sion (Extrait de www.emse.fr)

L’échantillon liquide est alors prélevée, nébuligdisptransmis vers le plasma. Il subit les
différentes étapes de décomposition, d’atomisatidanisation : les atomes et ions émis sont
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alors excités. L'intensité des raies émises par asggces, lors de leur retour vers leurs
niveaux d’énergie fondamentaux, est ensuite mesuré

Le plasma est un gaz (argon) partiellement ionis@acroscopiquement neutre. La haute
température (6000-10000°C) générée permet d'élimeweinterférences chimiques, et rend
accessible a la fois les raies ioniques et atorsiguiacquisition de tels spectres nécessite une
haute précision. L'appareil qui a été utilisé ptaumesure des concentrations des différents
éléments est un Jobin-Yvon JY138 Ultrace.

Préparation des échantillons

L’échantillon a analyser est tout d’abord pesé if@mv250mg). Ensuite est ajouté 1mL
d’acide nitrique et 3mL d'acide chlorhydrique. Leélange est ensuite agité et chauffé
pendant une heure a 60°C.

11.L1.2.8. Spectroscopie de photoélectrons X

La spectroscopie XPS (Spectroscopie de photoélexiX) est une technique d’analyse de
surface, elle permet de déterminer I'état chimides surfaces apres les différents traitements
chimiques. Le principe général de cette techniqa@allyse utilise I'effet photoélectrique
résultant du bombardement d’'un échantillon paduxde photons X (Figure 49). Elle fournit
des informations sur la composition et I'état lecique de la surface d’'un échantillon. Elle
est en effet basée sur I'analyse de I'énergie ignétE des photoélectrons émis par un
échantillon, sous I'effet de I'irradiation par uamigceau monochromatique de photons X. Tout
électron des niveaux de cceur ou de valence domertée de liaison (f est inférieure a
I'énergie excitatrice hpeut étre extrait. Le spectre en énergie de liaifs électrons de coeur
obtenu lors de I'analyse permet d’identifier legnaés présents au voisinage de la surface. La
sensibilité de cette méthode pour les analysesidace découle des faibles valeurs du libre
parcours moyen élastique des photoélectrons. LggmeE. de I'électron photoémis est
analysée pour déterminer I'énergie de liaispdeel’électron dans son état de départ :

E.=hv-FE

Equation II-5
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Figure 49: Principe de la photoémission (Ekoue 2002

Déplacement chimique en XPS :

Chaque atome posséde un spectre des energiessoa likes €lectrons spécifique ce qui
permet d’avoir une indication sur la nature chineigt sur le dosage du composé étudié.

Lors de la formation d’une liaison chimique, etfdit de transferts d’électrons de valence
entre atomes échangeant une liaison, les eétatdrodlepies de coeur subissent une
modification de leur niveau d’énergie. Ces perttidves de I'énergie de liaison des niveaux
de cceur en fonction de I'environnement chimique I'déome, appelées déplacement
chimique, permettent d’identifier les différentsnstituants de la liaison chimique. En
premiéere approximation, il est possible d’expligaenplement I'origine de ces déplacements
chimiques. Lorsque deux atomes forment une liaisatgme le plus électronégatif attire la
charge électronique. Sa charge partielle de valeteeient négative, induisant une
augmentation des forces de répulsion entre lesréfecde valence et ceux des niveaux de
cceur. Pour cet atome, les énergies de liaisonldesans de coeur diminuent. Le phénomene
inverse est attendu pour I'atome le moins électyati&

Profondeur analysée par XPS :

Lors de son transfert vers la surface a travesoliele, un photoélectron subit un certain
nombre d’interactions inélastiqgues se traduisamtl’paistence d'un libre parcours moyen
élastiquel. Ce parametre gouverne la profondeur d’analys€RS. Il dépend principalement
de I'énergie cinétique des électrons, donc de tgeancidente h du photon X, et dans une
moindre mesure de la nature du matériau. Le lilmequrs moyen élastigue est donné
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grossiérement par la formukk= 04./E. 1 ¢nA, Ec en eV) pour Ec > 100eV, de l'ordre de

guelques dizaines de nm.

Protocole expérimental :

Les analyses ont été réalisées avec un spectroftegreno VG Thetaprobe au centre des
Sciences des Matériaux et des Structures (SMSkdelé des Mines de Saint Etienne. Une
source X Alko monochromatique focalisée est utilisée afin d’'olstene zone d’analyse de
400 um de diamétre, a une pression de résidueltl0d&Torr. Les spectres ont été acquis
grace a un analyseur hémisphérique en mode d’analgnergie constante avec une énergie
de passage (Ep) de 300 eV pour les spectres latgks50 eV pour les fenétres énergétiques
effectuées sur les pics Si2p, Si2s, Cls et Olstékalution énergétique mesurée sur un
échantillon d’argent pur correspond a une largenni-hauteur de Ag3d5/2 de lev pour Ep =
300 eV et 0,55 eV pour Ep = 50 eV. La quantificaticompte tenu des approximations
effectuées (libre parcours moyen, fonction de trassion, répartition homogene des
éléments sur la profondeur d’analyse) est donnée ane précision de I'ordre de 20%.

11.L1.2.9. Diametre aérodynamique par impacteur en cascade

L’'lImpacteur en cascade Electrique a Basse PresBibR]de DEKATI (Keskinen et al.
1992)(Marjamaki et al. 2000), estun instrument @esume permettant de déterminer en temps
réel la distribution de taille d'un aérosol dan® gamme comprise entre 27 nm etuh@. Il
est composé de trois élements: un chargeur couniapacteur en cascade a basse pression
muni de 12 électrométres, et une pompe a vide eptids prélever I'aérosol avec un débit
constant de 10 L/min.

11.1.2.9.1. Le chargeur corona

Le chargeur corona (Marjamaéki et coll., 2000) eststitué d’'une électrode fine de 5 mm
de largeur en forme d’aiguille, centrée sur unexaue électrode cylindrique externe (Figure
50). La différence de potentiel entre les deuxtédeles (5kV) génére une décharge dans la
pointe de I'électrode interne qui va produire dassipositifs. Ces ions vont se déplacer en
direction de I'électrode externe. Les particuleschargent en traversant I'espace entre les
deux électrodes, suite a des collisions qui peugaet dues au mouvement d’ensemble des
ions a travers le champ électrique ou au mouvebreminien des ions.

Le chargeur corona est formé d’une troisieme @eetr positionnée a c6té de I'électrode
en forme d’aiguille, séparé par une piece isolamtaéflon. L'objectif est de retenir les tres
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petites particules. Les particules de moins de 2@ntrun diametre aérodynamique inférieur
au diametre de coupure de I'impacteur en cascade, geuvent pas étre mesurées

L’ensemble des particules pénétrant dans le chaxg@ona est piégé. En effet, certaines
particules soumises a une accélération radialeddiexistence du champ électrique, restent
sur les parois du chargeur. On définit la pén@mat des particules d’une taille donnée

comme la fraction de celles-ci sortant du chargeurrapport a celles qui y rentrent(lbaseta
2007).

Figure 50: Schéma d’'un chargeur corona(Dekati 2003)

1.1.2.9.2. Impacteur en cascade

L’'impacteur en cascade de 'ELPI est constitué 8ethges connectés a un électrometre
qui mesure le courant généré lorsque les particchasgées impactent contre le plateau de
collecte (Figure 51). Seul le premier plateau njes$ connecté. Les différents étages sont
isolés électriquement par des piéces en téflonéplentre deux étages successifs. Les
parameétres d'étalonnage mesurés par le fabricamt ploague étage sont le diamétre de
coupure, la pression de stagnation et le tempséfirirs Les données correspondantes a
'ELPI de 'EMSE sont dans le Tableau 4. Il fauttewoque les étages de I'ELPI sont
numérotés a l'envers par rapport aux impacteursasgades usuels: le premier étage est le
dernier a étre traverseé par I'aérosol.

Le diametre aérodynamique,, dle la particule est le parametre déterminantélgdt de
celle-ci sur tel ou tel étage de I'ELPI. Lorsqueedt inférieur au diametre de coupure de
I'étage, la particule peut continuer son parcoas Vétage suivant; dans le cas contraire, elle
impacte contre le plateau de collecte (Ibaseta 2007
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Figure 51: Principe de fonctionnement de la sépamat des particules (Dekati 2003)

Etage Diamétre de coupure (pum) Pression de stagnation en aval Temps de séjour (s)
(kI'a)
1 0.0271 10.00 00170
Zz b4 2174 I e
3 0.0827 39.08 (0.0530
4 0153 £8.38 0.0693
R 0 258 A8 94 1 07R7
& 0376 a7 .03 Q0775
7 0605 2256 00782
& 0230 10047 01000
3 1.e3 10023 01000
10 2.36 101.17 01000
11 395 10124 01000
12 h Rl 1071 30 11000
13 980 101.33 0.1000
Cntrde 101.32

Tableau 4: Données issues de I'étalonnage de I'irojgair en cascadede 'EMSE (Dekati 2003)

11.1.2.9.3.

Electrometres

Chaque étage de l'impacteur comprend un électremity a donc 12 électrometres au

total qui permettent de mesurer le courant génarélgs particules lorsqu’elles impactent
contre les étages de 'ELPI. Le®"§étage ne comprend pas d'électrométre car celseéti

Mélanie PAILLEUX

[117]



Chapitre 1l : Matériels et Méthodes

juste a empécher l'accés aux particules ayant amélre aérodynamique supérieur a la
gamme de mesure c'est-a-dire supérieur a 9,8 pasvefid 2007).

11.1.2.10. Résonance Paramagnétique Electronique

La Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)uresttechnique permettant de
guantifier la capacité des poudres de boehmitenargé des radicaux libres tels que HO- et
COOs. Ces derniers ont une durée de vie tres courte. dd doser ces radicaux libres, il
convient de les piéger (spin-trapping) dans desa@spparamagnétiques plus stables que I'on
guantifie ensuite par RPE.

Cette technique permet d'observer l'absorption éf§ie par un systeme (ici, des
électrons) immergé dans un champ magnétique horeodem effet, I'électron possede un
spin et un moment magnétique. En présence d'un ghawagnétique extérieur, les deux
orientations permises du spinét ) déterminent deux niveaux d’énergie (Figure 52).

RESONANCE

/ L4 Therme 1) Signal d'absorption

¥
A —— T T T T T
E D N0 M0 Ma 0 M 30 MW
. S * Champ Magnatige (R)
\
=

Figure 52: Principe de la mesure en RPE (Réglierns)

Erargic

On peut provoquer le retournement du spin, en @paltit un champ électromagnétique de
fréequence appropriée, et détecter I'absorptionafge qui résulte de cette transition. Lorsque
I'écart entre les deux niveaux d’énergie devieral &@j’'énergie des photonsvjh ceux-ci sont
absorbés. C’est la résonance avec pour condition :

hv = gBB,

Equation 11-6

h = constante de Planck
v= fréquence du champ micro-onde

g = facteur de Landé
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B = magnéton de Bohr

Bo= valeur du champ magnétique a la résonance

Chaque élément dosé posséde un spectre d’absoqatrantéristique par sa forme, sa
position et son intensité. Ainsi, les signaux obterpour les composés étudiés sont
parfaitement connus (I. Fenoglio et al. 2003c; mdggio et al. 2006b). L'intensité des raies
est proportionnelle a la quantité de radicaux lgénérée. Il est possible grace a I'utilisation
d'un étalon de référence (Manganése) de concemiraibnnue de quantifier ces radicaux
libres générés.

Nous avons réalisé indépendamment deux dosageadizux libres par piégeages en
milieu acellulaire (B Fubini et al. 1995d). Nouseothons a mettre en évidence la capacité
des poudres de boehmite a réagir respectivemeat-@ et C-H.

e HOzpour former des radicaux HQFigure 53) :

Pour cela une quantité connue de poudre est misasgension dans une solution tampon
(0,5 M de phosphate de potassium tampon, pH 7¢) @i5 M de DMPO (5-5’-dimethyl-1-
pirroline-Noxide). Lors de I'ajout de la moléculible, le peroxyde d’hydrogéne, la réaction
démarre. La quantité de radicaux est progressivemesurée dans des aliquots de 0
prélevé dans la suspension aux temps 10, 30 eir6@esn. La présence d’espéces radicalaires
dans les suspensions est mesurée par spectrodeoRiRE(Miniscope 100 EPR spectrometre,
Magnettech).

L’ensemble de ces analyses a été effectué au dépmat de chimie de I'Université de
Turin.
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M+ H:02 —> M®V'+HO + OH
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Figure 53: Principe de génération de radicaux H®@ia des réactions impliquant des espéeces
métalliques (activité de Fenton) avec piégeage ddnDMPO. Observation du signal
correspondant a I'adduitfDMPO-OH](Boumahdi)

» des groupements C-H (communs a de nombreuses rnedgmésentes dans lemilieu
biologique) pour entrainer la formation du radicairespondant. Nousutiliserons pour
cela le formiate de sodium (HCQ®a) comme agent cible,conduisant aprés rupture
de la liaison C-H, a la formation du radical C@Eigure 54).

Signal comrespondant
de I'adduit

[DMPO-COOJ

Nispositif de
mesLre
RPE

/
N~
IIJM:::I-;‘MI" . ﬂlf— %ﬁ_ }\A{—_J\f_

Bruit defond —% —— —c——

3310 2320 3330 2240 2360 2330 3avo

Champ magnetigue D (<10~ T)

Figure 54: Principe de génération de radicaux CO8vec piégeage dans du DMPO. Observation du
signal correspondant a I'adduit [DMPO-COO](Boumahdi)
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Dans ce cas, une guantité connue de poudre a é&anisuspension dans une solution
tampon (0,5 M de phosphate de potassium tampon/,pHavec 0,15 M de DMPO (5-5'-
dimethyl-1-pirroline-Noxide). La réaction démarrd'aout de la molécule cible formiate de
sodium (HCOQ Na&). Et la quantité de radicaux est progressivemeggurée de la méme
facon que précédemment.

II.2. Modéle biologique et tests de cyto-génotoxicité

Dans le contexte de nos thématiques de recherchanpasur I'appareil respiratoire,
lorsque les particules sont inhalées elles pénéttams le tractus respiratoire par la trachée
jusqu'aux cellules alvéolaires et bronchiques. pesticules pourront alors rencontrer des
cellules cibles privilégiées telles que les maceg@s. Nous avons donc choisi comme
modele cellulaire une lignée de macrophages dess?Nwmus avons conscience que ce modele
est loin d’étre parfait puisqu’il s’agit de cellslé¢ransformées, mais il permet de disposer de
matériel cellulaire en quantité suffisante et rejpiciible sur plusieurs semaines. Afin de se
rapprocher des conditions physiologiques humairesyodeéle in vitro devrait étre compléter
pour les études futures par des analyses reaksgagir de macrophages provenant de lavage
broncho-alvéolaire.

11.2.1. Culture in vitro de macrophages de souris

La culture cellulaire est un outil indispensableupdes étude vitro de toxicité. La
lignée cellulaire est entretenue de fagcon a obtémimatériel cellulaire reproductible et en
guantité suffisante, afin de réaliser I'ensembles dests biologiques lors d’'une méme
expérience d’exposition aux nanoparticules d’irttéré

La lignée cellulaire RAW 264.7 que nous utilisormipcette étude (ATCC Cell Biology
Collection LGC Promochem), est une lignée de mdwagps d’origine péritonéale (MA) de
souris transformée par le virus AMLV (Abelson Mwgibeukemia Virus) (Figure 55).
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Figure 55: Macrophages (RAW 264.7) observés au ragmope électronique a balayage (A) et au
microscope optique apres coloration MGG (B)

11.L2.1.1. Culture cellulaire

Aprés décongélation des cellules conservées damsté liquide, la lignée est cultivée
dans une étuve a 37°C sous 5% de, @@ns des boites de culture de 25cm2 ou 75cm?
contenant respectivement 8mL ou 25mL de milieuudie. Le milieu de culture (DMEMc)
est composé de 10mL de sérum de veau feetal (FVS déé6mplémenté (Gibco), 1 mL de
pénicilline/streptomycine (50/50; Sigma) dans 100me milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium ; Gibco).

Les subcultures sont réalisées de la fagcon suivante

Lorsque la confluence est atteinte (deux fois manane), les cellules adhérentes sont
décollées avec un grattoir en plastique stérildc{frg. Les cellules en suspension sont
numérées (2 a 3 millions) puis centrifugées 10mi#3adg et le culot est reparti dans de
nouvelles boites contenant 20 mL de milieu fraisfidaivel aliquot est décongelé apres 15
passages des cellules en culture, afin d’éviter déwve phénotypique ou lorsque tout
changement morphologique suspect apparait. Lesadicgont conservés dans I'azote liquide
(-196°C) ce qui assure la conservation des cellules

11.L2.1.2. Préparation des cellules et des nanoparticules

1.2.1.2.1. Préparation cellulaire

Les cellules sont décollées de la boite de cuttelielaire afin d’étre comptabilisées.
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Numération cellulaire : test de viabilité au bleu trypan

Le bleu trypan est un colorant qui pénétre dansd#lales présentant une perte d’intégrité
membranaire (cellules mortes) alors qu’il est exdts cellules vivantes. Ce mécanisme
nécessitant de I'énergie, seules les cellules passéune source d’ATP (adénosine-5'-
triphosphate)peuvent le mettre en place. Ainsi, celeule vivante expulsera le colorant et
restera incolore tandis qu’une cellule morte nergole rejeter et apparaitra bleue. Au
microscope optique les cellules vivantes sont ddifférenciées des cellules mortes. Il est
alors possible de déterminer le taux de mortalf@ulaire en utilisant une cellule de Thoma
qui permet de déterminer le nombre de cellulesnieset mortes.

Pour cela on préleve 80ul de bleu trypan auqueljoate 20ul de la suspension cellulaire
apres décollement de la boite de culture dans be @ppendorff. Ce qui représente une
dilution au 1/5™

1l
411

1
1

ey

_H.f

I;T.-ﬂ?fflFk ﬁ?lk, Thoma

1 mm

Figure 56: Schéma d’'une cellule de Thoma

La cellule de Thoma (Figure 56) va permettre deod#rer les cellules mortes et vivantes
correspondant au principe de numération cellulafre de connaitre le nombre de cellules
dans un échantillon. Une fois le nombre de cellétedlit, il est alors possible de déterminer
la viabilité cellulaire.Pour cela le quadrillage @ecellule de Thoma va nous permettre de
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nous repérer lors du comptage des cellules. Orninga @mpter les cellules se trouvant sur le
carré central en le sillonnant par des allers-mst@oit 16 carrés subdivisés en 16 petits
carreaux chacun. Pour les cellules se trouvaresurords on en choisit au préalable deux sur
lesquelles les cellules seront comptées et deuwesaot elles ne le seront pas. On compte
alors les cellules bleues et les cellules blanchessentes dans cette chambre de
comptage.Viabilité cellulaire :

nombre de blanches

Viabilité = 100

nombre de cellules totales (bleues + blanches) i

Equation II-7

Nombre de cellules par mL : Nombre de cellules niga comptées x 5 x 10 x 1000 (pour
une dilution au 1/ de la suspension cellulaire dans le bleu trypan).

Nous estimons que la viabilité¢ de la ligne cellidadoit étre supérieure a 90% pour
pouvoir réaliser les différents tests cellulairgsctivité biologique.

1.2.1.2.2. Préparation des nanoparticules

Les particules sont préparées dans le milieu daureuldes cellules (DMEMc). Nous
préparons des doses de particules d'une concemtrdé 15, 30, 60 et 120 pg pour®10
macrophages, équivalentes a 15, 30, 60 etd.2tL et 4 4,4 ; 8,8 ; 17,6 ; 35;2).cmi’. Ces
doses ont été choisies d’apres la littérature tmment d’aprés la méthode de Bruch lors de
I'évaluation biologique de différents échantillods quartz sur laquelle nous nous sommes
donc basée (Bruch et al. 2004a).Afin de réaliserdifiérentes concentrations on prépare une
suspension de particules dans un tube eppendoariplété par du milieu de culture complet.
Les suspensions sont ensuite préparées aux coatommirdésirées par dilutions successives
dans du milieu de culture. Des suspensions frai¢hHseure) sont utilisés afin d’éviter tout
phénomene d’agglomération.

Pour les testin vitro, nous avons besoin de particules témoins, un témositif et un
témoin négatif de toxicité. Pour ces choix noussn@ammes basées sur la littérature. En effet
nous avons utilisé le quartz DQ12:£$=11mz2.g") connu pour sa toxicité et sa réactivité de
surface (B. Fubini & Bruch 2004e; Bruch 2004) comtémoin positif de toxicité. Nous
avons choisi de comparer nos résultats avec ldalexlseules en absence de contact
particulier, sans utiliser de témoin négatif. it es effet difficile de choisir un témoin négatif
qui sera inerte en milieu biologique pour les défés parametres étudiés et pas forcément
adapté a une comparaison avec la boehmite. Cepepldareurs travaux ont été réalisés en

[124] Mélanie PAILLEUX



Chapitre 1l : Matériels et Méthasde

utilisant différents témoins négatif de toxicité, CaSQ(Poser, Q. Rahman, Lohani, et al.
2004; Dopp, Yadav, et al. 2005), le corindon()(Bruch et al. 2004) et de THI.
Rahman, Lohani, Dopp, et al. 2002).

Lors des testm vitro les cellules seront incubées en méme temps quratesparticules.

11.2.2. Techniques d’évaluation de I’activité biologique

Les différents tests de toxicité seront réalisésdies plagues 96 puits.

11.2.2.1. Morphologie cellulaire : coloration MGG

La coloration de May-Grunwald Giemsa (MGG) est om&hode de coloration usuelle en
hématologieet cytologie pour différencier les deiudu sang lors des préparations cellulaires.

Il repose sur l'action complémentaire de deux ewmlity neutres et sur l'affinité des
eléments cellulaires pour les colorants acidesasigoies. Ces deux colorants sont :

= Le May-Grinwald, neutre, contenant un colorant ecigosine, et un colorant basique, le
bleu de méthyléne (sous forme d'éosinate de blenédleylene).
= Le Giemsa, neutre, contenant lui aussi de I'éosieyn colorant basique, l'azur de
méthylene (sous forme d'éosinate d'azur de métbylén

Ces deux colorants sont solubilisés dans l'alcahgiique et sont de ce fait inactifs : c'est
le contact de I'eau qui leur donne un pouvoir @itrlLes sels se dissocient alors en colorant
acide (I'éosine) et basique (azur et bleu de mértiayl

= Les éléments cellulaires acides, seront coloré&xtédment par les colorants basiques. Ces
éléments sont qualifiés de basophiles (ADN, cytmpkades lymphocytes)

11.2.2.2. Viabilité cellulaire : dosage de la LDH

La LDH (Lactate Déshydrogénase) est une enzymeepigsdans le cytoplasme des
cellules vivantes. En cas de lyse de la membraasmptue (par un agent toxiqueou lors
d’interactions cellules - particules), la LDH e&térée dans le milieu qui peut étre du milieu
de culture dans le cas de modéievitro. Le dosage de la LDH permet de quantifier la
cytotoxicité, car c’est un témoin de la mort cedicg.

La mesure de l'activité LDH dans le milieu de cdtpeut étre réalisée par dosage
enzymatique colorimétrique (Goergen et al. 1993pMaet al. 1995;Racher et al. 1990).

Ce test consiste ainsi a déterminer la quantitéayme libérée dans le milieu.Pour ce faire
nous allons mesurer l'activité de la LDH du milieprés un temps de contact des particules
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avec les cellules et ce en comparaison avec uninépusitif de cellules lysées(Solution
agueuse de Triton®-X100 a 9%).

La mesure de l'activité LDH est basée sur le pgasuivant (Figure 57):

L’hydrolyse du lactate en pyruvate par la LDH coihdl la formation du composé
réducteur : NADH+H.

Ce réducteur est ensuite utilisé comme réactiftéintid’'une réaction catalysée par une
seconde enzyme : la diaphorase.

Cette enzyme catalyse une réaction colorimétrigere, transformant son substrat
(Résozurin) en un fluorescent (Résorufin).

Ainsi d’apres les deux réactions mises en jeu bdisnce mesurée est proportionnelle a
'activité de la LDH du milieu. Les échantillons reat donc analysés a l'aide d'un
fluorimetre.

Pyruvate Lactate
0 0
0 c”
-4 0 LDH
0O - HO C H

CHs / \ CHs

NADH,H*  NAD*, HO

Ma* o 0 0 ,¥4 /@ENQ
U;Jﬁ NaO 0" ="3p
1
&

Eesazurin Eesorfin

Figure 57: Principe du dosage de la LDH(Simon-dec&€008)

Pour cela les macrophagessont incubés avec lescutest de boehmite (1.10
macrophages/puits) dans leur milieu biologique &C33ous 5% de CO Aprés 24 heures
d’incubation le surnageant est prélevé et testé amekit de dosage commercial (Promega).
La quantité de LDH libérée est mesurée par fluotomét les résultats sont exprimés en
pourcentage de LDH libérée comparé aux témoindifso&uartz DQ12) et négatifs (cellules
seules).
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[1.2.2.3. Réaction inflammatoire : dosage du TNF-o.

Le TNF-a (Tumor necrosis factor) est une cytokine sécrpaédes macrophages. Il joue le
réle de cytokine pro-inflammatoire, mais la réactiaflammatoire a proprement parler est
entrainée par la production de plusieurs cytokereplus du TNFe:.

Les cellules sont incubées 24h avec les partiades leur milieu biologique. A I'issue de
ces 24 heures, les cytokines présentent dansrageant sont doséespar un kit ELISA (R&D
Systems®). Ce kit utilise une technique d'immunaaguantitative (Figure 58).

Un anticorps polyclonal spécifique pour le TNFest coaté au fond d’'une plague ELISA
type a 96 puits. A lintérieur de ces puits sordud¢ 50uL de surnageant de culture obtenu
aprées centrifugation (432g, 10 min) afin d’élimites particules résiduelles. Aprés incubation
pendant 2 heures, les puits sont lavés avec ldi@olde lavage et un anticorps secondaire
couplé a une molécule de biotine est ajouté a @hgmuts puis incubé une nouvelle fois
pendant 2 heures. Apres lavage, on introduit dlenzyme (HPR) couplée a une molécule de
Streptavidine qui va se fixer sur la biotine, c’ese solution qui colore les puits en bleu.
L’intensité de la coloration est proportionnell@auantité de TNFe-présent dans les puits.

Aprés 30 min d’incubation, la solution stop estutée et modifie la couleur qui passe du
bleu au jaune.

L’absorbance peut alors étre mesurée par spectiampiétrie a 450 nm. Les résultats sont
exprimés en pg/mL par rapport a la gamme d’étalgar@ablie avec les standards des TINF-
connus fournis dans le Kkit.
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Anti TNF-a TNF-a Anti TNF-q /biotine Streptavidine/HRP

Figure 58: Principe du dosage ELISA du TNkfhttp://www.sinobiological.com)
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1.2.2.4. Stress oxydant : dosage de H,0,

Nous avons utilis@eux test<afin d’évaluer le stress oxydant des celluinduit par le
contact avec les particul€e stressrésulte dela formation d’'un oxydant pisant, le
peroxyde d’hydrogene@, (principale substance du pouvoir oxydant des c=lule
peroxyde d’hydrogene esin effet une substancaelarguée par la cellule ecours de la
réponse cellulaire.

Protocole du dosage type ROS
Pour réaliser ce test, les macrophages sont inadesleur milieu de culture a 37°C st

5% de CQ. Les cellules sont incubées 90 minutes avec lagpies de boehmite. Durant
période de contact, le peroxyde d’hydrogene li&temesuré comme décrit par Delahe
(Delaharpe & Nathan 19¢€. La quantité de pD, est ensuite dosée par une méth
d’oxydation de la scopolétine catalysée par ung/raez(la horseradish peroxidasNous
utilisons donainesolution de dosacontenant de la scopolétine (3@), NaNs (1 mM), de la
horseradisperoxidase (HRP) (1 ur/ml).

La scopolétine est dosé@pres 90 miutesde contact entre les cellules et les particules
fluorescencdla mesure se fait en présence des cell. Les résultatsont obtenus en nm
de H0,/10° macrophages.

Pour transformer la fluorescence en nmol O, on utilise I'équation de Delaharpe
Nathan.

L’équation suivante permet de calculer la quandiééF,O, libérée par puits aprés !
minutes d’incubation.
_ {Egg. - IV}(CD - IV}

Coo — W
(Co— W)

{E' o IV}

=5

nmolH, 0, libérée =
Equation 11-8

Eo : Fluorescence initiale lue dans un g

Ego : Fluorescence lue apres 90 min

W : Fluorescence enregistrée dans un puits

Co et Gy : Fluorescences lues dans les puits de contréinstants0 et 90 minute

S : Quantité de scopolét ajoutée en nanomoles a chaque puits au déhest
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Protocole de dosage type TOX
Le dosage TOX permet de déterminer la capacitéatuption maximale de 1@, par les

cellules. Les cellules sont donc incubées avegéticules pendant 24 heures dans leur
milieu de culture a 37°C sous une atmosphére deC®4a La libération du peroxyde
d’hydrogéne est stimulée par I'addition de 100 rig/de PMA (phorbol-12-myristate-13-
acetate, sigma). La quantité de peroxyde d’hydregémerée est mesurée par la méme
méthode que précédemment. Les résultats sont expéds d’apres la méthode de Bruch
(Bruch 2004), en pourcentage deGdpar rapport au témoin positif (quartz DQ12) fixé a
100%.

Le dosage ROS permet de déterminer la productioH e due au stress cellulaire. Le
dosage TOX permet de déterminer la capacité deuptimth maximale de D, par les
cellules. La mise en parallele de ces deux valpersnet d’évaluer un niveau de stress
cellulaire mais au final c’est surtout le paramé®®S qui est regardé, le paraméetre TOX
étant plus dépendant plus du type cellulaire.

11.L2.2.5. Dosage des cytokines par technologie Luminex

La Technologie Luminex™ est une technologie récgnieest fondée sur le principe de la
cytométrie en flux alliant l'utilisation demicrosptes fluorescentes et une double lecture
apres excitation par deux lasers. Il nécessitdisation de billes renfermant un ratiodifférent
de fluorescence rouge et orange. Ces différentkss lmeuvent étre couplées a leur surface
avec des sondesoligonucléotidiques, des peptidesiesu anticorps, permettant ainsi la
détection d’alléles, d’anticorps ou de peptidesutiamément.Nous avons utilisé cet appareil,
mis a disposition pour des essais afin de dosesiqts cytokines pro-inflammatoires en
méme temps sur nos échantillons, et détermine®&it utile pour la suite de nos manips
d’évaluer la production d’autres cytokines.

11.2.2.5.1. Principe du Luminex

Les billes sont en polystyrene de Jufh de diametre.Lors de leur fabrication, deux
fluorochromes sont incorporés a l'intérieur. Elmmt recouvertes d’'un anticorps de capture.
Ces billes, mélangées au début de I'analyse aémhdntillon, capturent les analytes. La
streptavidine qui est I'anticorps fluorescent getigée puis les billes sont ensuite entrainées
dans la veine liquide, séparées et identifiées qenid phase d’acquisition des données.A la
sortie de la veine liquide, les billes excitées lgalaser rouge a 633 nm vontréémettre une
fluorescence rouge (675 nm) et infrarouge (> 719.rhaque bille réémet d’'une fagon
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différente et sera identifiée par les intensités deux fluorescences rouge et infrarouge
enregistrées par un capteur a la sortie du fluxag@h bille a ainsi son propre code couleur
d’identification,et plusieurs billes différentesuggu’a 100 actuellement) peuvent étre
mélangées dans un seul tube ce qui multiplie cérasiidement les possibilités d’analyses
(Moalic et al. 2004)(Figure 59).

Lazer "wert" : 532nm
A Signal rapporteur ;- quantification

Laser "rouge" . é35nm
Adresse spectrale de la Balle

Anticorps

Frimaire de
capture

Figure 59: Principe du dosage de protéines par ézhnologie Luminex. A : Principe du dosage de

protéines par la technologie Luminex : un test Ei€n suspension. B : Systeme de lecture BioPlex.

Le laser rouge détermine I'adresse spectrale etabidentité de la bille et de sa protéine ciblee L

laser vert quantifie la quantité de phycoérythrimt donc la quantité de protéine cible liée a lal®il
(Renner 2008)
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11.2.2.5.2.  Choix des cytokines

Nous avons choisi de doser 5 cytokines différentes

- TNF-a : Cette cytokine nous permet de faire la compara#s/ec les résultats obtenus
par test Elisa.

- IL-1B, IL-6, et IL-10: ce sont des cytokines sécrétamsigs macrophages, impliquées
dans la phase de réaction aigue de la réponsenmiddoire mais aussi chronique,
elles ont un réle central et prépondérant. L'IL-dQoour rdle aussi de stimuler la
production de diverses cytokines et de moléculesilon@naires par les macrophages

activés (Figure 60).

CHRONIC
| HFLARMATION

RLUT L
ITHFLAMMATION

Figure 60: Les cytokines impliquées dans les réant inflammatoires aigués et chroniques.
(Feghali & Wright 1997)

- IFN-y: Les Interférons (IFN) sont des protéines natamedint produites par les
cellules du systeme immunitaire, ils jouent un @des I'activation des macrophages
(Figure 61). Il serait donc normal de ne pas oleemne production lors du contact
avec les particules, mais il était indispensabldedeérifier tout de méme(Feghali &
Wright 1997).
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Figure 61: Cytokines inflammatoires du macrophagegghali & Wright 1997)

1.2.2.5.3. Protocole Luminex

Les mesures par Luminex nécessitent l'utilisationnd plaque adaptée, qui sera
préalablement lavée pendant 10 min, ensuite orteaans les différents puits les standards,
les contrdles, les échantillons (25uL) suivantlémle plaque préparé au préalable. On ajoute
25uL de billes dans chaque puits utilisé, puisaissk incuber toute une nuit a 4°C.

Apres l'incubation, les puits sont vidés, rinced’atticorps de détection est alors ajouté
puis la plague est laissée 1 heure a températut@aate. Nous ajoutons ensuite la
streptavidine.

11.2.2.6. Analyses statistiques

Les analyses et les graphiques ont été réalisé®Pnmmn 5.0 software (GraphPad, San
Diego, CA). La significativité a été établie pasttdANOVA (p<0,0001).

11.2.3. Toxicologie génétique

Le test des cometes ou Single Cell Gel Electromi®réSCGE) permet de quantifier
directement les altérations primaires de I'ADN d&tainitial). Cette technique micro
électrophorétigue permet de visualiser et de dfianties cassures d'ADN (simples et
doubles) pouvant étre induites par des agents gigsiou chimiques toxiques sur différentes
cellules : les fibroblastes (Alapetite 1998) ouardes macrophages (Auffan 2007).

Ce test des comeétes est basé sur les travaux db @imgh et al. 1988) et a fait I'objet
d’'un grand nombre de développements ces derniénedea (M De Méo et al. 1991; De
Boeck et al. 1998; Hartmann et al. 2003) et a démontré sa sensibilité (Burlinson et al.
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2007). Il est considéré comme étant I'une des nuétlogies les mieux adaptées pour une
évaluation de la fragmentation de I'ADN dans le read’études de génotoxicité sur les
nanoparticules (Tice et al. 2000; Papageorgioul.e2@)7). Ce test s’averera également
indispensable pour étudier d’autres aspects deleite des nanoparticules.

11.2.3.1. Principe : Tests des cométes

Il existe plusieurs tests de génotoxicité potestmécrits selon les recommandations de
'OCDE(OECD guideline for the testing oh chemical897). Au vu de notre infrastructure
actuelle mais aussi de notre modéle cellulaireestadtérations que nous souhaitions mettre en
évidence, nous avons choisi de développer le tegédotoxicité suivant : test des comeétes ou
Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE).

Les tests ont été réalis#svitro sur notre lignée RAW 264.7 apres 24h heures deacont
entre les cellules et les particules selon les mséomnditions expérimentales que celles
utilisées pour les autres analyses de toxicité.

11.L2.3.2. Mode opératoire

Le protocole suivi dans cette étude est celui t¢eni Singh et alen 1988 et modifié par
Devaux et al. (1997). Ces auteurs ont adapté i'essappliquant un pH supérieur a 13 au
cours de I'électrophorese. L'essai des cometesratitions alcalines permet de détecter non
seulement les cassures double brin (révélées emeptie) mais aussi les Iésions simple brin
et les sites alcali-labiles générés par la plugag agents génotoxiques, rendant ainsi I'essai
plus sensible. Nous avons choisi de travailler diremalcalin en utilisant le kit CometAssay
de la société Trevigen.

Les différentes étapes de I'essai sont schématsgds Figure 62ci-dessous et décrites
ensuite.
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Cellule intacte  Cellule endommagée Mesures de différents

parameétres : longueur de la
queue, quantité d’ADN

Traitement
informatiaue
téte téte queue
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dépot sur lames
+ tampon de lyse Observation au .
l microscope a Cololr;atwn de
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O l Q. "

électrophorése

Figure 62: Principe du test des cométes (MonlealD3p

Nous avons choisi de travailler avec le kit TREVINEE I'aide d’'un format de lames a 20
puits.

Suspension cellulaire

Apres 24h de contact entre les cellules et lescpdes, les cellules sont centrifugées et le
culot cellulaire est repris avec le tampon phosplla®1M (PBS dépourvu d’ions calcium et
magnésium) afin d’obtenir une suspension celluliaiteale de 1 million par ml.

Préparation des lames

P REVEEN " earteas W1

Figure 63: Lames 20 puits (Trevigen)

Les cellules a la bonne densité cellulaire sontang#es a un volume adéquat d’agarose
préalablement chauffé a 37°C puis déposées suanes préalablement recouvertes d’'un gel
d’agarose (Trevigen). La concentration finale estL@00 cellules par lame (Figure 63). Les
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cellules sont donc emprisonnées dans le gel, ilredasont ensuite disposées sur une surface
plane a 4°C a l'abri de la lumiére jusqu'a ce gaepblymérisation du gel se réalise
uniformément et qu’'un anneau de gélification apigaea(environ 1h) pour les différents puits
de la lame.

Traitement des lames

L’ADN étant sensible aux rayonnements lumineuxpdemble des étapes suivantes (lyse,
déroulement, électrophorese et neutralisation) sii@ttuées a I'obscurité.

Les lames recouvertes d'agarose sont immergéesirf@dans un tampon de lyse a 4°C
(Trevigen). Les membranes plasmique et nucléairs gue les organites du cytoplasme, les
protéines liées a 'ADN (histones et non historssjt lysées et dénaturées sous l'action de la
force ionique importante des sels et des détergkntampon de lyse. Les lames sont ensuite
séchées, transférées dans une solution alcalingape25min a 4°C fraichement préparée
(NaOH, EDTA, pH>13). Le déroulement del’ADN aingiegsa dénaturation, nécessaire pour
visualiser les cassures simples brin,s’effectuamtsdce tampon alcalin durant 25min. Une
courte électrophorése (de faible voltage et ampedesy ensuite réalisée permettant la
migration de I’ADN chargé négativement vers I'anaibns le gel d’agarose soumis a un
champ électrique. L'électrophorése se réalise pan2la min a 25V et 300mA. Les cassures
au sein de la molécule d’ADN génerent des fragmelotst la distance de migration est
inversement proportionnelle a leur taille, les fgefragments migrant plus que les gros
donnent un aspect de "cometes” aux cellules d&idN présente un certain nombre de
cassures simple et/ou double brin. L’ADN intact mfua lui ne migre pas et ’ADN apparait
sous forme d'une sphére compacte de 25-35 um ah&tt@environ.

Apres électrophorése, les lames sont retirées ipda et égouttées. Une solution de
neutralisation (Tris, pH 7,4) est déposée avecqutimn sur les lames et agit durant 5 min.
L’opération est renouvelée deux fois pour parfa@reeutralisation. Les lames sont rincées a
'eau milli-Q puis déshydratées durant 5 min daad’éhanol 70%. Ensuite les lames sont
marquées au SybrGreen (Trevigen), séchées et stockél'abri de la poussiére et a
température ambiante en attendant de pouvoir e2dlamalyse.

Lecture des lames

L’'observation des lames s’effectue avec un micrpsecd épifluorescence motorisé BX61
de chez Olympus a l'aide du filtre adapté pour laorescence du SyberGreen
(excitation/émission : 494nm/521nm).Le microscopkerelié a une caméra Comet assay IV
Image de chez perspective instruments incluant aameéra haute résolution monochrome
type Basler Scout scA 1300-32fm. Le champ du moops peut étre visualisé sur un
moniteur. Une fois « capturée », 'image est siandiment transférée sur un écran ordinateur
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(acquisition en temps réel) ou systéme d’analyse d’image (Comet assay V) pernas
mesurer de maniére automatique ou manuelle diff@marameétres de la com (Figure 64).

Jone de #

quantification -

du bruit de Teke Queue +
fond

Jone de
saise

Figure 64: Représentation schématique d’'un noyau sous lanfi@rd’'une comeéte, : longueur de la
comete, t largeur de la comeéte, |: hauteur de la queue, + : anode; €athode(Larno 2002)

Le test des cometes est réalisé en duplicate goague condition pour lesquelles 1
noyaux minimum sont analys L'interprétation du test des cométes met en jenalgse de
divers parametres parmi lesquels«l’OliTaill Moment» (OTM, exprimé en % d’AD|
par/[1um). C'est le produitlu pourcentage d’ADN réparti dans la qu de la coréte par la
distance téte queu@live et al. 199(.Plus les Iésions d’ADN sont importantes, plus
fragments seront abondants et migreront loin e3 pOTM sera élevé. Ce test analysant
cellules individuelles, I'analyse statque des OTM montre une grande hétérogeénéité.
donc nécessaire de raisonner sur les fréquencaistdbution des OTMBauer et &. 1998)et
d’utiliser la fonctiony? qui psente une asymeétrie pour une réponse faible edistrdution
tendant vers la loi normale pour une réponse féitesi, il est possible de calculer le degré
liberté « n » de cette fonction non linéairgalement appelé OTM?) qui est un paraetre
quantitatif du niveau d’altération de I'ADCe paramétre peut étre utilisé comme
parameétre global. Lorsque n augmente (cellules ranthigées), la fonction tend vers 1
forme gaussienndJean et al. 200 et il faut que n soit supérieur a 2 pour trad
correctement les distributions obtenues avec tedescomeéte
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(X(z)%‘l) " e%xz

2: «T (%)

Fonction y*: P(x?) =

Equation 11-9

Avec gamma tel qud‘(%) =["etx tzdt

Equation 11-10

Lorsque 100 OTM ont été mesurés sur un échantilibrest possible d’obtenir la
distribution de ces valeurs grace a la déterminatie fréquences normalisées. Grace a un
logiciel nous déterminons I'équation de la fonctigh qui représente le mieux cette
distribution et qui permet ensuite de déterminatdgré de liberté n. Nous obtenons alors une
valeur de OTM? par condition (Bauer et al. 1998; Monleau 2005).

De plus, I'évaluation de la viabilité est souvent point essentiel pour interpréter le test
des cometes. Des cellules apoptotiques qui prétgente fragmentation de 'ADN peuvent
par la induire de fausses réponses positives. s ellules générent cependant des cometes
avec un profil atypiques (petite tate avec queuesstmrme d’halo diffus) facilement
identifiables dénommées cellules fantbmes (Figdde @u’il est possible grace au logiciel de
soustraire du compte global.

Cellules avec differents degrés de

Cellule intacte fragmentation de I’ADN

Cellule de type apoptotique

Figure 65: Différents niveaux de fragmentation de®ADN observable par le test des cometes
(Collins 2004; Monleau 2005)

Mélanie PAILLEUX [137]






Chapitre 11l : Données physico-chimiques des paldis

Chapitre lll. DONNEES
PHYSICOCHIMIQUES DES
PARTICULES DE BOEHMITE

Mélanie PAILLEUX [139]



Chapitre 1ll: Données physico-chimiques des paleisu

[140] Mélanie PAILLEUX



Chapitre 11l : Données physico-chimiques des paldis

SOMMAIRE
Chapitre 1ll. Données Physicochimiques des padgude boehmite
139
l1I.1. Les poudres industrielles 143
l11.1.1. Forme et granulométrie 143
l11.1.2. Potentiel zéta et point isoélectrique 154
[11.1.3. Evaluation de I'agrégation 157
l11.1.4. Fraction aérosolisée 159
I11.1.5. Surface spécifique 162
I11.L1.6. Structure cristalline 164
[11.1.7. Analyse chimique et de surface des nanopoudreselenfite 165
[11.1.8. Solubilité 167
I11.1.9. Résonance Paramagnétique Electronique 168
111.1.10. Conclusion intermédiaire 170
lll.2. Posts-Traitements appliqués aux particules industelles 174
l11.2.1. Récupération de la fraction fine 174
[11.2.2. Broyage 175
[11.2.3. Données physico-chimiques des particules aprésimants 177
l11.2.4. Conclusion intermédiaire 179

[11.3. Nanoparticules réalisées par synthese hydrothermala I'échelle

du laboratoire 180
l11.3.1. Forme et granulométrie 180
l11.3.2. Potentiel zéta et point isoélectrique 191
111.3.3. Surface spécifique 192
111.3.4. Structure cristalline 193
[11.3.5. Analyse chimique des poudres de boehmite 194

Mélanie PAILLEUX [141]



Chapitre 1ll: Données physico-chimiques des paleisu

[11.3.6. Conclusion intermédiaire 195

[11.4. Conclusion 197

[142] Mélanie PAILLEUX



Chapitre 11l : Données physico-chimiques des paltis

Ce chapitre sera consacré aux résultats de casatigns physico-chimiques des
particules industrielles de boehmite fournies pairen partenaire industriel, mais aussi des
nanoparticules élaborées par synthese hydrothe@maehelle du laboratoire par I'école des
Mines de Paris.

Dans un premier temps nous présenterons les rissdiééagranulométrie, de morphologie,
de chimie, de structure cristallineet d’activitéicalaire obtenus a l'aide des techniques
présentées au Chapitre llpour les différentes qaets industrielles. Dans un deuxiéme temps
nous présenterons les différents traitements (lgemyélutriation) que nous avons effectués
sur nos échantillons de particules industriellesurppouvoir récupérer des particules
représentatives de la fraction alvéolaire. C'edir@da fraction dont le diametreaéraulique est
inférieur a 10 um, particules qui sont donc susbkgst de pénétrer par inhalation. Nous
avons realisé des étapes de broyage et utilisenpacteur en cascade afin de récupérer des
fractions fines. Et dans une troisiéme partie mmésenterons les données physico-chimiques
obtenues pour les particules élaborées par syntiyglsethermale.

I1l.L1. Les poudres industrielles

Nous allons étudier six types de particules indeits différentes.

l.1.1. Forme et granulométrie

I11.1.1.1. Morphologie des particules

Nous avons tout d’abord réalisé une analyse deol@mologie de nos diverses particules
industrielles : microscopie électronique a balayag@anulométrie laser et spectroscopie a
corrélation de photons qui permet ainsi d’avoir ddgsrmations sur la taille, la forme et
I'aspect de surface des particules (Figure 66).

Disperal

SEI 10.0kV 2 100um WD 9.3mm S| S 10.0kV B0 O WD 10.1mm
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CAM9010

P

SEI 5.0k X80 100pm WD 7.5mm ENSH S| 50KV X1500  10pm  WD7,

CAM9015

A

50KV ¥50 100pm WD 7.4mm

CAM9060

~
SEI 50KV X50 100pm WD 7.4mm ENS| 1 50KV 104m WD 69mm

V250

iy

! N
50V X50  1004m WD 68mm S 5 5.0kV pm WD 7.5mm
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Bulky

Sl 50kV  X2,000 10zm

Figure 66: Observations microscopiques de particile boehmite (MEB-FEG)

L’échelle représente 10én pour les clichés de gauche efudOpour les clichés de droite.

Les différents échantillons étudiés sont polydispsret possedent des morphologies
différentes. Les particules disperal sont de fornpdstot sphériques et forment des
agglomérats de différentes tailles (1 a 20). Les différents types de particules CAM
possedent des morphologies semblables. Elles rbtmsna des plaquettes entre 20 et 500
um. Elles ont un aspect de surface lisse et montiestparticules plus petites (2 qus)
fixées sur les agglomérats.Les particules V250 smts forme sphériques. Elles sont
agglomérées pour former des agglomérats de 10 arB0Bn ce qui concerne les particules
de bulky, nous observons une forme différente diies types de particules. Elles sont en
effet sous forme de feuillets d’environ |in de c6té et agglomérées pour former des
agglomérats de 10 a 1pfn.

Dans le tableau suivant (Tableau 5) sont réecagisulés observations microscopiques.
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. . ) Monodisperse
Echantillons Morphologie Taille enpm .
ou polydisperse
Disperal Sphere 1a20 Polydisperse
20 a 500
CAM9010 Plaguette Polydisperse
2a5
20 a 500
CAM9015 Plaguette Polydisperse
2a5
20 a 500
CAM9060 Plaquette Polydisperse
2a5
V250 Sphere 10 4 300 Polydisperse
Bulky Feuillet 5a100 Polydisperse

Tableau 5: Récapitulatif des observations microsicpes

11.1.1.2. Granulométrie des particules

I11.1.1.2.1.  Granulométrie par diffraction laser

La distribution en taille a été mesurée par gramétvie par diffraction laser a I'aide de
I'appareil Mastersizer 2000. Les mesures ont ééisees en voie liquide en utilisant I'eau
comme dispersant et la sonde a ultrasons internéaplgareil au maximum de puissance
(100%) c'est-a-dire 26W pour 0,1g de particules.

Nous représentons les résultats dans les figuresrdes (Figure 67) en tracant la
distribution globale en volume. La distribution sodonne une indication importante sur la
répartition des particules en suspension.
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Figure 67: Distribution en taille par granulométri¢aser des différentes particules de boehmite
brute et aprés 2 min d’ultrasons

Le tableau suivant rassemble les valeurs obtenoes lp diamétre médiansppour les
différentes particules de boehmite avant puis apmai d’ultrasons.
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. Granulométrie
Granulométrie L . ,
, L o Diamétre médian £ Monodisperse ou
Echantillons Diamétre médian B . . .
(um) (um) aprés 2min polydisperse
H d’ultrasons (26W)
) Majoritairement
Disperal 17,29 3,51 _
monodisperse
CAM9010 4,54 3,68 Polydisperse
CAM9015 0,39 0,14 Polydisperse
CAM9060 1,75 0,17 Polydisperse
Majoritairement
V250 124,60 13,27 ,
monodisperse
Bulky 5,20 6,10 Polydisperse

Tableau 6: Granulométries des différentes particslde boehmite avant et aprés ultrasons

Les particules de disperal ainsi que les particules V250 sont majoritairement
monodisperses dans nos conditions de mesures icemteat aux autres types de particules
CAM et bulky qui sont polydisperses.

Les particules de disperal ont un diametre médead d29m et aprés 2 min d’ultrasons
nous observons une désagglomération et donc urettemédian plus petit, de 3,pin. Les
particules de CAM ont des diametres médians congntie 4,5 et 0,3gm. Ce sont les plus
petits parmi nos différents types de particuleste8@ min d’ultrasons nous observons une
légére désagglomération amenant a des diametraamaémmpris entre 0,14 et 3,681. Les
particules V250 sont les plus grosses, elles pesgaoh diametre médian de 124y6. Il faut
signaler aussi que ces particules ont un fort piowle désagglomération car apresseulement
2 min d’'ultrasons le diametre médian de 13;8Y. Enfin les particules de bulky possédent un
diamétre médiande 5,20m et contrairement aux autres particules, ellestentlance a
s’agglomérer aprés les ultrasons, nous obtenoms ato diamétre médian Iégerement plus
éleve, 6,10m.

Apres ultrasons certaines tendances se dégagerdtanment trois familles avec tout
d’abord les particules de CAM 9015 et 9060 quiwm taille inférieure a 200nm, ensuite les
particules comprises entre 200nm girbcomme les particules de disperal et de CAM9010 et
enfin les plus grosses particules dont le dianmatsdian est supérieur arb, les particules de
V250 et de bulky.
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I11.1.1.2.2.  Spectroscopie de corrélation de photons

Les mesures par spectroscopie de corrélations domh sont réalisées dans I'eau u
pure mQ (Millipore) a pH 6,8. Les résultats pows tifférentes articulessont représentés en
intensité de lumiére diffusée en fonction de le@n nn (Figure 68).
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Figure 68 Distribution de taille en intensité par spectraggie de corrélation de photons d
différentes jarticules de boehmite dans I'eau

Echantillons Granulométrie (nm) Monodi'sperse ©
polydispers
Disperal 185,5et 1125 Polydispers
CAM9010 202,8 Monodispers
CAM9015 74,8 Monodispers
CAM9060 19,3 et 133,6 Polydispers
V250 45 Monodispers
Bulky 2201 Monodispers

Tableau 7 Granulométries des différente<articulesde boehmite dans I'eau par spectroscopie
corrélation de photons

La spectroscopie de corrélation permet dobserves particules nanométriqu
contrairement a la granulométrie par diffractioselaqui a une limite de détection p

élevée.

Nous constns que deux types de particules sont polydispe(disperal et CAM906(
alors que les autres particules sont monodispeEsies. possédent des tailles variant de .
2200nm qui nous amene a les classéetrois parties.Tout d’abord les articules V250,
CAM 9060, CAM9015et CAM 9010confirmentla présence de particules non forten
agglomérées, comprises entre 1200nm. Il y a ensuitkes particules disperal qui posséd
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deux populations, dparticulesagglomérées en agglomératsbmicroniqus(185,5nm) et
desparticules agglomérées agglomérats microniques (1125net)enfin les particules ¢
Bulky agglomérées emnés gros agglomérats micronis (2201nm).

Nous observons donc des différences entre lespkasi aux niveaux des taill

Les deuxtechniques utiliséepour la granulométrie des particul(granulométrie par
diffraction laser et spectroscopie de corrélatienptiotons) montrent des résultats différ
et complémentaires. Eaffet la spectroscopie de corrélation de photongammetpas de voir
des particules de grosses tailles, supérieureglgups microns et la granulométrie laser r
pas adaptée pour les nanoparticules. Donc malgr€atecentrations de solutions identiq

pour les différentes techniqgt et dans ce cas ou il N’y a pas d’ultrasarmsus retrouvons d¢
résultats différents.

Nous avons ensuite réalisénos mesures dans lairdgi€ulture utilisé pendant cette ét
(DMEMCc). Celui<i comprenant du glucose, de la glutamine, du sédenveau et de |
pénicilline nows avons préalablement réalisé la mesure pour le @dA&eu (Figure 69).

BT - = = = = ¢ = = = = o P © o « = - - = - - - - . e e e e,

ol o AN e .

Intensité (%)

N = o/ 2l 4 e e el e d e e e e o

01 1 10 100 1000 10000
Taille (nm)

Figure 69 Distribution en intensité du milieu de culture (MEMCc)

Nous observons alors une distribution présentarg tnodes principaux de faible inten.
L’intensité mesurégar I'appareil est nettement inférie pour le DMEMcseul par rapport
aux différentes suspensions étudiées, ce qui coafgue le bruit de fond du DMEMCc ¢
négligeable par rapport aux nanoparticules de badel

Nous avons ensuiteéalisé des mesures de taille des différentescpéet dans le milie
de culture a pH 7 (Figure 70).

Disperal

Tntensité (%)

Taille (nm)
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Figure 70 Distribution de taille en intensit par spectroscopie de corrélation de photons
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Granulométrie Granulométrie
Monodisperse Monodisperse
Echantillons ennm _p en nm .p
ou polydisperse ou polydisperse
Eau DMEMc
Disperal 185,5et 1125 Polydisperse| 15,4 et 459|9 Polydssper
CAM9010 202,8 Monodisperse 174,4 Monodisperse
CAM9015 74,8 Monodisperse 14,67 et 2551 Polydisperse
Polydisperse 6,9 ;20,7 et Polydisperse
CAM9060 19,3 et 133,6
147,5
Monodisperse 13,93 ; 50,73 et Polydisperse
V250 45
4833
Bulky 2201 Monodisperse 1393 Monodisperse

Tableau 8: Granulométries des différentes particslde boehmite dans le milieu de culture
DMEMc par spectroscopie de corrélation de photons

Les mesures ont été réalisées pour des solutiomsde concentration, 100md-let sans
ultrasons pour ne pas altérer les composés bialegigrésents dans le milieu de culture et
étre dans les mémes conditions que précédemmentégeltats obtenus dans I'eau et dans le
DMEMc sont donc comparables.

Ces résultats nous permettent de voir que lescpds de boehmite ne se comportent pas
de la méme maniere dans I'eau ou dans le DMEMc.

Premiérement nous constatons que des particule®sgent monodisperses dans I'eau et
polydisperses dans le milieu de culture, c’estale des particules de CAM 9015 et de V250.
Les particules de disperal, et CAM 9060 sont palydises aussi bien dans I'eau que dans le
DMEMc et les particules de CAM 9010 et de bulkytsmonodisperses aussi bien dans I'eau
que dans le DMEMc.

Des tendances se dégagent pour certaines partgpiles montrent plus agglomérées pour
un méme pH dans 'eau que dans le DMEMc.

Elles possedent des tailles variant de 7 a 2200mimmaus permet de les classer de la
méme maniére que précédemment. Tout d’abord leticydas Disperal, CAM9015,
CAM9060 et V250 confirme la présence de particales fortement agglomérées, comprises
entre 7 et 200 nm. Il y a ensuite les nanoparticfbetement agglomérées en agglomérats
submicroniques c’est le cas des particules de dibp£459,9nm), de CAM 9010 (174,4nm),
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de CAM 9015 (255nm) et de CAM 9060 (147 nm) et rerlés trés gros agglomérats
microniques pour les particules de V250 (4833nntedbulky (1393nm).

Nous constatons généralement une diminution dailla tles particules dans le DMEMc
par rapport aux résultats obtenus dans I'eau hopmis les particules de CAM 9015 et de
V250 qui ont tendance a s’agglomérer.

En conclusion en ce qui concerne la taille dedqaess, les différentes techniques utilisées
sont complémentaires et nous ont permis de cldsseparticules étudiées en différents
groupes :

- les particules non fortement agglomérés (<200nmMC010, CAM 9015, CAM
9060 et V250

- les particules fortement agglomérées en agrégabsnistoniques (entre 200 et
1000nm) et en agrégats microniques (>1000nm): chspe

- les tres gros agglomérats microniques (>1000nmikybu

.1.2. Potentiel zéta et point isoélectrique

La charge surfacique que les nanoparticules aaqigrace aux ions qui les entourent ou
potentiel zéta a été mesurée a différents pH. luat psélectrique qui est le pH pour lequel la
charge de la particule est nulle a été déterming gue les valeurs des potentiels zétas dans
les conditions d’exposition durant les tests bia@jogs (DMEMc) mais aussi dans I'eau
(Figure 71).

Echantillons pl EeauenN MV Epmemcen mV
Disperal 9,4 35,2 -10,1
CAM9010 9,24 27,3 -11
CAM9015 9,60 42,7 -12,2
CAM9060 8,95 28,0 -9,48
V250 8,85 15,4 -10,5
Bulky 8,26 9,5 -12

Tableau 9: Point isoélectrique des particules etgrttiel z&ta dans I'eau et le DMEMc a pH 7
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Figure 71: Courbes de potentiels zétas des difféesrparticules de boehmite étudiées dans I'eau
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A pH 7, les particules sont chargées positivemansd’'eau alors que dans le DMEMc les
particules sont chargées négativement. Les pataldvraient avoir tendance a s’agglomérer
dans le milieu de culture, or les résultats obtamuss montrent que seules les particules de
CAM 9015 et V250 ont tendance a légerement s’agétemdans ces conditions. Les points
isoélectriques des différents types de particidesaivent entre pH 8,2 et 9,6.

Nous constatons que les potentiels zétas des dafiffertypes de particules sont trés
différents dans I'eau alors gu’ils sont prochessdé DMEMc. Ceci est peut étre di a
I'adsorption de biomolécules comprises dans le DMEMr les particules de boehmite. Cette
adsorption entrainerait alors un changement dunieteéta pour les différentes particules.

1.1.3. Evaluation de I’agrégation

L’intérét d'utiliser la spectroscopie de corrélatiode photons est de montrer
'agglomération des particules en suspension eagtifmm du pH de celle-ci (pH ajusté par
ajout de HCI ouNaOH, 0,1M). Nous avons réaliséstreuspensions a pH différents en
utilisant les particules de boehmitebrute « Disperdans I'eau ultrapure mQ (Millipore).
Pour chacune des suspensions les résultats sepp@sentés en intensité de lumiere diffusée.

Intensité (%)
o

0.1 1 10 100 1000 10000

Taille (nm)
Figure 72: Dispersion de disperal a pH= 3,5 (didtution en intensité)

Nous observons une distribution bimodale pour latem a pH 3,5. Il y a un pic & 105nm
et & 458nm.
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Figure 73 Dispersion de disperal a pH= 6,9 (distribution @mtensité

Pour les résultats obtenus a pH 6,9 nous obsemmslistributiorbimodale avec un pic a
200 nm et un autre vers 1 pm.
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Figure 74: Dispersion de disperal a pH= 9,4 (distribution emensité

A pH 9,4, nous observons une distribution mononm®mdalec un pic de distribution

1,1um. Les différents résultats nous permettent de tdacFigure 7%eprésentant la taille d
particules de disperah fonction du pF
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Figure 75: Taille des particules de disperal en fonction gid dans I'eat
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Les résultatsde spectroscopie de corrélation de phc montrent que la taille de
particules varie en fonction du pH. En effet ldl¢agst plus faible a pH aci(105 nm) et plus
élevée a pH neutre (200 n) basiqu (1,1 pm).Les particules ont donc fortement dance
a s’agglomérer lorsque le pH augmel

Les mesures de potentiel zéta réies préecédemment ont monttg’a pH 7, le potentiel
zéta est supérieur a 30mdans l'ea, les particules sont donc fortement chargées &
tendance a se repousser, la gon est donc stable. Au contraire a pH 9 les pald&ne son
que tres peu chargées et auront donc a l'inverslatee a s’agglomérce qui confirme don
les résultats obtenus quant a I'agglomération deicples en fonction du p

1.1.4. Fraction aérosolisée

Les particulesde boehmite possédent une gamme large et varigbla dranulométri
entre les diverses particules suspensio. L'ELPI va permettre de déterminer en temps
la distribution de taille de I'aérosol crdans une gamme comprise € 27 nm et 1Qum.
Nous avons donc mis en place un dispositif permetta créer un aérosol que I'on peut a
analyser grace a I'impacteur en cascade. Le schérfimstallation est représenté ci dess

Colonne en verre

ELPI

Deébimetre Lit de

Figure 76: Schéma du cspositif pour mesures avec l'impacteur en casc

Nous disposons un lit de particules de 10 mg (pmsudirutes) en bas d'une colon
I'aspiration de 'ELPI (10L.mi™) ainsi que le gaz vecteur au méme débit permettenték!
un aérosol. L'impacteur erascade mesure ensuite les différentes tailles dieydas forman
I'aérosol. Les résultats pour les difféerentes peadite boehmite sont représente-dessous.
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Nous avons tracé la distribution en nombre norr@alist la distribution en surface normalisée
en fonction des différentes classes granulométsique
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Figure 77: Distribution normalisée en nombre et esurface de particules pour les différentes
classes granulométriques

Pour les résultats en nombre nous pouvons voir sitedarités pour les différentes
particules de boehmite avec une répartition deferdifits types de particules sur les plus
petites classes. Pour la totalité des particulgsalplus de 70% des particules qui ont une
taille comprise entre 28 et 55 nm d’ou l'intérétlééude de la toxicité par voie inhalée de ces
particules. Les particules de disperal possederst g¢ 90% de particules comprises en 28 et
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55 nm. Lorsque nous comparons avec les résultaenad en surface, les proportions
comprises sur les plus petits plateaux disparaisseprofit des plus gros. En effet le peu de
particules mesurées de grandes tailles (>10um,dt@es sur le premier plateau) I'emporte
lorsque les résultats sont tracés en surface miasse (non montrés).

Il'y a donc deux grands groupes qui se dégagestpheticules de disperal, CAM9010,
CAM 9015 et V250 montrent des particules plus fitsque nous regardons les résultats
représentés en fonction de la surface. Quant auicylas de CAM9060 et bulky elles
possédent des particules de tailles plus grossssessentiellement des particules supérieures
al0pum.

Ces résultats sont assez cohérents avec ceux skapres la spectroscopie de corrélation
de photons notamment pour la bulky qui se distindeg autres types de particules par sa
taille.

11.1.5. Surface spécifique

La surface spécifiqgue a été déterminée grace pdigilage ASAP 2000 de la société

Micromeritics, aprés 2h de dégazage a 150°C.

La poudre récupérée apres mesure de BET a éetésaaghar DRX afin de montrer que
celle-ci était toujours sous la forme boehmite @t modifiée en alumine de transition Figure
78.
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Figure 78: Diffractogramme de rayons X desparticslée disperal avant et aprés BET
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Sur I'hypothése que les particules sont considé&réssne étant des sphéres non poreuses,
il est possible d’obtenir la taille des particupenaires a partir des valeurs de surface BET et
de masse volumique :

6

d - -
Ppp X SBET

pp

Equation I11-1

Dpp : diamétre des particules primaires
ppp : Masse volumique
Sget : surface spécifique

La masse volumique théorique de la boehmite e8@fly.cnT, les résultats obtenus sont
rassemblés dans le tableau suivant :

Echantillons Surface spécifique (m?)g Diam.étre-des particules
primaires en nm
Disperal 157,12+0.59 12,70
CAM 9010 108,87+0.22 18,31
CAM 9015 102,05+0.0949 19,53
CAM9060 120,53+0.64 16,54
V250 257,45+1.13 7,74
Bulky 20,71+0.54 96,25

Tableau 10: Surface spécifique et taille des pauties primaires

Les différentes particules présentent des surfapésifigues assez élevées (entre 100 et
250m2.g") et donc des diamétres de particules primaires fable (de 7 & 20 nm). Au
contraire, les particules de bulky présentent gasticules primaires beaucoup plus
grossiéres (100 nm) avec une surface spécifiqd den2.g".

Les particules peuvent donc étre classées en ddégaries. Il y a les particules dont la
taille des particules primaires est inférieure ar@@Disperal, CAM et V250) et les particules
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a la frontiere des nanoparticules comme les padeticde bulky qui possédent une taille des
particules primaires de 96nm.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenuédam@enent et notamment la poudre de
bulky qui se différencie des autres par sa taille.

La spectroscopie de corrélation de photons nanpastré la présence de ces particules

primaire nanomeétrique en solution, nous les rewosvsurtout sous forme d’agglomérats
nanometrique ou submicronique.

l.1.6. Structure cristalline

L’étude de la structure cristallographique perniebténir des informations sur la nature
des particules étudiées (pureté).
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Figure 79: Diffractogramme de rayons X des parti@s de boehmite

La Figure 79 représente les diffractogrammes olstgraur des échantillons de boehmite.
Tous les pics obtenus sont caractéristiques dedharite (fiche JCPDS), il n'y a pas de pics
supplémentaires relatifs a des impuretés résiduelle

Nous pouvons constater aussi que les particuleg288 sont moinsbien cristallisées que
les autres.
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Par la méthode Debye Scherrer il est possible terrdiner la taille des cristallites. Les
résultats sont regroupés dans le tableau suiveaibléau 11):

Diameétre des particules
Echantillons Taille des cristallites (nm)|  primaires en nm méthode
BET

Disperal 10,0 12,70
CAM9010 13,2 18,31
CAM9O015 119 19,53
CAM9060 14,1 16,54
V250 4,3 7,74
Bulky 54,6 96,25

Tableau 11: Tailles de cristallites déterminées paméthode Debye Scherrer

Les résultats obtenus par le biais de cette méthonieen accord avec ceux obtenus par le
calcul du diametre de particules primaires avesuldace spécifique et la masse volumique.
Les différentes particules ont des tailles de altists du méme ordre de grandeur (dizaine de
nm) hormis les particules de V250 dont les crigédlont une taille inférieure a 5 nm et les
particules de bulky qui possedent des cristalligsnt une taille bien supérieure aux autres
particules (55 nm).

Nous retrouvons de la méme maniere que précédentdrartgroupes. Les particules de
disperal, de CAM et de V250 possedent des taikesristallites comprises entre 4 et 14 nm.
Le deuxieme groupe est composé des particules g Qui se démarquent par leur taille
supérieure aux autres. Elles possedent d’'aprésékhoae Debye-Scherrer une taille de
cristallites de 55nm.

H.1.7. Analyse chimique et de surface des nanopoudres de

boehmite

11.1.7.1. Analyse chimique

Les résultats de I'analyse chimique par ICP reqenkss impuretés présentes dans les
échantillons.
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Figure 80: Concentration des impuretés des partieside boehmite industrielles exprimée en
équivalent d’'oxyde

Nous constatons la présence de fer dans chacugéadkestillons mais en quantité tres
faible. Le fer est connu pour jouer un réle impottdans I'activité biologique des poudres en
participant au stress oxydant ou en entrainarédation de Fenton (cf. 1.1.5.3). En effet le fer
agit vraisemblablement via des mécanismes de oéacén chaines (Bice Fubini & Andrea
Hubbard 2003g). Elles entrainent la formation detactifs de Fenton » qui constitue un
puissant oxydant. Il est difficile de conclure a meécanisme réactionnel unique car il y a
probablement d’autres parametres impliqués (moqgie| structure cristalline, impuretés...)

Nous constatons aussi la présence d’autres oxyééaliques mais toujours en quantité
limitée tel que le silicium, le sodium, le calciuls, titane, le zirconium, le phosphate. Les
particules de bulky se différencient par la présesic grande quantité de sodium mais aussi

parla présence de plomb qui peut avoir un impactl’aativité biologique des particules
(Garnier 2005).

11.1.7.2. Analyse de surface

L’analyse de surface par XPS est utilisée pour imeth évidence des différences au
niveau de la composition de surface entre les sigehantillons. Les pics Al Ois Cis
Sipp,0nt été détectés sur une zone d’énergie de ligspallant de 0 a 900 eV.
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Des impuretés, principalement de carbone libre é€lle silicium peuvent étre présentes
en surface de ces mémes grains. Compte tenu @upédrcours moyen des électrons dans le
matériau, les analyses s’effectuent sur une épaiske quelques nanometres (0,5 a 5 nm) a
partir de la surface du matériau.

Le pourcentage atomique a été resumé dans le Tabka

Nom des échantillons

Pourcentage .
. Disperal | CAM9010, CAM9015 CAM9060 V250 Bulky
atomique
O 1s 56,22 58,94 59,53 57,58 59,99 60,05
Al 2p 38,67 37,16 38,72 39,62 36,75 39,95

Si2p 2,62 2,22 1,75 2,55 333 __—
C1s 2,5 168 |~ 024 | _—~ | _~—

Ratio Al/O 0,68 0,63 0,65 0,69 0,61 0,67

Tableau 12: Composition chimique des particuleskaeehmite

La formule chimique de la boehmite est AIOOH lorstja est pure. Le rapport atomique
Al/O est ainsi de 0,5(Kloprogge et al. 2006). Lé&dents échantillons montrent des rapports
supérieurs a ce qui est attendu. En effet nousredrse des rapports compris entre 0,61 et
0,69. Ces résultats ressemblent plus a un résuteatdu pour AlO; (ration Al/O =0,66), nos
particules présentent en effet plus d’'oxygene teralu. Ceci peut étre di a la présence
d’alumine amorphe et anhydre en surface.

11.1.8. Solubilité

Afin de déterminer la solubilité de la boehmite sfwiral), nous avons réalisé une
suspension de boehmite dans I'eau ultrapure mQIligglie) dans un erlenmeyer. Cette
suspension a été préparée de facon a étre remtdgertes concentrations utilisées lors des
tests biologiques (6mg de boehmite/50mL d’eau)siBlus suspensions ont été préparees a
différents pH.

Cette analyse a été réalisée aux temps 24 et 48buaa desquelles les suspensions sont
restées sous agitation. Chaque mesure a été etalistriplicate. Durant le temps choisi les
suspensions ont été agitées. Ensuite le surnagsarntentrifugé de facon a éliminer les
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nanoparticules puis I'aluminium est dosé par ICP. tdmoin d’eau seule a été réalisé a
chaque échantillon pour connaitre la quantité aaium initiale dans I'eau utilisée. Les
résultats obtenus sont représentés dans le grapbigiessous.

24h
-#- 48h

Figure 81: Solubilité de I'aluminium dans I'eau

Nous observons une allure de courbe similaire pesidifférents temps utilisés montrant
une faible quantité d’aluminium en solution entié¢ § et pH 10 (Figure 81). En effet dans
cette zone, la quantité d’aluminium mesurée darssiteageant est tres faible voire nulle. Le
pH du milieu de culture utilisé lors des tests bgijues est de 7,4, nous pouvons donc
conclure de ceci que lors de nos tests biologigaatkement 1ppm d’aluminium est dissous.

La dissolution de I'aluminium est plus importantaipdes pH plus faible ou plus éleveé.

L’étude de la solubilité de la boehmite dans nagaux permet de conforter le fait que lors
des tests biologiques nous mesurons bien I'effdadmehmite sur les cellules et non I'effet
des ions aluminium.

11.1.9. Résonance Paramagnétique Electronique

Ces expériences de résonance paramagnétique elgagoen milieu acellulaire
permettent de mettre en évidence la capacité desyles de boehmite a participer a la
génération de radicaux libres (HOe, COO¢<Elle permet de connaitre la capacité des
particules de boehmite a réagir avegObbour former des radicaux HOe etavec les
groupements C-H (communs a de nombreuses molgudlssntes dans le milieu biologique)
pour entrainer la formation du radical COQOe
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Les résultats obtenus soulignent une incapacité lmsemble des particules industrielles
a générer des radicaux libres HOe (Figure 82) eDe(Figure 83).

Bruit de fond
—disperal
CAM9010
CAM9015
— CAMS060
V250

= Bulky

i T RS TR
L L LT WP I

326 328 330 332 334 336 338 340 342

Champ B (x10°T)

Figure 82 : Signaux RPE de I'adduit [DMPO-OH]« obteis en présence des particules industrielles
de boehmite. L'intensité du signal est proportiorleea la quantité de radicaux libres HOs générés

Bruit de fond
— Disperal

CAMS9010
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— CAMS060
—\/250

| =
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Figure 83 : Signaux RPE de I'adduit [DMPO-COQ obtenus en présence des particules
industrielles de boehmite. L’intensité du signaltggoportionnelle a la quantité de radicaux libres
COO-
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Pour les deux tests, les signaux relatifs aux @des industrielles sont a peine détectables
et tres proche du signal du bruit de fond. Lesipads de boehmite n’entrainent donc aucune
activité radicalaire significative (HOe et CODe

De précédents travaux montrent I'absence d’actrgthcalaire pour le témoin positif de

toxicité (quartz DQ12) (Bouhmadi 2009).

Quartz
w_,.hmwwwﬂmwwﬂwﬁi”” DQ12

o A - u Bruit de
AP o

! I ' I I ' I ' I
3340 3360 3380 3400 3420
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Figure 84 : Signaux RPE de I'adduit [DMPO-OH]e obteus en présence de quartz DQ12.
L'intensité du signal est proportionnelle a la quété de radicaux libres HOs générés (Bouhmadi
2009)

Lorsque les signaux sont significativement diffésetiu bruit de fond, il est possible par le
biais d'un étalon interne de référence (Mangandsejoncentration connue, mesurée dans les
mémes conditions environnementales, d'accédegadatité de radicaux générés.

111.1.10. Conclusion intermédiaire

Cette partie a permis de déterminer les principasctéristiques physico-chimiques
(taille, surface, morphologie, chimie, structursstadline, état de surface, activité radicalaire)
des particules industrielles.

En résumé, les particules industrielles de boehnptssedent des morphologies
différentes. Les particules de disperal et de V&%t sphériques, les différentes CAM sont
sous forme de plaquettes et les particules de tadkyg forme de feuillets.

Nous avons vu que les particules étudiées peulagglemérer dans I'eau ou le milieu de
culture, cependant la granulométrie par diffractiaser ainsi que la spectroscopie de
corrélation de photons nous permet de classerdeggyles en termes de tailles selon trois
groupes :
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- les particules non fortement agglomérés (<200nmMC010, CAM 9015, CAM
9060 et V250

- les particules fortement agglomérées en aggloméuabsnicroniques (entre 200 et
1000nm) et en agglomérats microniques (>1000nrispedal

- les tres gros agglomérats microniques (>1000nmikybu

Elles possédent des surfaces spécifiques impostattent donc des tailles de particules
primaires assez petites, inférieures a 20nm paumpéaticules de disperal, de CAM et de
V250 et approchant les 100nm pour les particulebudky. Ces résultats concordent avec
ceux obtenus par diffractométrie des rayons X.

Ces particules de boehmite peuvent présenter desstid’impuretés meétalliques (Fe, Si,
Na...). Le silicium est retrouvé en surface. Lesipalgs de bulky se distinguent une nouvelle
fois par la présence importante de sodium et dmbplgui n'apparait pas pour les autres
particules
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Echantillons
Disperal CAM9060 V250 Bulky
Dgoen um
17,29 4,54 0,39 1,75 124,60 5,20
(granulométrie laser)
Diamétre des populations en 185.9 193
nm 202,8 74,3 45 2201
Eau (PCS) 1125 133,6
n
qg’_ Diameétre des populations en 15.36 14.67 6,95 13,93
= nm ’ 174,4 ’ 20,69 50,73 1393
§ Milieu de culture (PCS) 4599 2551 147,5 4833
L
% Surface spécifique en mZ.g 157,12 108,87 102,05 120,53 257,45 20,71
o
g Dpp en nm 12,70 18,31 19,53 16,54 7,74 96,25
,2 Taille des cristallites en nn 10,0 13,2 11,9 14,1 3 4 54,6
\Q
§ Point isoélectrique 9,4 9,24 9,60 8,95 8,85 8,26
IS
© Emien MV 35,2 273 42,7 28,0 15.4 95
EpmeEme €N mV -10,1 -11 -12,2 -9,48 -10,5 -12
Fe0;:51; Fe,04:237; FeOs: 205; Na,O: 2230;
Impuretés ICP en ppm Si0,:81; Na,0:828; Traces| TiO,:105; Traces ngoog_' %Zféezsr%é Fce;%_' i'gg Pb0O;329:;
p pp Na,0:206 de CaO:; TiG, de NaO; CaO; Na.O: Cal: TiQ | Traces de Nz@ P,0s:326;Traces
Zro, Zro, &L, ~ab, deFgO5:Ca0

Tableau 13: Récapitulatif des données physicochiugg des différentes particules industrielles de lvméte fournies par notre partenaire industriel
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I1l.2. Posts-Traitements appliqués aux particules
industrielles

Dans cette partie nous présenterons les résultkfs aux particules auxquelles nc
avons soumis des traitements de broyage ou d’ingoeeh cascad

L’objectif de ces traitements est d’éliminer ledus grosses particules mais aussi d’util
une poudre micrométrique et de la rendre nanomegridin de comparer I'activité biologiq!
selon les paramétres définis (Chapitre I1).

1.2.1. Récupération de la fraction fine

Les particulesndustrielles de boehmite possedent des distribsitgyanulométriques ass
larges.Par conséquent, la premiére étape consiéliminer les plus grosses particules p
ne garder que la fraction fine.

Nous avons donc mis au point un dispositif expénitalgpermettant grace a I'impacteur
cascade de récupérer les fractions fines. Afinaile fune premiere sélection et de ne
encombrer I'impacteur de grosses particules noessylacé un cyclone ayant un seuil
coupure de 800nm pour un débit de /min™.

Cvclone
Colonne en verre /

(az

Debimetre Lit de

Figure 85. Montage de récpération de la fraction fine des particulede boehmit
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Les particules sont fluidisées, puis sélectionrdgss un cyclne avant de pénétrer de
'ELPI. Les particules sont alors récoltées sur Mifféerents étages de I'impactel
L'utilisation de I'ELPI permet a la fois de sélemtner la gamme de taille désirée mais a
de vérifier que le cyclone élimine bien les pgrosses particuleses particules s’appelle
alors disperal « dustiness ».

Nous avons réalisdes mesures de spectroscopie de corrélation demshdans le but ¢
vérifier la taille des particules obtent

07 - - - - - .- s e e - . T T T

20 _____ ST T S T 0T l_ ) .I-r’- -v ------ '

Intensité (%)

01 1 10 100 1000 10000
Taille (nm)

Figure 86: Distribution de taille en intensité par spectroscopie derétation de photons de
particules de boehmitedisperal « dustiness »

Les résultats montrent poues particules de boehmitdisperal - dustiness » deux
populations, urge 80 nm et une autre a 400nm. Notre systeme aldengoermisd’éliminer
les particules supérieures a 800

111.2.2. Broyage

Les particules de bulkpossédel un diametre important, il n’estonc pas possible de
récupérer la fraction fine de la méme maniére précédemmentous avons donc essayé
la broyer afin d’obtenir des particules plus fii

Les broyages ont été réalisés avec un broyeur tpia@dretsch PM400. Les bols et bil
de broyage utilisés sont en alumine. Différentesddmns de broyage ont été testées
modifiant la vitesse de rotation et/ou le tempsaw/age dans le but d’cenir des particules
finesde bulky et donc de broyer les plus grosses p#es

A la suite du broyage la taille des particulesdéserminée par granulométrie la
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w— Bullcy brute
m—— Bulky 3min 100rpm

Bulky 3 min 200mpm
Bulky 3 muin 300mpm

Volume en %o

e Butllew 3 0min 200pm
= Builley 1h 200rpm
—— Bulky 4h 200rpm

100 1000 10000

Taille des particules en pm

Figure 87 : Distribution en taille par granulométg laser des particules de bulky avant et apres
différentes conditions de broyage

Les distributions granulométriques montrent ques dutemps de broyage augmente, plus
les grosses particules disparaissent au profit plies petites. Nous avons sélectionné la
poudre aprés 4h heures de broyage a 200 rpm.

La taille des particules de bulky apres broyagees@® de 100 a 2000nm d'apres les
résultats obtenus par spectroscopie de corrélaophotons. Les particules de bulky brute
montraient une taille supérieure a 2200nm, nousidonc bien par la méthode de broyage
diminué la taille des patrticules.
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Figure 88: Distribution de taille en intensité papectroscopie de corrélation de photons des
particules de boehmite « bulky » broyée
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Dans la prochaine partie nous étudierons I'impact’activité biologique de ces particules
qui seront nommeées bulky broyée.

11.2.3. Données physico-chimigues des particules aprés

traitements

Dans le tableau suivant (Tableau 14) sont rassa®sbés propriétés physico-chimiques
des particules apres traitement.

Disperal B
i Bulky broyée
« dustiness »
Diameétre des populations en 80
nm De 100 a 2000nm
Eau (PCS) 400
Surface spécifique en m?g 163,42 25,21
Dpp en nm 12,21 79,91
) Pas d'impuretés
B Fe0;:41; SIG : 3 .
Impuretés ICP en ppm supplémentaires
62 ; NgO :112
dues au broyage

Tableau 14 : Données physicochimiques des partisude disperal « dustiness » et de bulky broyée

Les données physico-chimiques ne montrent pasediesélifférences entre les particules
brutes et aprés traitement. En effet, les surfapésifiques obtenues sont tres proches ce qui
pouvaient étre prévisibles car la taille des pal¢is primaires n’a pas été modifiée.

En ce qui concerne les impuretés nous retrouvons lgs particules de disperal et de
disperal « dustiness » des résultats prochesto#isle méme Iégérement inférieurs pour les
particulesapres traitement.Le graphique suivarguiiei 89) nous permettra d’avoir une idée
sur la quantité de chaque impureté.
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Disperal Disperal "dustiness”

Figure 89: Concentration deimpuretés des particules de disperdldispera « dustiness »
exprimée en équivalent oxyde

Si 'on compare les résultats quantitativement noaastatons une diminution de
guantité de toutes les impure.Les impuretés ne sont donc pas répartis de la nrméamgre
sur les particules] y en en effet plus d'impuretés dans les grogsasicules que dans |
petites. Ce changement reste tout de méme |

Entre les particules de bulky et de bulky broyé fait de broyer ne peut pas modifier
composition chimique, de plus aucune impureté téaa@portée par le broya

Les expériences de résonance paramagnétique omtadigées pour les particules
disperal dustiness et de bulky broyée. Les rés soulignent une incapacité a générer
radicaux libres HOe«(Figur®Q) et COOs (Figure 9) de la méme maniere que pour
particules brutes.

===Brult de fond
= Dlsperal "dustiness"

Bulky broyée

326 328 330 332 334 336 338 340 342
Champ B (x16° T)

Figure 90: Signaux RPE de I'adduit [DMP(-OH]e obtenus en présence des particules industes
de boehmite. L'intensité du signal est proportionleea la quantté de radicaux libres HO« génér
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s Brualt cle fiomd
Disperal "dustiness"

Bulky broyée

316 328 330 332 334 338 338 340 342
Champ B [x10 T)
Figure 91: Signaux RPE de I'adduit [DMP(-COQ]e obtenus en présence des particu
industrielles de boehmite. L'intensité du signaltggoportionnelle a la quantité de radicaux libre
COO-

Le traitement des particules a donc entrainé umgdraent de taille maiaussi pour les
particules de disperaldustines » un Iégerchangement d’un point de vue chimique avec
impuretés rebuvées en plus faible quantité, cependant la seirépéciique et la taille des
cristallites sont restées identiqt

11.2.4. Conclusion intermédiaire

A l'aide de deux procédés nous avons obtenu dedrpsypossédant des particules de t
inférieure. En effet par élutriation nous obtenamse poudre, la disperal dustiness »
composeede particules de 400 et 80 nm alors qu'avant tratg cette méme poud
possédaitles particules d’environ 800ni

Par le broyage nous avons pu, éliminer les grgsadicule: (>2000nm) afin d’en obten
des plus petites comprisestee 100 et 000nm.

Ces traitements n’ont pas eu d’influence sur l|Hetales particules primaires, mais «
modifiélégeremeniies propriétés chimiqu dans le cas de la disperalléstines », en effet la
quantité d'impureté retrouares traitemerest plus faible.
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I11.3. Nanoparticules réalisées par synthese
hydrothermale a I’échelle du laboratoire

Cette partiesera consacrée aux réesultats de casatiths physico-chimiques des
nanoparticules élaborées par synthese hydrothe@miaehelle du laboratoire, I'intérét étant
de réaliser une étude comparative sur des pasiadesynthése de méme nature mais en
faisant varier la taille. Les particules ont étéathgtisées a I'école des mines de Paris.

De la méme maniere que pour les particules inailigtsi nous présenterons les résultats de
granulométrie, de morphologie, de chimie, de stmactcristalline selon les approches
techniques présentées au Chapitre Il. Nous possédom poudres différentes que nous
numéroterons de 1 a 8 pour les identifier.

Les échantillons sont regroupés en 3 familles destatlinité/taille croissante
(1.2.2.4Synthese hydrothermale de particules dérde).

- Les échantillons 2, 3, 6 de faible cristallisatim(rissement hydrothermal a 150°C.

- Les échantillons 1, 4, 8 de cristallisation "mioye”, obtenus a 180°C pendant des temps
de cristallisation courts.

- Les échantillons 5 et 7 de forte cristallisatiobtenus a 180°C pendant des temps de
cristallisation relativement longs.

.3.1. Forme et granulométrie

I11.3.1.1. Morphologie des particules

Une analyse de la morphologie a été réalisée sar paoticules afin d’obtenir des
informations sur la taille, la forme et l'aspect darface des particules (microscopie
électronique a balayage, granulométrie laser, spaazipie de corrélation de photons).

SEI 150kV  X2,000 10um
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X100 100pm W Sl 000 10pm

100pm WD 7.2mm S| 2,000 10pm WD 7.4mm

100pm WD 7.4mm S| 2,00 0am WD 7.4mm

T0pm
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Figure 92 : Observations microscopiques de poudideshoehmite synthétisées (MEB-FEG)

L’échelle représente 1Qén pour les clichés de gauche epdOpour les clichés de droite.

Les observations microscopiques ne permettent pafistinguer les particules au niveau
morphologique. En effet les différentes particidest de maniere globale, polydisperses et de
méme morphologie. Nous retrouvons des particulessigres de formes aléatoires de 10 a
200pum avec la présence de plus petites particiiéssfa la surface des agrégats de 1 a 5um.
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S0 nm
—

50 nm
—

Figure 93: Images MET des échantillons de faibleistallinité (Ecole des Mines de Paris)
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00 rif 1 : ; 50 nm

Figure 94: Images MET des échantillons de cristalii€ moyenne (Ecole des Mines de Paris)
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Figure 95 : Images MET des échantillons de cristaité forte (Ecole des Mines de Paris)

Les poudres 2, 3, 6 présentent un aspect de fisudlee5 a 10nm. Pour les poudres 1, 4 et 8
nous distinguons des particules comprises enttel®rem et enfin pour les particules 5 et 7
nous observons des particules bien facettées e phis importante (20 a 50nm). Nous
constatons donc bien une amélioration de la cliséibn au vu des images MET obtenues.

111.3.1.2. Analyse granulométrique des poudres

111.3.1.2.1. Granulométrie laser

La distribution granulométrique des différentesqres a été déterminée par granulométrie
laser en voie liquide (solvant : eau).
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Figure 96 : Distribution en taille par granulométe laser des différentes particules de boehmite
synthétisées brute et aprés 2 min d’ultrasons

De la méme facon que pour les poudres industrjdbdssmesures ont été réalisées sur les
poudres brutes mais aussi aprés 2 min d’'ultras@@\a Nous observons pour les poudres 2,
4,5, 6, 7 et 8 une désagglomération apres 2 roitrasons.

En ce qui concerne les poudres 1 et 3, une popalaianométrique apparait avant
utilisation des ultrasons, et n’est pas retrouverés ultrasons. Il est possible que ces
particules s’agglomerent apres ultrasons ou aua@oatse désagglomerent et ne sont plus a
ce moment dans la gamme de mesure du granulometrediffraction laser. Nous
approfondirons nos résultats par des mesures atrepcopie de corrélation de photons,
cette technique étant plus adaptée pour les namnapeas.

Granulométrie
Granulométrie | Diameétre médiar ) Présence d’'ung
. o . . Monodisperse )
Echantillons | Diametre médian Dsp (Um) apres ) population
. ou polydisperse o
Dso (Um) 2min d'ultrasons nanomeétrique
(26W)
1 2,34 10,55 Polydisperse Oui
2 14,01 911 Monodisperse Non
3 6,05 10,13 Polydisperse Oui
4 105,94 15,13 Polydisperse Non
5 5,48 4,80 Monodisperse Non
6 34,94 9,20 Polydisperse Non
7 42,46 10,02 Polydisperse Non
8 162,95 18,88 Polydisperse Non

Tableau 15 : Granulométries des différentes parties de boehmite avant et aprées ultrasons

Mélanie PAILLEUX
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Les résultats obtenus montrent avant ultrasongaedtats complétement différents avec
des diamétres médians variables, alors qu’apresn2dialtrasons nous constatons que les
diametres sont du méme ordre de grandeur pouiiffésetites poudres (environ 10um) avec
cependant des différences importantes pour lesrpsufl et 8. Nous avons alors trois
groupes : lapoudre 5 dont le diametre médian &stiéur & 5um, les poudres dont le diametre
médian est compris entre 5 et 15um(1, 2, 3, 4, B) et enfin lapoudre ayant un diamétre
meédian supérieur a 15um, la poudre 8.

111.3.1.2.2.  Spectroscopie de corrélations de photons

Les mesures de spectroscopie de corrélations demshont été réalisées dans I'eau ultra
pure mQ a pH 6,8 sur I'ensemble des particules.
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Figure 97 : Distribution de taille en intensité papectroscopie de corrélation de photons des
différentes particules de boehmite dans I'eau (r@)gt aprés 1min d'ultrasons a 300W (vert)

Granulométrie
. Granulométrie | Monodisperse| (nm) apres 1 min  Monodisperse ou
Echantillons . .
(nm) ou polydisperse  d’ultrasons polydisperse
(300wW)

1 428,6 et 92,63 Polydisperse 107,2 Monodisperse
2 915,3 Monodisperse 83,4 Monodisperse
3 193,2 Monodisperse 100,2 Monodisperse
4 2422 et 42,90 Polydisperse 125,8 Monodisperse
5 215,4 et 2562 Polydisperse 25,83 et 145,4 Polydsspe
6 847,7 Monodisperse 140,2 et 618,6 Polydisperse
7 218 et 4913 Polydisperse 210 Monodisperse
8 1970 Monodisperse 429,3 Monodisperse

Tableau 16 : Granulométries des différentes partiesi de boehmite dans I'eau par spectroscopie de
corrélation de photons

Apres 1 min d'ultrasons a 300W nous constatons importante désagglomération sur
'ensemble des particules. Hormis les particuleet68, les autres particules ont une
distribution de taille centrée sur 100 nm. Les ipalts 8 ont des agrégats plus gros, de
I'ordre de 400 nm. Les particules 6 semblent pifficlies a disperser, nous observons deux
populations, une centrée sur 150 nm et 'autre680rnm.
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Aprés dispersion par ultrason, les résultats pdugae divisés en trois catégories : les
nanoparticules centrées sur 100nm (1, 2, 3, 4ndesparticules centrées sur 100nm et ayant
aussi des agglomérats submicronique (5 et 6) etggmeérats submicroniques (7 et 8).

En conclusion, les différentes techniques de gmamétries permettent d’obtenir des
informations complémentaires. La granulométrierigg@¥met de mesurer les agglomérats et
conduit alors a trois groupes : la poudre 5 dorttigenétre médian est inférieure a 5um, les
poudres dont le diamétre médian est compris engelbum (1, 2, 3, 4, 6 et 7) et enfin la
poudre ayant un diameétre médian supérieur a 15@anpoldre 8. La spectroscopie de
corrélation de photons a permis de mesurer la etaidles nanoparticules apres
désagglomération aux ultrasons a 300W pendant 1lApres cette désagglomération les
nanoparticules sont centrées sur 100nm (1, 2, 3, @), certaines d’entre elles montrent des
agglomérats submicroniques (5 et 6) et enfin lesqudes 7 et 8 qui possedent seulement des
agglomérats submicroniques.

11.3.2. Potentiel zéta et point isoélectrique

Pour 'ensemble des particules nous avons déterhaipétentiel zéta a pH 7 ainsi que le
point isoélectrique.

Echantillons pl EeauenN mV
1 9,51 41
2 10,40 36
3 9,91 30
4 9,80 33
5 9,06 27
6 7,42 12
7 8,41 28
8 9,45 32

Tableau 17: Point isoélectrique des particules etgntiel zé€ta dans I'eau a pH 7

A pH 7 les différentes particules sont chargéestipement dans l'eau, elles sont aussi
assez stables a ce pH puisque la plupart des itendétas sont supérieur a 30mV. Ceci a un
grand intérét lors de nos tests biologiques quiéseulent a ce méme pH.
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En ce qui concerne les points isoélectriques namarquons qu’excepté pour les
particules 6 et dans une moindre mesure pour lggyas 2, les résultats sont homogenes
avec des points isoélectriques situés autour da.pH

11.3.3. Surface spécifique

Les résultats de surface spécifique sont rasserdblEsle tableau suivant (Tableau 18) :

Echantillons Surface spécifique (m2)g Diamétre des particules
primaires en nm

1 281,26+1,21 7,1
2 - -

3 268,88+0,30 7,4
4 231,50+0,89 8,6
5 185,63+1,93 10,7
6 263,15+0,77 7,6
7 132,10+0,54 15,0
8 215,31+0,79 9,3

Tableau 18 : Surface spécifique des particules d@elimite synthétisées

Les différentes particules présentent des surfapésifigues assez élevées (entre 130 et
280mz2.g'). Ces résultats sont en accord avec ceux attendlegception de la poudre « 2 »,
dont la surface spécifique n'a pas pu étre mesuEéece qui concerne le diamétre des
particules primaires nous observons deux groupes. ddoupe dont les diametres
sontinférieurs a 10nm (1, 3, 4, 6 et 8) et uneeagtoupe qui correspond aux particules ayant
des diamétres de particules primaires supérie@ien (5 et 7), comme nous I'avons vu lors
des observations en microscopie électronique arivasion (Figure 93, Figure 94, Figure
95).
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11.3.4. Structure cristalline
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Figure 98 : Diffractogramme de rayons X des parties de boehmite

Les diffractogrammes obtenus (Figure 98) nous peemiede confirmer que les particules
étudiées sont de la boehmite. Dans un second tewps retrouvons bien les différents
niveaux de cristallisation attendus. Les particillestant les mieux cristallisées alors qu’au
contraire les particules 2 sont amorphes en diffraétrie des rayons X.

Diameétre des particules
Echantillons Taille des cristallites (nm) primaires en nm
Méthode (BET)
1 4.4 7,1
5 3 -
3 4,9 7,4
4 6,1 8,6
5 9,7 10,7
6 5,1 7,6
7 13,5 15,0
8 7,7 9,3

Tableau 19: Tailles de cristallites déterminées paméthode de Debye Scherrer
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Les différentes particules ont des tailles de altigts relativement proches, en dessous de
10nm excepté pour les particules 7. Seule la tdiéle cristallites de la poudre 2 n’a pas pu
étre déterminée du a I'absence de pic de diffractio

Les résultats obtenus par le biais de cette méthonieen accord avec ceux obtenus par le
calcul du diametre de particules primaires avesuldace spécifique et la masse volumique.
Les différentes particules ont des tailles de altistss du méme de grandeur (dizaine de nm)
cependant deux groupes se distinguent. Un groupeladaille des cristallites est inférieur a
10nm (1, 3, 4, 6 et 8) et un autre groupe qui spwad aux particules ayant des tailles de
cristallites supérieures a 10nm (5 et 7). Lesipdds 5 et 7 se différencient également par
leur synthése. En effet elles ont été chaufféeauiehtempérature pendant une durée plus
importante que les autres. Elles sont ainsi miaggttées et mieux cristallisées.

11.3.5. Analyse chimique des poudres de t
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Echantillons
Figure 99 : Concentration des impuretés des partieside boehmite synthétisées

Nous constatons la présence de fer,de calciumtatet le zirconium, de nickel, de zinc
ainsi que de plomb dans chacun des échantillons emguantité trés faible. Le sodium est
guant a lui retrouvé en plus grande quantité damsune des poudres étudiéesceci est di a
I'utilisation de la soude pour synthétiser cesipalts. Il n'y a toutefois pas réellement de
corrélation entre le niveau d'impuretés et lesadhtes syntheses.
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111.3.6. Conclusion intermédiaire

En résumé, les particules de boehmite élaboréesyp#nése hydrothermale a I'échelle du
laboratoire sont polydisperses avec des diamétéekams différents. Elles se présentent sous
forme d’agglomérats, et sont facilement désagglabiés hormis les particules 6 apres 1 min
d'ultrasons & 300W.

Elles peuvent étre divisés en trois catégories egmd de tailles : les nanoparticules
centrées sur 100nm (1, 2, 3, 4), les nanoparticcdesrées sur 100nm et ayant aussi des
agglomérats submicronique (5 et 6) et les agglomérgmicroniques (7 et 8).

Elles possedent des impuretés de I'ordre du ppmotainment du sodium da a l'utilisation
de la soude dans le procédé de synthése.

Les échantillons sont regroupés en 3 familles tiatlinité/taille croissante.

- Les échantillons 2, 3, 6 de faible cristallisatianrissement hydrothermal a 150°C,
présentant un aspect de feuillets et développansuidaces spécifiques de l'ordre de 250-300

2 1
m-.g-.

- Les échantillons 1, 4, 8 de cristallisation "mioye”, obtenus a 180°C pendant des temps
de cristallisation courts. La surface spécifique exxcore assez élevée 200-258gtmais
significativement plus faible que celle des feuwslle

- Les échantillons 5 et 7 de forte cristallisatiobtenus a 180°C pendant des temps de
cristallisation relativement longs. Nous observdes particules bien facettées. Les surfaces
spécifiques sont sensiblement inférieures & 20§ melles possédent les tailles de particules
primaires les plus grandes supérieures a 10nm.
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Echantillons
1 5 6 7
Dspen pum 42,46 162,95
2,34 14,01 6,05 105,94 5,48 34,94
(Granulométrie laser)
Diametre des 92.6 42,90 215.,4 218
populations en nm 915,3 193,2 847,7 1970
Eau (PCS) 428,6 2422 2562 4913
Diametre des
% populations en nm 25,83 140,2
3 Eau (PCS) 1 min US 107,2 83,4 100,2 125,8 145.4 618.6 210 429,3
£ (300W)
[&]
O )
2 Surface spécifique en
= gt 281,26 1,44 268,88 231,50 185,63 263,15 132,10 3215,
S .
2
o Dpp €n nm 7,1 - 7,4 8,6 10,7 7,6 15,0 9,3
o
2 Taille des cristallites en
Pt 4,4 - 4,9 6,1 9,7 51 13,5 7,7
S nm
T
o Point isoélectrique 9,51 10,40 9,91 9,80 9,06 7,42 8,41 9,45
Eeau€N MV 41 36 30 33 27 12 28 32
Fe05:181 Fe05:140 Fe05:212 Fe05:198 Fe05:201 Fe0:281 Fe0s:128 Fe05:159
N&a0:1577 N&0:5111 Na,0:4300 N&,0:4682 N&a0:913 N&a,0:90 Na0:1590 N&0:3927
Ca0:217, Ca0:250, Ca0:264, Ca0:230, Ca0:235, Ca0:233, Ca0:232, Ca0:252,
Impuretés ICP en ppm Traces Traces Traces Traces Traces Traces Traces Traces
deTiO, deTiO,, Zr0,, | deTiO,, Zr0, | deTiO,, Zr0, | deTiO, Zr0O, | deTiO,, Zr0,, | deTiO, Zr0,, | deTiO,, ZrO;,
ZrO, PbO, PbO, PbO, PbO, PbO, PbO, PbO, PbO,
ZnO,NiO ZnO,NiO ZnO,NiO ZnO,NiO ZnO,NiO ZnO,NiO ZnO,NiO ZnO,NiO
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Tableau 20: Récapitulatif des données physico chjoes des différentes particules de boehmite syritiés
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I1.4. Conclusion

Les différents types de particules montrent dearpatres différents notamment en ce qui
concerne la taille, la morphologie, les impuretéslssquels il sera important de revenir lors
de I'évaluation biologique des particules.

En effet nous constatons des différences aux nivdas surfaces spécifiques et donc de la
taille des particules primaires avec des taillagiément inférieures pour les particules
élaborées par synthese hydrothermale. Les différprdcédés de synthése entrainent aussi
des différences au niveau des impuretés. Nousurains dans les particules industrielles du
silicium et du phosphate absent des particulesabtepar synthese hydrothermale. Quant a
elles, elles possedent du sodium en plus grandatituainsi que du plomb. En ce qui
concerne la morphologie, les différentes particatas sous formes agglomérées, sous formes
de plaquettes pour les difféerentes particules al@enpar synthése hydrothermale et les
particules CAM, en effet seules les particules @liapet V250 sont sous forme sphérique et la
bulky sous forme de feuillets.

L’étude de la solubilité de la boehmite dans nasaux a montrer qu’au pH étudié (pH 7)
seulement 1ppm d’aluminium était dissous. Cetteentration est largement en dessous de la
concentration d’aluminium dans I'eau de consommiatdQug.L™, IPCS 1997). Cette étude
permet de conforter le fait que lors des testsobigues nous mesurons bien l'effet de la
boehmite sur les cellules et non l'effet des idasngnium.

Les particules étudiées sont susceptibles de mEnétrde se déposer dans les alvéoles
pulmonaires. Ces particules peuvent potentielleméagir avec des protéines, des enzymes
ou encore des biomolécules et donc entrainer ladton de radicaux libres mais au vu des
résultats de RPE les particules de boehmite étsichémnt pas la capacité de former des
radicaux libres. Les résultats sont au niveau dit de fond.

Compte tenu de leur grande surface spécifiqud it@snu que les nanoparticules peuvent
entrainer des phénomenes d’adsorption de biomelgogli peuvent étre plus ou moins
importants. Ce phénomeéne sera détaillé dans laepatéractions nanoparticules — protéines
(Chapitre V).

Dans la prochaine partie nous traiterons les m@sulti’activité biologique que nous
mettrons en corrélation avec les données de ploJsioge des différents types de particules.
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Chapitre IV.EVALUATION DE LA
TOXICITE BIOLOGIQUE DES
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Chapitre 1V : Evaluation de la toxicité biologique

Dans ce chapitre sera présenté I'ensemble des é®mhéenues portant sur I'évaluation de
I'activité biologique des différentes particules bdeehmite, industrielles ou élaborées par
synthese hydrothermale, et ce apres contactgtro avec des cellules de macrophages.
Différents parametres cellulaires et moléculaires été analysés : I'état d’'inflammation,
'endommagement et la mort cellulaire, le stresgdaxt. Une partie sera consacrée a des
essais préliminaires sur la génotoxicité avecdedes cometes.

Nous avons étudié I'ensemble des particules inglists, des particules traitées (par
broyage ou élutriation) et des particules élabomgssynthése hydrothermale. En ce qui
concerne les particules dites traitées, ne serquses dans le détail que les résultats obtenus
avec les particules nanomeétriques qui ont entrian@us d’effets biologiques; la boehmite
disperal appelée disperal « dustiness » et lescpli@s de bulky broyée, les résultats
concernant les autres types de particules seraoéplen Annexe A et B.

Les résultats seront présentés en fonction de $& @m masse qui nous parait étre la
représentation la plus judicieuse dans notre étuglerésultats ont été également représentés
en fonction de la dose en surface et seront pésemdns le cas ou ils apportent des
informations complémentaires, dans le cas conti@irgeront placés en (Annexe C). En effet
une étude d’Oberdorster a montré qu’il était utiéetracer les résultats en surface (1.1.3.1.4)
et en masse pour avoir une meilleure interprétatemrésultats.

IV.1. Poudres industrielles

IvV.1.1. Poudres industrielles brutes et traitées

IV.1.1.1. Morphologie cellulaire

La morphologie des cellules a été observée en stope optique apres coloration MGG
ainsi qu’en microscopie électronique a balayage pes cellules aux contacts de la boehmite
(disperal).
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10um WD 93mm

Adhésion

Figure 100 : Contacts macrophages (RAW 264.7) etticales de boehmite (disperal) observés au
microscope optique apres coloration MGG (A, B) (pestivement x10, x60)) et au microscope
électronique a balayage (C, D) (respectivement x882B00)

Ces images de microscopie optique en 2D montrepitdsence de boehmite aux contacts
des cellules (noyaux en violet et cytoplasme em)blees clichés MEB viennent confirmer
ces premieres observations. Nous pouvons obs€estapé d’adhésion qui est le point de
départ du processus de phagocytose.

IV.1.1.2. Perte d’intéqrité membranaire: LDH

Les résultats montrent une cytotoxicité modérée alaes résultats tres variables pour la
plupart des particules de boehmite étudiées. Nbasrgons une relation de dose-dépendance
pour les particules de DQ12 qui n’a pas été retteypour les particules de boehmite.
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Figure 101 LDH libérée en pourcentage par rapport au témaie cellules lysées en fonction de
dose exprimée en masse pour les particules brupges24h de contact in vitro avec |
macrophages de la lignée RA264.7, a raison de différentes doses pour 1 mill& macrophage
(n=3, ****pP<(0,0001, ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sont comparées

rapport au témoil négatif de toxicité (cellules seules))

L'ensemble des particules ont conduit un relargage modéré de LC
(11%<%LDHelargues 25%par rapport au témoin cellules seul(%LDHRelarguee 18%).
Seuledes particules de disperal et de CAM9(ont les résultats proches du témoin négati
toxicité (cellules seules)F{gure 101, n=3 expériences indépendantdsy quartz DQ1:
(%LDHrelarguée~ 36%) montreavant tout une cytotoxicité importante par rap@arttémoir
négatif ainsi qu’'unede relation dos-dépendance qui n'apparait pas pour les particuge
boehmite a I'exception de V250. Les particules d&5(/ sont les particules les mo
agglomérées et possedémtaille de cristallite la plus petite, 4r

En ce quiconcerne les autres particules de boehmite noustatons une dispersic
importante autour d’'une valeur moyenne fai(%LDHRrelarguss~ 20%). Les résultats obtent
pour les particules de dispel(%LDHrelarguég 15%), sont inférieurs au témoin négatie
toxicité (%LDHrelarguee 18% . Ces résultats sont paradoxaux et souléve le gmmabEventue
d'un phénomene d’'adsorption de la LDH relarguée learparticules entrainant des fe
négatifs. Ce point sera plus spécifiquement abawéhapitre suiva (Chapire V).

Les résultats exprimés en fonction de la surface particules ne soulignent
I'implication de ce paramétre au niveau de la oxiwité (Annexe Ckigurel58).
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Il existe deux manieres de tracer les résultatsueface, soit en fonction de la taille ¢
cristallites en utilisant la surface spécifiquet so fonction de la taille des agglomé. Dans
notre cas nous avons converti les résultats eacign fonction de la taille des agglomé
mais il n’existe pas une méthode plus juste I'une kputre

Les résultats suivants représentent la perte diitémembranaire lors du contact ales
particules traitées.
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Figure 102: LDH libérée en pourcentage par rapport aux celad lysées en fonction de la dc
exprimée en masse pour les particules brutes coréparaux particules nanomeétrique » apres
24h de contacin vitro avec les macrophages de la lignée RAW Z64.raison de différentes dos
pour 1 million de macrophage(n=3, ****P<0,0001, ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les
particules sont comparées par rapport au tén négatif de toxicité (cellules sdes))

Les fractions fines entrainent un pourcentage del LiBérée(23%<%LDFRrelargusss 34%),
plus important que pour les particules bru(%LDHRelarguss 20%), et proche du témoin
positif de toxicité (%LDHhelarguéex 36%, pour la dose de 120ude pourcentage de LD
libérée est trois fois plus important pour les ipates disperal dustines » que pour les
particules disperal « bruteset |Iégérement plus important pour les particdedulky broyé
par rapport aux particules de bulk brutes » Nous pouvons, pour les particules de disg
« dustiness, conclure a un effet taille. En effet lorsqueddle des agglomérats de dispe
est diminuée, la cytotoxicité se montre plus imgote. En ce qui concerne les particules
bulky broyéenous constatons le méme phénomelLes impuretés présentent dans
particules de bulky et de bulky broyn’étant pas modifiéede parameétre physi-chimique

[206] Mélanie PAILLEUX



Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologiq

pouvant expliquer cette augmentation de la cytottixiest la taille des agglomérats qt
fortement diminuée. En effet la taille des agglongétait de 2,2um pour les particules

bulky, et aprés broyage les agglomérats étaientpdenentre 10nm et 2um. Il peut
cependant avoir également un effet de la préseacdaces activées a I'issdu broyage
(surfaces riches en défauts et tres réactives ansndaun point de vue chimiqu

Si nous comparons l'activité biologiqudes particules de disperal et de disp
« dustiness >pour une méme surfar par exemple 1cm#ous retrouvons le méi effet avec
un pourcentage en LDH libérée trois plus importgour les particules de dispe
« dustiness ». Il n'y a domas d’artefacts du a I'expression de la dose esenas en surfac
comme ce (qu'avait montré Oberdorster. Il ny a dormqgas de proleme
méthodologiqueconfirmartelle et bien un effet taille (Annexe, Figurel16().

IV.1.1.3. Réaction inflammatoire

IV.1.1.3.1. TNF-a

35006
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Figure 103: Concentration de TNFa en pg/mL en fonction de la dose expiii® en masse pour I
particules brutes aprés 24h de contact in vitro eves macrophages de la lignée RAW 264.
raison de différentes doses pour 1 million de maanages (ELISA, n=3, ***P<0,0001,
***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sont comparées par rapportémoir négatif

de toxicité (cellules seules))
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Ces résultats représentent la moyenne de troisrierpés indépendantes (Figure 103),
avec des niveaux d'activité biologique proches pesrdifférentes particules (entre 400 et
600 pg.mt). Seules les particules de bulky montrent une ymrtidn de TNFe (entre 2300 et
2900 pg.nif) bien supérieure a celledu témoin positif de tidgigentre 1000 et 1400 pg.Ml
et en moyenne cing fois plus élevé par rapportaures particules.De plus, nous observons
une relation de dose-dépendance pour le quartz H@4 particules de bulky et CAM. Les
particules de V250 et disperal ne montrent pasedigion de dose dépendance. Si I'on
compare les différentes particules entre elles remmstatons une différence significative
entre les particules de disperal et de CAM9060 (B3I pour les trois plus importantes
doses.

La réponse inflammatoire importante que semble rgéné contact cellulaire avec les
particules de bulky pourrait s’expliquer par letfau’elle forme, a la différence des autres
particules, des agglomérats micrométriques.De [dasparticules de bulky possedent des
tailles de cristallites plus élevées proches deelataine de nanomeétre et des impuretés de
plomb.
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Figure 104 : Concentration de TNFe en pg/mL en fonction de la dose exprimée en suefgour

les particules brutes apreés 24h de contact in vigneec les macrophages de la lignée RAW 264.7, a
raison de différentes doses pour 1 million de maanages (ELISA, n=3)

L’activité biologique pour une méme surface d’ 12cmontre une concentration en TNF-
cing fois plus importante pour les particules dékypugue pour les autres particules de
boehmite. L’activité biologique des particulesdéklguest donc nettement supérieure a celle
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des autres particules. Il n'y a donc [d’artefacts spécifiques dusl'expression de la do:
mais vraiment un effate la tailledes particules de bulky.

Pour ce paramétre du TNF le point important mis en évidence par cette ymgaést don
I'effet biologique important des particules de huliui possedent une taille différente «
autres.

Les résultats obtenus pour les particules de bdehiites traitées sont représentés si
graphique suivant :

R
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Figure 105: Concentration de TNFa en pg/mL en fonction de la dose eipée en masse pour le¢

particules brutes comparées aux particule nanométriques» aprés 24h de contact in vitro avec

macrophages de la lignée RAW 264.7, a raison déd#ntes doses pour 1 million de macropha

(ELISA, n=3, ***P<0,0001, ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05toutes les particules sont comparé
par rapport au témoi négatif de toxicité (cellules seules))

Pour une méme dose de particules les résultatawbour les particules traitées » par
rapport aux particules brutes montrent dsultats trés différents (Figufie®t). Les particules
disperal « dustiness entrainent une production de T-a cing fois plus importante<000
pg.mLY) que les particules disperal bru= 400 pg.mLY). Cette différence pourrait &tre du
la taille des agglomérats qui est fortement diméndéns le cas des particules de disy
« dustiness» par rapport a la disperal br

Au contraire le broyage «ntrainé pour les particules de bulky une légerardition de la
concentration de TNB-(~1900 pg.mi*pour les particules broyées et 2pg.mL* pour les
particules brutgs Les particules avant et aprés traitement ayanmmEme compositio
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chimique et une taille de cristallites identiquedifférence de réponse est attribuée a un effet
de la taille des agglomérats.

Les particules de bulky broyée montrent une ratatie dose-dépendance contrairement a
la disperal « dustiness ».
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Figure 106 : Concentration de TNFe en pg/mL en fonction de la dose exprimée en suegg@our
les particules brutes comparées aux particules woétriques » aprés 24h de contact in vitro avec
les macrophages de la lignée RAW 264.7, a raisomifférentes doses pour 1 million de
macrophages (ELISA,n=3)

Lorsque les résultats sont interprétés en fona®ta surface, I'activité entre les particules
de disperal et de disperal « dustiness » est égalemes différente. En effet nous constatons
une réponse quatre fois plus élevée pour une suiientiqgue pour la disperal « dustiness »
par rapport a la disperal « brute », en accord ssecésultats précédents donnés en fonction
de la masse. Comme il n'y a pas d'effet d'impureaiésde taille de cristallites, en ce qui
concerne les particules de disperal et de dispetalstiness », la difference significative
induite sur le niveau de production en Thlilpeut s’expliquer par la différence de taille des
agglomérats.

[210] Mélanie PAILLEUX



Chapitre 1V : Evaluation de la toxicité biologique

IV.1.1.3.2. Dosage de cytokines par la technologie Luminex

L'utilisation du Luminex (l.2.2.5) a eu pour inérde mesurer plusieurs cytokines en
méme temps. Nous avons choisi de doser le &N&di sera utilisé ultérieurement comme
point de comparaison) par rapport a notre dosagssique ELISA, ainsi que d’autres
cytokines d’intérét pour notre problématique tetiedL-1p, IL-6, IL-10 et IFNy.

Les résultats obtenus avec la technologie Lumimex seprésentatifs d’'une seule analyse
et ont été réalisés avec un seul type de parti¢ldedisperal). Ces tests avaient pour objectif
principal de déterminer I'éventuelle participatidiautres cytokines pro-inflammatoires lors
des contacts entre les particules de boehmite eeldules (RAW264.7).

TNF-a
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Figure 107 : Concentration de TNFe en pg/mL en fonction de la dose de particules easse
(Luminex) apres 24h d’incubation

Les résultats obtenus pour le TNFlosé par la méthode Luminex (Figure 107) comparés
aux résultats obtenus par un dosage ELISA clasgiigare 103) montrentune différence de
valeur significative (facteur 3). Par ailleurs ¢’esec la technologie Luminex qui est censée
étre plus sensible que le dosage ELISA, que lesuvales plus faibles ont été obtenues.
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L’hypothése qui peut étre faite est que la présemstduelle de particules dans le
surnageant puisse interférer avec la technologmihex au niveau des billes fluorescentes.

Cependant nous notons un profil de concentratio ldR-o similaire entre les cellules
mises au contact de la boehmite et les celluldeséi¢moin négatif de toxicité).

IL-10

. | [
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B Boehmite (Disperal)
B Quartz (DQ12)

Concentrationde 1L-10 en pg/mL

(]

Figure 108 : Concentration d’lIL-10 en pg/mL en fotion de la dose en masse de particules

Les résultats obtenus montrent la présence d’llieri@rés faible quantité. En présence de
la boehmite une production maximale de 2pg/mL dLa été observée. Seule cette cytokine
semble avoir une production stimulée par la boehetitpar le quartz DQ12. Il ne semble pas
y avoir de production d’interférop-d’IL-1 et d’IL-6.

Ces résultats peuvent étre sous-estimés de la rfa@oe que pour le TNE: En effet la
présence résiduelle de particules dans le surnagean interférée avec la technologie
Luminex au niveau des billes fluorescentes. Ceegtisurement le cas pour la boehmite qui
montre une relation de dose-dépendance inverss, @ie pour le témoin positif de toxicité
qui montre une réponse incohérente selon les doses.

Les résultats obtenus sur une seule expérienceeriera confirmer la participation
prédominante du TNE-comparée a ces autres cytokines que nous n‘averce dait pas
évaluées dans la suite denos expérimentations.
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IV.1.1.4. Stress oxydant : H,0,

Le stress oxydant provoqué par les particules @diitesur les macrophages est éve
par le dosage du peroxyde d’hydrogéneO,) libéré dans le surnageant de culture.
peroxyde d’hydrogene est un facteur important desstoxydant. Le quartz DQ12 est dé
comme étant moins actif sur ce type de parar biologique (Bruch 2004). Nous avo
observé en effet une différence de peroxyde d’'hygine libéré pe importante entre le
témoins positif et négatif de toxicité ce qui n'édope pas l'interprétation des résull
obtenus avec les particules de boehi

IV.1.1.4.1.  Stress oxydant aigu (ROS) :
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Figure 109: Stress oxydant aigu (ROS) en nmol deO, en fonction de la dosde particules brutes
exprimée en masse apr@®minde contact in vitro avec les macrophages de laéigriRAW 264.7,
raison de différentes doses pour 1 million de maanages(n=3, *** *P<0,0001 ***P<0,001,
**P<0,01,*P<0,05,toutes les particules sont comparées par rapportéumoir négatif de toxicité
(cellules seules))

Nous observons des résultats trés proches potéresins négatifs (n,0,=0,85nmol) et
positifs (nHO, compris entre 0,60 ©0,80nmol) de toxicité. Par ailleurs nous rappelgus le
témoin positif de toxicité@st connu pour ne pas grer un stress oxydant significatif (Bru
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2004). Les résultats obtenus (Figure 109) montueet activité biologique dont l'intensité
dépend de la nature des particules. En effet apmeésinteraction de 90 minutes entre les
cellules et les macrophages nous observons desoctaments trés différents en fonction des
particules. Le stress oxydant aigu est pratiqguemehpour les particules de bulky (pBb=

0,2 nmol), la réponse est étonnamment, largementessous du témoin négatif de toxicité
(nH2O,= 0,8 nmol). Il y a dons un effet inhibiteur desrtmailes de bulky sur le stress
oxydant.Nous pourrions penser a une possible érente de I'enzyme (la horseradish
peroxidase) ou de la scopolétine. Cependant cgftethese est écartée car elle se produirait
pour I'ensemble des particules. Il s’agit peut &ren phénomene d’adsorption des particules
de bulky dépendant de ses caractéristiques physmaues, mais nous n'‘avons pas assez
d’élément pour conclure sur ce phénomene.

En ce qui concerne les autres particules, le sidenkent important mais reste toutefois du
méme ordre de grandeur que celui du témoin nédatifoxicité (0,8nmol<nkD,<1 nmol).
Ceci nous améne a la conclusion gu’apres 90 mirtliresubation, les cellules au contact des
différentes particules de boehmite ont un niveawstiess oxydant équivalent aux cellules
témoins.
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Figure 110 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol dgdzen fonction de la dose de particules brutes
exprimée en surface aprés 90min de contact in viac les macrophages de la lignée RAW 264.7,
a raison de différentes doses pour 1 million de maghages (n=3)
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologiq

Les résultats expringéen fonction de la dose en surface sont relatimepmches pour le
différentes particules hormis poles particules de bulky qui soleirgement en dessc, les
résultats sont donc similaires a ceux représeniémasse, il n'y a donpas d’effet de la
surface.Nous constatons qu’en terme de masse, la doseidaéfdvée pour les particules
bulky correspond a la plus faible pour les autr@siqules. L’effet des particules de bulky
quatre fois moins élevgue les autres particules et ceci pour une ménfecsunl y a donc u
effet taille de cristallites, des particules aggéoées ou de composition chimique puisqu
sont les deux caractéristiques différentes degswoudreCes résultats de stresgue sont
en accord avec les données de RPE obtenus paudrsilet présentés dans la pa
physicochimie.

Les résultats suivant représentspécifiquemente stress oxydant aigu pour les partict
de disperal « dustinesset de bulky broyé
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Figure 111: Stress oxydant aigu (ROS) en nmol deO, en fonction de la dose exprimée en ma
pour les particules brutes comparées aux particuk nanomeétriques » apré80min de contact in
vitro avec les macrophages de la lignée RAV4.7, a raison de différentes doses pour 1 millio:
macrophages (n=3, ***P<0,0001 ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sol
comparées par rapport au témc négatif de toxicité (cellules seule)

Les résultats obtenus pour les témoinstifs (nH,O,=0,80nmol pour la plus forte dos
et négatifs (nkKO,=0,85nmol) de toxicité sont tres proches, le DQnlinduisant pas une
production de KO,. Le stress oxydant aigu mesuré aprés 90 minutesrtaat est tres faibl
pour les particules de dispere dustiness %0,08 a 0,18 nmol) par rapport aux particules
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologique

disperal brute 0,8 a 0,95 nmol). En ce qui concaeleux types de particules de bulky nous
retrouvons approximativement les mémes résulthtsn ide méme si hous comparons les
résultats obtenus pour les particules de dispedalstiness » et particules de bulky broyée.
Nous pouvons donc dire qu'apres 90 minutes lesicodgs montrent un stress oxydant
pratiguement nul alors que la disperal « brute >sntneoun stress oxydant normal puisque
méme niveau que le témoin négatif de toxicité.

La taille a donc une incidence sur le stress oxydameffet les résultats montrent qu’apres
diminution de la taille des agglomérats, le stmsgdant diminue fortement pour la disperal
« dustiness ». En ce qui concerne la bulky et lkkybbroyée les résultats obtenus sont
proches et restent trés inférieurs au témoin nedatioxicité.

IV.1.1.4.2.  Stress oxydant chronique (TOX) :

Le stress chronique est mesuré aprés 24h de canttretles particules et les cellules en
condition particuliere de stimulation. Les réswdtabnt représentés, d’aprés la méthode de
Bruch (Bruch 2004), en pourcentage d®bbar rapport au témoin positif (quartz DQ12) fixé
a 100%.
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Figure 112 : Stress oxydant chronique (TOX) en poentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose de particules brutes exprim@éamasse aprés 24h de contact in vitro avec les
macrophages de la lignée RAW 264.7, a raison dédintes doses pour 1 million de macrophages
(n=3, ***pP<0,0001, ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05, dutes les particules sont comparées par

rapport au témoin négatif de toxicité (cellules des))
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologiq

Pour les différentes particules nous observons ivean de stress modéré avec
résultats ne dépassant que trés rarement les 100%stgreprésentatif du niveau du tém

positif de toxicité. Les particules de boehmitedé#aes ne semblent donc pas ir d'effet
stress oxydant chronigumtable

Nous observons une relation dose dépendante p@@1 (ROS et TOX). Les résulte
convertis en surface ne montrent aucun effet dertace sur le stress oxyda

Les résultats suivants représentent eniculier le stress oxydant chronique pour
particules de disperaldustines » et de bulky broyée.
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Figure 113: Stress oxydant chronique (TOX) en pourcentage papport au témoin positif e
fonction de la dose exprimée en nse pour les particules brutes comparées aux patgs
« hanométriques> apres 24h de contact in vitro avec les macroptsade la lignée RAW 264.7,
raison de différentes doses pour 1 million de maanages(n=3, *** *P<0,0001 ***P<0,001,
**P<0,01,*P<0,05,toutes les particules sont comparées par rapportéumoir négatif de toxicité
(cellules seules))

Le stress oxydant mesuré aprés 24h de contact aippaodéré pour les différent
particules étudiées, du méme ordre de grandeulegigenoin positif deoxicité qui est conn
pour ne pamduire de production dH;0..

Les résultats convertis en surface ne montrentrenate fois aucun effet de la surface
le stress oxydant (Annexe Eigurel6?2).
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologique

IvV.1.2. Evolution globale de I’activité biologique

Les différents parameétres de I'activité biologioure été étudiés indépendamment. Suite a
cela nous avons choisi d’exprimer 'ensemble deéwaguations biologiques selon un modele
vecteur qui consiste a reporter sur les 4 axesrdssltats obtenus pour les différents
parametres de I'activité biologique étudiés préosdent :

- le TNF-a pour la réponse inflammatoire,

- la LDH pour 'endommagement et la mort cellulaire

- le ROS et le TOX respectivement pour le stresglamt aigu et chronique par dosage de
H,0,.

L’objectif est d’avoir une vue synthétique et gltebde I'activité biologique en fonction
des quatre parametres évalués.
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Figure 114 : Evolution de 'activité biologique glmle de particules de disperal par rapport au
contrdle cellule sans particules (gris) et au témaaositif de toxicité (noir)
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Figure 115 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules de CAM9010 par rapport au
contrdle cellule sans particules (gris) et au témaaositif de toxicité (noir)
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Figure 116 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules de CAM9015 par rapport au
contrdle cellule sans particules (gris) et au témaaositif de toxicité (noir)
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Figure 117 : Evolution de I'activité biologique ghlmle de particules de CAM9060 par rapport au
contréle cellule sans particules (gris) et au témgiositif de toxicité (noir)
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Figure 118 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules de V250 par rapport au
contréle cellule sans particules (gris) et au témagiositif de toxicité (noir)
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Figure 119 : Evolution de l'activité biologique ghmle de particules de bulky par rapport au
contrdle cellule sans particules (gris) et au témgiositif de toxicité (noir)
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Figure 120 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules de disperal « dustiness » par
rapport au contrble cellule sans particules (grig) au témoin positif de toxicité (noir)
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Figure 121 : Evolution de I'activité biologique glmle de particules de bulky broyée par rapport au
contrdle cellule sans particules (gris) et au témaaositif de toxicité (noir)

Les résultats du modéle vecteur permettent de uegroles 4 paramétres sur un méme
graphique. lls font ressortir des différences dééegolution de l'activité biologique des
différentes particules étudiées.

- Particules de boehmite disperal, CAM9010, CAM900@BM9060, V250 (Figures 114 a
118):

Ces poudres présentent une activité biologiqueatgoimodérée. En effet, quelque soit la
dose, I'évolution du quadrilatére est relativemprmiche de celui des cellules seules qui
représentent le témoin négatif de toxicité. Ellessent caractérisées par un stress oxydant
similaire au témoin cellules seules et une abseleceytotoxicité et un effet inflammatoire
plus marqué.

- Particules de disperal « dustiness », bulky etyphtoyée (Figures 119 a 121) :

Ces poudres semblent avoir par rapport aux poudig®métriques un impact biologique
nettement plus important, avec un allongement ténatique des figures suivant 'axe
vertical représentant I'inflammation et la cytottii@ et au contraire une diminution du stress
oxydant. Nous observons en outre des différenctbles entre les particules avant et aprés
traitement. Alors que la disperal brute ne présewnteun effet sur l'activité biologique, la
disperal « dustiness» montre a la fois une cytottixiet un état d’inflammation important
tout comme la bulky. Ces différences sont vraisatmiement a attribuer a un effet taille des
agglomérats.
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Chapitre 1V : Evaluation de la toxicité biologique

IvV.1.3. Génotoxicité

Le test des comeétes permet de mesurer les domrdad@sDN des cellules aprés contact
avec les particules. Nous avons choisi d’évaluetasbase des résultats précédents la poudre
disperal brute et disperal « dustiness » et la pobdlky, en comparaison au témoin négatif
représenté par les cellules seules et le DQ12 témositif de toxicité. Nous avons aussi
utilisé des cellules témoins lysées avec une swiudqueuse de Triton X-100 a 9% comme
contréle positif interne de la technique. Pour dé&rents échantillons nous nous sommes
placés dans les mémes conditions que lors de sts @logiques en utilisant la dose en
masse la plus élevée (12fJ1million de MA).

Les analyses ont abouti aux observations suivantes

Noyaux (A) Noyaux apres analyse (B)

Cellules seules

DQ12
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologique

Figure 122 : (A) Photo en épifluorescence de noyalignée RAW 264.7) aprés contact avec les
témoins positifs et négatifs de toxicité (X60), @)alyse des noyaux par le logiciel « Comet Assay
IV, présence de particules de DQ12 au sein du noyau

Figure 123 : Photo en épifluorescence d'un noyaprofil cométe » (lignée RAW 264.7) apres
contact avec le témoin positif de toxicité (DQ1XpQ), analyse des noyaux par le logiciel « Comet
Assay IV »

Les analyses des différents échantillons ont répélé de noyaux avec un profil comete
type, suggérant un effet génotoxique limité, legaux ne sont en effet pas Iésés quelles que
soient les conditions. Les résultats ont ensuédréités et I'olive tail moment(OTM, exprimé
en % d’ADN par/um,c’est le produit du pourcentage d’ADN répartnslda queue de la
comete par la distance téte queue) a été représamiie graphique suivant (Figure 124).

Cellules seules

H Cellules lysées

m Disperal

OT™M

Disperal dustiness
B Bulky
mDQ12

Figure 124 : Représentation de I'olive tail momef@TM) en fonction de I'échantillon étudié

Les résultats semblent assez proches, en effet skendistingue aucune tendance pour les
différents échantillons.
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Chapitre 1V : Evaluation de la toxicité biologique

En ce qui concerne le témoin cellules seules lyséalsi-ci est apparu non adapté a la
problématique. Il est indispensable pour de futesss de mettre au point un tampon de lyse
plus drastiqgue qui permette réellement de lysanéanbrane nucléaire et pas seulement la
membrane plasmique.

Ces résultats permettent de conclure que la disparaulky et le DQ12 n’entrainent pas
de lésions significatives de '’'ADN des macrophaggss nos conditions expérimentales.

De plus nous observons sur les clichés apres doanac le témoin positif de toxicité, le
DQ12, la présence de particules au niveau du nofpaprés la littérature c’'est un
phénomeéne assez rare, toutefois il arrive que dasparticules pénétrent dans le noyau et
interagissent directement avec 'ADN (AFSSAPS 2(Hdssagne 2011).

IvV.1.4. Conclusion intermédiaire

Cette partie résume l'activité biologique des dédfées particules industrielles de
boehmite. En particulier I'état d’inflammation, ¢gtotoxicité et le stress oxydant. Certaines
poudres ne montrent aucun effet significatif swer dévers paramétres cellulaires évalués, et
d’autres semblent avoir un impact plus particubar un parametre cellulaire donné. Par
exemple les particules disperal ont un effet cytiofioe et un stress oxydant nul, ainsi qu’un
effet inflammatoire modéré. Au contraire, les maries de bulky ont un effet inflammatoire
extrémement important alors que l'effet cytotoxigide stress oxydant sont nuls. Cet impact
est sans doute lié a un effet taille des agglorséin effet, la taille des agglomérats de
particules de bulky mesurait plus de 2,2um alotapyas broyage, la taille avait diminuée et
était comprise entre 100 et 2000nm. Les particdieglisperal « dustiness » montrent une
augmentation de la cytotoxicité et de I'état damfimationpar rapport aux particules brutes.
Ces résultats mettent en évidence un effet de ilee tdes agglomérats sur l'activité
biologique.

Certaines particules ont des réponses importatié®s un domaine seulement, d’ou
I'intérét de réaliser une analyse multiparamétriqaea toxicité biologique, tout en prenant en
compte le phénomene d’'adsorption des biomoléculés surface des particules, pouvant
modifier significativement les résultats obtenubdgitre V).

Le test permettant de mesurer le stress oxydanireggst difficile a mettre en ceuvre et
n'apportant pas de résultats treés pertinentsré sa perspective intéressant d'utiliser un test
tel que I'OxiSelect™ ROS Assay Kit (Euromedex) guisseéde 'avantage de mesurer une
activité ROS générale (hydroxyles, peroxydes ateawspeces oxygénées réactives) dans les
cellules et compléter plus spécifiquement avecéwaduation type gluthation.
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologique

Parametres
Echantillons Etat d’inflammation Mort cellulaire Stress oxydant
TNF-o LDH H.O, (ROS, TOX)
Disperal + - -
+ - -
+ - -
CAM9060 + - -
V250 + - -
Bulky ++++ - -
« dusiness » -
++++ +++ -
TNF-a LDH H.0,
Nul - <250 pg.mr* <20% ROS : <0,8 nmol
TOX :<100%
Modéré + Entre 250 et 500 pg.fhL Entre 20 et 22%
Important ++ Entre 500 et 900 pg.fhL Entre 22 et 25%
Tres important +++ Entre 900 et 1400pg:L Entre 25 et 35%
Extrémement +++ >1400pg.mL* >35%
important

Tableau 21: Résumé de I'activité biologique destmares industrielles de boehmite

L’absence de stress oxydant a été confirmée parafiacité des particules a former des
radicaux libres. Les analyses RPE (ll.1.9) somadmdissociables des études sur l'activité
biologique des cellules au contact des particuleg® observations confirment la nécessité de
bien associer les données biologiques aux donr8esscp-chimiques.

En définitif, les principales différences au niveda la réponse biologique pour les
différentes poudres peuvent étre attribuées all@mice de la taille des agglomérats des

particules.

[226]
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologiq

IV.2. Activité biologique des particules élaborées par
synthese hydrothermale

Iv.2.1. Activité biologique des particules avant dispersion

Dans un premier temps les tes’évaluation de l'activité biologique des particulont été

réaliséssur les particules brutes c-a-dire avant dispersion, selon les mémes condi

expérimentales et méthodologiques que présentéas lpo caractérisation des poud
IV.2.1.1. Perte d’intéqgrité membranaire
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Figure 125 :LDH libérée en pourcentage par rapport aux cellulgsées en fonction de la do
exprimée en masse pour les particules de boehnyitehgtisées apres 24h de contact in vitro a
les macrophages de la lignée RAW 264.7, a raisonlifférentes doses pour million de
macrophages (n=3, ***P<0,0001 ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sol
comparées par rapport au témc négatif de toxicité (cellules seule)

La perte d'intégrité a été mesurée par le pourgente LDH libéréeFigure 125). Nous
observons un relargage de LDH entre 15 et 23% poeardose en masse de g, ces taux
sont supérieurs a celui démoin positif de toxicita cette méme dog&oLDHRelarguess 15%).
Or cette tendance s’inverse a la plus forte , le pourcentage de LDH libérée pour le ténm
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positif de toxicité(%LDHkelarguec 36%)est alors supérieur a ceux obtenus pour les diffés
particules(15%<%LDRelargue< 34%).

Nous n’observons pas de différences significatmatse les particules étudiées si ce n
pour les particules 3 et les particules 6 qui aduit une perte d'intégrité membranaire [
importante que les autres poud

Les résultats exprimésidonction de la dose en surface ne montrent pagi@&rement
d’effet de la surfaceAnnexe (, Figure 163).

IV.2.1.2. Réaction inflammatoire
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Figure 126 :Concentration de TNFa en pg/mL en fonction de la dose expiii®m en masse pour I
particules de boehmite synthétisées apres 24h aeand in vitro avec les macrophages de la ligr
RAW 264.7, a raison de différentes doses pour lianilde macrphages (3, ****P<0,0001,
***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sont comparées par rapportémoir négatif

de toxicité (cellules seules))

Les résultats obtenus en fonction de la dose esamasntrent une production en T-o
importante(entre 800 et 1200 pg.r)par rapport au témoin cellules seul=275 pg.mLY),
mais légérement en dessous du témoin positif deitéX1300 pg.m™). Nous observons ur
relation de dose dépendance pour les différentedrps
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Chapitre 1V: Evaluation de la toxicité biologiq

Cependant nous n’'obsens pas de réelle différence entre les différenteslps étudiée
malgré des tailles de particules différer

Les résultats exprimés en fonction de la surfacenaetrent pas d’effet de ce parame
sur I'inflammation(Annexe CFigure 164).

IV.2.1.3. Stress oxydant

1.20

- nnnn cellules seules
R ")
n i n ww
2
3
o (LG0
4
LT3
.40 o
]
L bl
020
15 120

0,00
0

Dise des particules en masse en pg/10°MA

||EI1{) (nmuol)

Figure 127 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol deO, en fonction de la dose exprimée en ma
pour les particules de boehmite synthétisées a@dsde contact in vitro avec les macrophages
la lignée RAW 264.7, a raison de différentes dopesr 1 million de macrophage(n=3,
***+P<0,0001, **P<0,001, ** P<0,01,*P<0,0¢ toutes les particules sont comparées par rappor:

témoir négatif de toxicité (cellules seules))

L’évaluation dustress oxyda(nH,0,<0,60nmol) pour les différentes particuélaborées
par synthése hydrothermale montrent des niveauR@S inférieurs aux témoins positi
(nH,0,=0,80nmol pour la plus forte dose) et plus étonmenaaix témoins négati Par
ailleurs nous rappelons que le témoin positif decite n’induit pas la production dH,0; et
atteintun niveau équivalent au témoiiégatif de toxicité Aprés 90 minutes, les particul
n’'induisent donc pas la production H;O..

Il est tout de méme surprenant que pour toutepadeticules le niveau de ROS soit
dessous du témoin négatif de toxicill se peut que les ROS généréadsorbent sur les
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particules, entrainant un biais dans leur mesurexptiquant ainsi une quantité de ROS
minimisée par rapport au témoin cellules seules.

Les résultats exprimés en fonction de la surfacenoetrent pas un effet de la surface dans
I'étude du stress oxydant (Annexe C, Figure 165).

B Cellules

seules
[}

% par rapport au témoin positif (DQ12,120png/10°MA)

30 60
Dose de particules en masse en ng/105MA

Figure 128 : Stress oxydant chronique (TOX) en poentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en masse pour lesipales de boehmite synthétisées apres 24h de
contact in vitro avec les macrophages de la lig&&W 264.7, a raison de différentes doses pour 1
million de macrophages (n=3, ***P<0,0001, ***P<0,01, **P<0,01,*P<0,05, toutes les particules
sont comparées par rapport au témoin négatif deitt® (cellules seules))

Quelles que soient les particules de boehmite triesss oxydant mesuré aprés 24h de
contact est & un niveau comparable aussi bienraairtécellules seules qu'au DQ12. Les
particules de boehmite étudiées ne génerent dand’etiet stress oxydant.

Une nouvelle fois les résultats exprimés en fomctitune dose en surface ne montrent pas
d’effet de la surface (Annexe C, Figure 166).
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IvV.2.2. Activité biologigue des particules aprés dispersion

Dans un deuxieme temps nous avons évl’activité biologique des particules en utilisant
particules dispersées dans I'eau 1n 300W par ultrasons.

IV.2.2.1. Perte d’intéqgrité membranaire : LDH
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Figure 129 :LDH libérée en pourcentage par rapport aux cellulgsées en fonction de la do
exprimée en masse pour les particules de boehnyitetrgtisées apres dispersion (1min a 30C
apres 24h de contact in vitro avec les macrophadesa lignée RAW 264.7, a rson de différentes
doses pour 1 million de macrophag(n=3, ****P<0,0001, ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes
les particules sont comparées par rapport au tén négatif de toxicité (cellules seule))

En ce qui concerne la perte d’intégrité membrar, les résultats obtenus sont importe
(entre 20 et 35%) pour les différentes partic par rapport au témoinégatif de toxicité
(11%<%LDHkelargues 20%) Nous retrouvons la méme tendance que précédemmeanta
faible dose un pourcentage de LDH libésupérieur au témoin posi{#LDHRelargusss 36%)
pour les différentes particules et a la plus fattse de 12(ug/IPMA une inversion dk
tendance Cependant les résultats scsupérieurs a ceux obtenus avec les particules
dispersées (15 a 23%) maie sont pas significativemedtfférent hormis pour la poudre
(P<0,01)Le seul parametre ayant changé est la taille desylas, il y a donc un effet de
taille des agglomérats sur la cytotoxicité commesda cas des particules industrie
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Les ©sultats exprimés en surface montrent des résuligpersés et ne permettent
d’établir un effet de la surfac(Annexe C, Figure 167kt semblent plutét confirm
I'hnypothése de l'effet de la taille dagglomérats.

IV.2.2.2. Réaction inflammatoire
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Figure 130 :Concentration de TNFa en pg/mL en fonction de la dose expé® en masse pour l¢
particules de boehmite syimétisées apres dispersion (1min & 300W) apres @dlcontact in vitrc
avec les macrophages de la lignée RAW 264.7, coraie différentes doses pour 1 million
macrophages (n=3, ***P<0,0001 ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sol
conmparées par rapport au téma négatif de toxicité (cellules seule)

Les résultats obtenus montrent une réponse infldoimmaimportante ([TN-o]>
1400pg.mLC* quelle que soit la dose) pour les différentes pesidsynthétisées apr
dispersion, supérieuresi &moin positif de toxicité (1300pg.r* pour la plus forte dos. La
réponse obtenue est aussi significativemP<0,000) plus importante pour les particul
dispersées par rapport aux particules non disg (entre 800 et 1200 pg.rl). Les
différertes poudres semblent montrer un effet moins impohtaisque la dose augmet

La poudre 7 entraine une inflammation plus impddague les autres particu (entre
1700 et 1900 pg.mit).
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Les résultats obtenus sont en accord avec ceuxnuz précédemmet(cf poudres
industrielles avant et apres traitem, ou la diminution de la taille des agglomératgaine
un état d’inflammation plus importar

Les résultats exprimés en fonction de la surfacenaetrent pas d’effet de ce parame
sur linflammation. Bien que les différentes particules aient dedases spécifique
différentes (Annexe (rigure168).

IV.2.2.3. Stress oxydant
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Figure 131 :Stress oxydant aigu (ROS) en nmol deO, en fonction de la dose exprimée en ma
pour les particules de boehmite synthétisées apligpersion (1min & 300W) apré90min de contact
in vitro avec les macrophages de la lignée RAW Z64.raison de différetes doses pour 1 millio
de macrophages (n=3, **P<0,0001 ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sol
comparées par rapport au témc négatif de toxicité (cellules seule)

Nous retrouvonsin profil équivalent de stress oxydant par rappux autres particule
avecdes résultats inférieurs aux cellules seules smsérble des particules de boehn
étudiées. En effet, le stress oxydant mesuré datrdee de 0,3 nmol de ,0; et nettement en
dessaois des témoins positif et négide toxicité.ll est de plus inférieur aux résultats obte
avant dispersion (P<0,01hpres 90minutes, les particule’entrainent donc pas d’effet stre
oxydantpour les cellules. Il semble donc y avoir un effetla taille sur le stress oxydant,
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nous obsefons une diminution du stress oxydant lorsque ilee tdes agglomérats diminu
Cette observation rejoint les observations déjaegaidans ce sens pour les partic
industrielles, avant et apres broy ou bien un probléeme majeur d’adsorptiqui pourrait
augmenter avec |'effet taille.

Les résultats représentés en fonction de la sudaoeé équivalents pour les différen
poudres et ne montrent donc pas d’effet de su(Annexe C, Figure 169
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Figure 132 : Stress oxydant chronique (TOX) en pourcentage papport au témoin positif el
fonction de la dose exprimée en masse pour lesipales de boehmii synthétisées apres dispersi
(Imin a 300W) apres 24h de contact in vitro aves heacrophages de la lignée RAW 264.7, a rai
de différentes doses pour 1 million de macropha(n=3, *** *P<0,0001 ***P<0,001,

**P<0,01,*P<0,05,toutes les particules so comparées par rapport au témc négatif de toxicité

(cellules seules))

Le stress oxydant mesuré aprés 24h de contact aippaodéré pour les différent
poudres étudiées aprés dispersion, de la méme maaqnié pour les poudres avant dispers
Les résultats sont proches du témoin positif dectié Les poudres de boehte étudiées
n’induisent pas la production H;O5.

Nous observons une relation d-dépendante pour le DQ12 (ROS et TOX). Les rést
convertis en surface ne montrent encore une fomsirawffet de la surface sur le str
oxydant (Annexe C, Figurg7().
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IvV.2.3. Evolution globale de I’activité biologique

Figure 133 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules « 1 » avant dispersion et apres
(pointillé) par rapport au contrdle cellule sans pécules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)
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Figure 134 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules « 2 » avant dispersion et apres
(pointillé) par rapport au contrdle cellule sans pécules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)
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Figure 135 : Evolution de I'activité biologique ghmle de particules « 3 » avant dispersion et apres
(pointillé) par rapport au contréle cellule sans pécules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)
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Figure 136 : Evolution de I'activité biologique glmle de particules « 4 » avant dispersion et apres
(pointillé) par rapport au contréle cellule sans pgécules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)
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Figure 137 : Evolution de I'activité biologique ghlmale de particules « 5 » avant dispersion et aprés
(pointillé) par rapport au contréle cellule sans picules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)

v LLEES) 4 LDHM)

ROS (nmol d=

g0 I T, _‘
B RO Cmemol de
Hzluy H:)
T -
(paml) (prml) -

T_\‘? [[*3 mT
o ) & {pputy

Figure 138 : Evolution de I'activité biologique ghlmale de particules « 6 » avant dispersion et aprés
(pointillé) par rapport au contréle cellule sans picules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)
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Figure 139 : Evolution de l'activité biologique glmle de particules « 7 » avant dispersion et apres
(pointillé) par rapport au contrdle cellule sans pécules (gris) et au témoin positif de toxicité gir)
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Figure 140 : Evolution de l'activité biologique glmle de particules « 8 » avant dispersion et apres
(pointillé) par rapport au contrdle cellule sans pacules (gris) et au témoin positif de toxicité dir)

Les particules avant et aprés dispersion montrentiférences notables notamment en ce
qui concerne linflammation. En effet nous constatoqu'apres dispersion [effet
inflammatoire augmente ainsi que la cytotoxicité gefe pour les autres parametres la
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diminution de la taille des particules obtenues giapersion a entrainer une diminution du
stress oxydant si on se référe aux valeurs briess il faut peut étre prendre aussi en
considération un probleme d’adsorption majeur casahi a des faux négatifs.

IvV.2.4. Conclusion

Le tableau suivant résume l'activité biologique dé&rentes particules de boehmite.
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Paramétres
Avant dispersion Apres dispersion
Echantillons Etat d’'inflammation|  Mort cellulaire Stress oxydantEtat d’inflammation|  Mort cellulaire Stress oxydan
TNF-a LDH Hz?%)(;)os ’ TNF-a LDH HZ?ZO()F;)OS !
1 +++ + - ++++ ++ -
+++ + - ++++ ++ -
+++ + - ++++ ++ -
+++ + - ++++ i -
5 +++ + - ++++ ++ -
6 +++ + - ++++ ++ -
7 +4++ + - ++++ ++ -
+++ + - ++++ ++ -
TNF-a LDH H20,
Nul - <250 pg.mr* <20% ROS : <0,8 nmol
TOX :<100%
Modéré + Entre 250 et 500 pg.thL Entre 20 et 22%
Important ++ Entre 500 et 900 pg.thL Entre 22 et 25%
Trés important +++ Entre 900 et 1400pg:mL Entre 25 et 35%
Extrémement important  ++++ >1400pg.thL >35%

[240]

Tableau 22: Résumé de l'activité biologique destmades industrielles de boehmite
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Pour résumer, les différentes particules obtenaesspnthése hydrothermale présentent
des résultats comparables avec une activité balegimportante. Elles montrent un stress
oxydant en apparence nul, une cytotoxicité impaoetaainsi qu'un effet inflammatoire trés
important. Cependant nous ne constatons pas dérdliffe flagrante entre les différentes
particules, il n’y a donc pas d’'effet de la taitles cristallites sur les résultats obtenus. En
perspective de cette étude il serait intéressamtroiduire une poudre avec des particules de
plus grande taille pour pouvoir ainsi plus facilemebserver I'effet taille. Dans un deuxiéme
temps il serait intéressant de reproduire une dgoadres en quantité importante, de fagon a
pouvoir grace a l'impacteur en cascade séparedifé&rentes classes granulométriques et
ensuite observer leurs effets propres sur I'aétibiblogique.

Cependant la dispersion de ces poudres a montréffen intéressant sur l'activité
biologique. En effet lorsque la taille des aggloatgrest diminuée par la dispersion, nous
observons une augmentation de I'effet inflammateirde la cytotoxicité.

IV.3. Conclusion générale

L’évaluation de l'activité biologique des différest particules a montré des différences
importantes entre les particules industrielles & bparticules obtenues par synthése
hydrothermale. En effet nous notons une cytotaki€its a 20%) et un état d’'inflammation
(TNF-a<500pg.mL*) pour les particules industrielles hormis pour pesticules de bulky
(TNF-0>1400pg.mLY). Ces résultats sont bien moins important qu'ales particules
obtenues par synthése hydrothermale (800<&&E200pg.mL*, 15% <%LDHkelargues
23%). Cependant nous constatons I'absence de sixgsent dans tous les cas.En ce qui
concerne le témoin positif de toxicité le quartz I2Qcelui ci se révele étre un bon témoin
dans le cas de la cytotoxicité et de I'état d’inftaation mais n’induit pas de production de
H.O,. Ces résultats sont en accord avec ceux de BrBchicl{ 2004). Cependant en
perspective il serait intéressant d’utiliser un éémpositif plus adapté pour le stress oxydant.

Il est cependant important de noter la mise eneéwid de l'influence de la taille des
agglomérats lors de notre étude. En effet noussawbrervé que la dispersion par sonication,
le broyage ou ['élutriation des agglomérats entmafdes modifications de I'activité
biologique. Ces traitements se sont caractérisesrmaugmentation de la cytotoxicité et de
I'état inflammatoire des particules. Lors d’'une aqghe safe by design il sera donc important
de tenir compte de ces observations.Ces résultais es1 accord avec ceux de Pauluhn
(Pauluhn 2009, Pauluhn 2011) qui a travers deuxligations ont démontré que les
agglomérats composés de particules nanométriguesléas par des rats entrainent une
toxicité pulmonaire selon la taille des agglomésadtson des particules primaires.
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En ce qui concerne les particules de bulky, nosemons une réponse inflammatoire tres
élevée. Il serait donc intéressant de vérifief¢eties endotoxines. Les endotoxines sont des
bactéries préférentiellement associées a des ylagiqrossieres qui ont la particularité
d’avoir un fort potentiel pro-inflammatoire (OsooAvVargas AR 2003, Schins RP 2004). II
serait donc intéressant de mesurer la concentraticRNFe. pour les particules de bulky en
présence d'une protéine de recombinaison neutndlifzs endotoxines. Une étude de
Ramgolam a en effet montré que cette protéine cmmbinaison empéchait la libération de
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulatirectér) par des 16HBE (cellules
épithliales bronchiques) induite par des particgiessieres aprés 24h de contact (Ramgolam
2009).

Il est aussi intéressant de souligner I'importaciétudier différents domaines de I'activité
biologique (cytotoxicité, stress oxydant, répongeammatoire, modification morphologique)
au vu du nombre limité de publications a ce sujesi cependant primordial de poursuivre le
travail de recherche des principaux parameétres defla réponse cellulaire afin d’établir un
outil d’évaluation plus complet qui permettra uneal@ation plus fiable de [l'activité
biologique globale des particules étudiées et notem l'effet sur le stress oxydant en
incluant la génotoxicité.

Les particules de boehmite sont incapables de mndes liaisons et de générer des
radicaux libres. Le stress oxydant constitue cependn paramétre fondamental de I'étude de
I'activité biologique des particules. En effet, paansposition au milieu biologique, ces
radicaux peuvent étre a l'origine de dommages lagks irréversibles par réaction avec les
composants cellulaires tels que les lipides (Linakt2006; Lundborg et al. 2007), les
protéines (lvana Fenoglio et al. 2003; Governale@05), 'ADN (I. Rahman 2002; Q.
Rahman et al. 2002)etc... L’ensemble de ces effetdribue a I'entretien de la réponse
cellulaire, a des modifications morphologiques dalkiles et a la destruction des tissus.

Toutefois un phénomene important a été observéars de ces différents essais. Dans de
nombreux cas de contacts cellules-particules neassaconstaté une réponse équivalente ou
inférieure aux cellules témoins seules, suggérarg ges résultats peuvent aussi étre
représentatifs de faux négatifs, comme ce qui ataibbservé par Val et al. Il devient donc
extrémement important de prendre également en eortiptisorption des différentes
biomolécules d'intérét sur les nanoparticules aursades tests realisés, ceci afin d’établir une
équation corrective prenant en compte cette paiénfidsorption.

En perspective, I'étude de l'interaction entre pesticules et les cellules pourra apporter
des informations permettant de mieux comprendreniésanismes de réponse cellulaire
(cinétique et quantification des particules phatey). En parallele I'étude de linteraction
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entre les particules et le milieu permettra la dBieationd’autres informations importantes
(adsorption des protéines, désagglomeération...).

Enfin I'évaluation de la génotoxicité apparait sginsable et de nouveaux tests peuvent
étre envisagés en complément avec I'étude de Itapep

Le but de ces perspectives sera de compléter lrepé&tences existantes au niveau de notre
plateforme d’évaluation de la toxicité biologiquesdoarticules, et de renforcer également les
analyses entre les caractéristiques physico-chisigtila toxicité biologique des particules.
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V.1. Introduction

Ce chapitre est consacré a I'étude des phénomeéadsodption qui peuvent se produire
lors des tests d’évaluation de la toxicité biolagigde nanoparticules.Des biomolécules
présentes dans le milieu de culture ou produitesesacellules elles-mémessont susceptibles
de s’adsorber sur les nanoparticules évaluéest (€esas d’'une molécule cible, le TNF-
dont la production est souvent évaluée dans laaplujes études de toxicité biologique. Notre
objectif a été de mesurer tout d’abord la dégradadie cette molécule au cours des 24h de
temps de contact, puis son adsorption, ceci a@tadlir une loi de correction permettant de
limiter les artéfacts de mesure potentiels a lioegde résultats erronés, sous la forme
notamment de faux négatifs.

En effet suite aux résultats obtenus lors de nets tbiologiques, nous nous sommes
apercus de possibles interactions nanoparticutedgipes entrainant des faux négatifs pour
les tests de cytotoxicité, notamment concernantélirgage de la LDH. En effet le relargage
pour les particules de boehmite (11%<%Ldklguss20%) est en dessous du témoin néegatif
de toxicité (%LDHkelarguesl8%), en particulier pour les particules de dispbera
(11%<%LDHkelargues15%) qui sont donc utilisées au cours de cettéectCependant ne
possédant aucune information concernant la LDHnfieuavec notre kit de dosage, nous
avons été dans l'impossibilité de commander la méaherence afin de réaliser des tests
d’adsorption en conditions acellulaires avec ousgaarticules. Nous avons donc choisi de
réaliser cette étude d’adsorption avec une autmendlécule d’intérét: TNFe pour lequel
nous pouvons utiliser les flacons en exces du kiSE servant a la réalisation de la gamme
étalon lors de la technique ELISA. Le TNFie remplace en rien la LDH mais nous a permis
d’établir notre méthodologie d’évaluation de l'agst®mn, et d’avoir des premiers résultats
confirmant I'importance de ce phénomeéne a la sarfdes particules. D’apres la littérature
d’autres études ont en effet montré la légitimigécds interactions nanoparticules/molécules
biologiques interférant avec les tests usuels aeité (Cedervall et al. 2007; Val 2009;
Akhtar et al. 2010), mais a ce jour leur prise empte dans les évaluations biologiques n’est
pas encore formalisée. Nous avons donc essayé ttie rae point une loi de correction qui
permettrait de prendre en compte ce phénoménevaawndes résultats obtenus.

V.2. Etude du phénomeéne artéfactuel

Lors des tests de toxicité, deux phénomeénes simadtpeuvent se produire et conduire a
une sous-estimation des résultats donc a des fégatifs: la dégradation et I'adsorption du
TNF-asur les nanoparticules et les puits de cultureréNobjectif a été de quantifier a la fois
le TNF-a dégradé et adsorbé en prenant en compte les gagarde support, de temps et de
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température d’incubation qui n'ont jamais été égalyjusque la dans la littérature, d’ou
I'originalité de cette étude.

Pour cela, une solution de TNFele composition et concentration connues a étisésil
elle est fournie avec le kit ELISA que nous emplwyopour nos tests de toxicité
(Quantikine® Mouse TNk Immunoassay, R&D Systems). Les essais ont étésésaén
milieu acellulaire.

V.2.1.Dégradation du TNF-a

Dans un premier temps, nous avons étudié la dégwadiu TNFe en fonction du temps
et de la température. Nous avons limité I'adsorptio TNFe sur les parois du support en
travaillant avec des flacons en verre afin de pow&terminer le plus précisément possible la
guantité de TNFe dégradé. Les rapports Volume/Surface (uL/cm2) dent90 dans le verre
et 66 dans les puits usuels en polystyrene deeshdé culture. Il y a donc une différence de
rapport 3 entre les deux types de supports. Ayantapport V/S plus petit, I'adsorption
devrait étre plus importante dans le support egspgiene, I'utilisation du support en verre
permet donc de limiter la quantité de TMpotentiellement adsorbée.

D’un point de vue expérimental, une quantité défide TNFe a été incubée dans le
milieu de culture complet que nous utilisons pag ¢ellules RAW 264.7, le DMEMc (1500
pg/mL correspondant a 75 pg de TNEn masse seche) dans un flacon en verre a difésren
températures : 4°C (réfrigérateur)ce qui correspandh température des conditions de
stockage pour les réactifs afin de limiter le phrdane de dégradation ou 37°C (étuve), ce qui
correspond aux conditions d’expérien@esitro. Les essais ont ensuite été réalisés pendant
différentes durées (3h, 16h, 24h et 48h) dans telbuwéterminer si le TNE-dilué dans le
milieu de culture a été dégradé au cours du terng@s fonction de la température.

Flacon en verre

Plaque de culture 96 puits
en polystyréne

Figure 141 : Photo d'un flacon en verre et d’unegiue de culture 96 puits
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Figure 142 : Dégradation du TNFe en fonction de la température (37°C et 4°C), erieu
acellulaire et sur un support en verre afin de liter 'adsorption sur les parois.

Le Am de TNFe représente la différence entre la quantité de “NRtroduite et la
quantité de TNFe mesurée, multipliée par 100 et divisée par la tjigade TNFe introduite.

Les résultats montrent que le TNFse dégrade a vitesse constante a 37°C, tandisngu’i
a aucune dégradation significative a 4°C. En &ffdfC nous observons une perte de masse
nulle aprés 1h de contact alors qu'a 37°C nousrebee une perte de masse de TiNF-
d’environ 3% apres 1h de contact. Aprés 24h, léepde masse a 4°C est toujours nulle alors
que la perte de masse pour I'échantillon placé °& 35t de 6,5%. Cette perte de masse est
alors associée a la dégradation du TiNMBe plus, les résultats montrent que la vitesse de
dégradation du TNIle- est constante en fonction du temps, il est alarssiple de la
déterminer a 0,12pg/heure a 37°C. Il est donc dangremier temps possible de prendre en
compte ce phénomene de dégradation certes limiig loien réel lors des étudés vitro a
37°C, pour I'obtention des valeurs définitives @sages du TN

V.2.2.Adsorption sur la paroi des puits

Dans le but d’évaluer I'adsorption du TNFsur les parois des puits, nous avons utilisé une
plaque de culture 96 puits en polystyréne. La mguoemntité de TNFe(1500pg/mL) a été
ajoutée au DMEMCc et placée a 37°C pendant diffésedtirées (3h, 16h, 24h et 48h).
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Figure 143 : Evolution duAm de TNF« au cours du temps en milieu acellulaire en fonatide la
température (4°C et 37°C), et de la nature du supmerre ou polystyréne.

Des différences ont été observées en fonction denatare du support (verre ou
polystyrene, Figure 143) et de la température didation (4°C ou 37°C). Apres 24h
d’incubation a 37°C, 12 % de perte de masse ontlitérvées lors des essais réalisés dans le
support en polystyréne (dégradation et adsorptiod MF-) alors que seulement 6,5 % de
perte de masse dans le support en verre (majeritaint le phénomene de dégradation). Nous
démontrons ainsi une adsorption significative s parois des puits (5,5%) dans lesquels
nous réalisons nos essais qui a été calculée pdifféaence entre les expériences dans les
puits de culture en polystyrene et dans le flaconesre.

Celle-ci étant non négligeable il est important ldeprendre en considération dans
I'expression finale des résultats afin d’obtenis daleurs de dosages les plus justes possibles,
voire d’éviter de faux négatifs.

V.2.3.Adsorption sur les nanoparticules

Pour étudier I'adsorption du TNésur les nanoparticules, nous avons ajouté unetitgian
connue de nos nanoparticules d’intérét c'est-aldibmehmite (disperal), au contact du TNF-
a (120upgsoit 12ug de nanoparticules par puits deir®)ldans le DMEMc pendant 24h dans
une plaque de culture 96 puits représentatif de cooslitions expérimentales usuelles de
contact cellules/particules. Aprés incubation desmanoparticules, le milieu est prélevé et la
concentration en TNkE-est évaluée. La variation de masse du ©tNEst déterminée par la
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différence entre les résultats obtenus avec et sangparticules compte tenu que les deux
expériences sont réalisées dans les mémes comsdgi@vec le méme kit de dosage ELISA.

25 —&
A TNFadsorbé sur les
2q nanoparticules —e— THF+HF (Palystyméne,
= 37°C)
g ‘_j —=— THF (Polystyréne, 37°C)
15 .
E TNFadsorbé sur la parof™— THF (Verre, 37C)
E . des puits - THF (Verre, 4°C)
5 M
— I TNF dégradé
0 +l—a——— . . .
] 10 20 30 A0 1] 1]

Temps en heures

Figure 144 : Evolution duAm de TNF« au cours du temps en fonction de la températuréGbr
37°C), de la nature du support (verre ou polystyegret de la présence ou non de nanoparticules de
boehmite en milieu acellulaire

Pour les essais réalisés dans les puits de cuttpres 1h aucune différence significative de
perte de masse de TNFR'a été observée entre les essais réalisés asangtanoparticules
(environ 7wt% pour les deux conditions) (Figure J14Rar contre, apres 2h nous avons
observé une différence significative dans la vatiaitm de TNFe entre les conditions avec
(19%) et sans nanoparticules (8%). Ceci est dongpatible avec un processus d’adsorption
sur les nanoparticules. Une perte de masse d’an2dg8 % apres 24 h d’incubation est en
effet observée, alors que pour les essais sanspaditoles la perte de masse est
comparativement de 12 %. Ces résultats montreninguadsorption significative se produit
sur les nanoparticules (environ 13%). Pour des edunglus longues d’incubation nous
observons un plateau aprés 48h la perte de mass#ugseaux alentours de 25,2wt%.
L’adsorption du TNFe sur les nanoparticules de boehmite atteint doncmarimum apres
24h d’'incubation a 37°C c’est-a-dire au temps dhpdgir nos conditions expérimentales. |l
est donc indispensable de prendre en considérat@rphénomeéne dans nos analyses
biologiques.

La concentration de TNE-mesurée dans le surnageant correspond donc aw éRéré
par les cellules auquel nous devons soustraire N&-d adsorbé par les puits et les
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nanoparticules ainsi que le TNFdégradé au cours du temps. Ceci améne a I'équation
suivante:

[TN F- (X] dans le surnagearnt [TN F- OL] produit~ [TN F- OL] adsorbé sur (NP-+puits) [TN F- OL] dégradé

EquationV-1

Le but de la derniere partie est donc d’établir loiede correction afin de prendre en
compte ces phénomenes de dégradation et d’adsuorfatie des tests d’évaluation biologique.

V.3. Cinétigue d’adsorption

Dans le but d’établir cette loi de correction, nawsns étudié la cinétique d’adsorption du
TNF-o sur les nanoparticules de boehmite (disperal)r Bela nous avons réalisé différents
ratios en faisant varier la masse de TiNkentre 75pg et 9pg) et en gardant la masse de
boehmite constante (12j1g). Nous obtenons alorérdifts ratios (masse de TNfnasse de
boehmite) en pg/ug (0,78 ; 1,56; 3,13; 6,25). loemtacts les nanoparticules et les
différentes suspensions de TNFent été réalisés pour des durées d’'incubatiogrdifites de
1, 3, 16 et 24 heures a 37°C, dans nos conditigvaldation biologique standard. Pour les
différentes conditions, le TNe&+ésiduel a été mesuré en utilisant le test ELIS#Wme décrit
précédemment. La masse adsorbée de dldFensuite été représentée en fonction du temps
d’'incubation pour les différents ratios (Figure L4ba quantité de TNl adsorbée a été
calculée comme la différence entre la concentratisiduelle et la concentration initialement
introduite de TNFa dans le surnageant, tout en prenant soin de ageste TNFe dégradé
connaissant la vitesse de dégradation préalableévahiée.

/ . (). 78
T

1.36
3.13
.23

Masse de TNF-¢ ad=sorbe (pgf pz de
boehmite)
(=] (]
[=Y [==]

Temps en heures

Figure 145 : Cinétique d’adsorption pour différentstios, masse de TNFRzparmasse de boehmite
(0,78 - 1,56- 3,13- 6,25)
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Apres 24h, la quantité de TNFadsorbée par les nanoparticules de boehmite attein
état pseudo stationnaire quel que soit le ratiosma®e TNFs / masse de boehmite utilisée
(Figure 145). De plus 24h correspond au temps dtiation réalisé lors des différents tests
biologiques. Il est alors possible de tracer larlbewlécrivant la masse de TNFadsorbée en
fonction de la masse de TNF+ésiduelle. Ce graphique représente alors lisatkee
d’adsorption, il va permettre de corriger les résslprenant en compte la quantité de TiNF-
dégradé et adsorbé sur les parois des puits deesikt sur les nanoparticules.

V.4. Loide correction

Afin de déterminer cette loi de correction nousres/tracé la courbe représentant le TaNF-
adsorbé (calculé comme la différence entre le TiNRtroduit et le TNFe résiduel c’est a
dire mesuré) en fonction du TNE+ésiduel aprés 24h pour les différents ratiospmant
bien soin de soustraire au préalable le TdNEégradé. Cette courbe permet alors de
déterminer la quantité de TNF-adsorbée en connaissant la quantité de &NEsiduelle
apres la réalisation d’un dosage.

M- adsorbeé (pe de TN -a/pe de
boehmite)
=]
L=

0 1 2 3 4 5 6
TNF-u résiduel (pg de TNF-o/png de boehmite)

Figure 146 : Courbe de correction représentant IBlF- « adsorbé en fonction du TNFe résiduel
mesuré aprés 24h d’incubation
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Figure 147 : Concentration en TNFx en fonction d’une dose de boehmite en masse

Par exemple pour une dose de 120p/0(boehmite type disperal), la concentration de
TNF-a aprés 24h est d’environ 300 pg.thte qui représente 1,25pg de TMMar pg de
boehmite. Grace a la courbe de correction il essipe de remonter a la quantité de TINF-
adsorbée par pg de boehmite. En effet selon lebeade correction établie (Figure 146) pour
1,25 pg de TNFe /g de boehmite résiduelle il y aurait proportieltement 0,2 pg de TNE-
/ug de boehmite adsorbée.

Néanmoins la masse de boehmite introduite lorsedudst de 12ug soit 2,4 pg de TWF-
adsorbé. Il ne faut pas oublier d’ajouter la padémradée que nous avons précédemment
évaluée a 0,12 pg par heure soit apres 24h, 2 880dNFa dégradée. En définitif pour une
dose introduite de 120pgPMA en masse, nous avons 25% d'artéfacts prenampepte
I'adsorption (5,5% sur le support et 13% sur lesaparticules) et la dégradation (6,5%),
confirmant I'importance de déterminer ces artéfaCes artéfacts (adsorption et dégradation)
doivent ainsi étre déterminés pour tous les tastediques réalisés.

[256] Mélanie PAILLEUX



Chapitre V:Interactions nanoparticul-protéines

1600
Z 1400
BB
= 7
= 1200
=]
T B Cellules seules
@, 1000 Cellules seules
o
= 800 B Bochmite
E {Disperal)
2 600 BDO12
w
-
S 400
=)
g
S 200

U—-

15 30 o0 120

Dose de particules en masse (ug/10° MA)

Figure 148: Concentration en TNFea en fonction d’une dosele boehmiteen masse apres
correction

En appliquant & nos résultats bruts de dosaged\é-o, la loi de correction ain«€tablie,
nous obtenons les valeurs corrigées de productorNF-a présentées a Figure 148.

La différence entre les valeurs avant et apresections ne sont cependant |
significativement différentes (test Anova) pourdisperal ainsi que pour toutes les au
particules auxaelles nous avons apporté la correction due au-a dégrad: (Figure 171et
Figure 172).

Il est important de préciser que cette loi de adioa n’est valablequepour la poudre de
boehmite (disperal) et le TN& Pour Ealiser des corrections pour d’autres nanoparscol
d’autres cytokines il eshdispensable de réaliser a nouveau une étuddaquréét de trace
une loi de correction adaptée aux conditions erp&miale : c’est a dire selon la nature
particules étudiées et la biomolécule d’'intérégsli aussi important de prendre en ce que
le calcul est approximatif car la quantité de "-a dégradé est calculée pour une durée de
alors que dans les conditions expérimentales deactncellules/particules, le Tl-a n'est
pas produit et relargué dés le début de I'expéeeficontraiement aux conditior
acellulaires).

V.5. Conclusion

Les interactios protéines / nanoparticules constituent un phénemdépendant d
caractéristiques physiathimiques des nanoparticules (taille, charge, pitieréta....)et de .
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nature des protéines. Différents auteurs ont oBsdldsorption du TNe- sur les
nanoparticules de noir de carbone et de dioxyddtalee, mais aussi I'adsorption d'autres
cytokines tels que l'interleukine (IL-6) et du gnéotyte monocyte colony-stimulating factor
(GM-CSF) (Val 2009). D’autres auteurs ont montré deodeles décrivant la cinétique de
I'adsorption des protéines sur les nanoparticided'Qrco et al 2010; X. Xia et al 2010).

Néanmoins, I'objectif principal de notre travaiét@ d'apporter un nouvel éclairage sur les
artefacts possibles lors des expériengastro.

Cette étude a donc été réalisée dans le but detéaser les artéfacts de dégradation et
d’adsorption du TNFe lors des tests de toxicité, puis de proposer andd correction afin
d’aboutir a la valeur la plus réelle possible dadponse pro-inflammatoire induite par le
contact avec les nanoparticules de boehmite. Nooissaétudié la capacité d’'un certain type
de particules de boehmite (poudre disperal) a ddsde TNFe représentatif de cette réponse
inflammatoire. Les résultats ont montré a la faie dégradation du TNé&-au cours du temps
dépendante de la température, ainsi qu’'une adearptir la paroi des puits de culture a la
température de culture a 37°. Ces phénoménes pewverainer dans nos conditions
expérimentales une sous-estimation de la valeurNfearéellement libérée lors les tests
vitro.

by

Pour ce faire, notre étude a consisté a mesurdsdiation d’une quantité introduite
connue de TNF: (1500 pg.m[Y), en condition acellulaire avec ou sans nanopdescpour
quantifier la quantité de TN&- adsorbée (quantité adsorbée spécifiguement sur les
nanoparticules introduites) et/ou dégradéee

Nous avons démontré une adsorption significativeTNé-a sur les nanoparticules de
boehmite disperal. En effet, nous avons introdaitsdnotre systéme 75 pg de ThEt 12 ug
de boehmite au milieu de culture sans cellulesea@4h d’incubation a 37°C, la perte de
masse seche représente 25% d’artéfacts (5,5% dexTdgradé, 6,5% de TNéadsorbé sur
la paroi des puits et 13% de TNFadsorbé sur les nanoparticules). Ces résultats son
totalement dépendants a la fois des protéines tmkiogs et de la nature des particules en
particulier de leurs propriétés physico-chimiquestamment de leur surface spécifique et
composition chimique.

En effet Val a montré par exemple que I'lL-6 n'a pté absorbée sur les nanoparticules de
noir de carbone et de dioxyde de titane, en revarlehGM-CSF et le TNIe- ont été
complétement absorbés par les nanoparticules de deicarbone et en partie par les
nanoparticules de dioxyde de titane (60% pour GNFES25% pour le TNFe).

Ce travail a donc permis de confirmer les conchisiauxquelles ont abouti quelques
équipes (Val et autres....), quant a l'adsorptionsptw moins importante de molécules
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biologiques sur les nanoparticules. L'originali& mbtre étude, c’est qu’elle souligne pour la
premiere fois la nécessité de prendre aussi enteoumpphénomeéne de dégradation naturelle
de TNFea pendant l'incubation. De plus nos résultats amlément permis d’établir une loi
de correction intégrant ces artéfacts et qui egt ptre adaptée a toutes les nanoparticules et
biomolécules d’intérét.
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CONCLUSION-PERSPECTIVES

Dans les pays industrialisés le marché des nanubémiies est en pleine expansion. Les
nanoparticules possedent des propriétés remarguagbliepermettent d’envisagerde larges
applications industrielles, tels que I'agro-alimegrg, la cosmétique ou le secteur de la santé.
Malgré toutes ces potentialités technologiquesqiestions justifiées se posent sur I'impact
toxicologique direct pour la population et 'envireement. Ces interrogations sont justifiées
compte-tenu du manque d’évaluations toxicologigetedu recul dont nous disposons vis a
vis de ces matériaux récents. Actuellement suBG)0 nouveaux nanomatériaux produits
seulement 530 ont fait I'objet d’une étude de t&ibiologique avant leur mise sur le marché
(Neal 2008). C’est pourquoi la demande d’évaluatioxicologique est de plus en plus
demandée et justifiée de la part des industriedeet’autant plus apres les effets nocifs

imputés a I'amiante.

Notre étude s’est portée sur les particules de rhaehAIOOH. La boehmite est un
précurseur de l'aluminer et y qui ont de nombreuses applications : abrasifs,énaaix
réfractaires, isolants... Malgré une utilisation imrtpate de ce matériau, peu d’études au sujet
de sa toxicité ont été menées. La littérature rezem projet allemand « Nanocare » et deux
publications (Pauluhn 2009 ; Pauluhn 2011). Cegumstont montré apres inhalation des
particules par des rats une augmentation de Iimibation principalement due a la taille des
agglomérats de particules. Dans ce contexte, il beendéterminantd’étudier plus

spécifiguement la biotoxicité des particules dehinoite.

Notre travail a donc eu pour but d’enrichir les maissances sur les effets biologiques d’'un
type particulier de nanoparticules de boehmite tscontactsn vitro avec une lignée de
macrophages (RAW 264.7). Les macrophages représeete effet la premiere ligne de
défense de l'organisme dans un contexte d’exposifiar voie respiratoire, de part leur

fonction propre de phagocytose.
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Etat d’inflammation

Sécrétion de Cytokines
pro-inflammatoires :
TNF-a

Endommagement
et mort cellulaire

Relargage d’enzymes
cytoplasmiques : LDH

Stress oxydant

L, Production de ROS :
H,0, HO-, COO~

Figure 149 : Principe de I'évaluation de I'activitbiologique de particules de boehmite sur des
macrophages (lignée RAW 264.7) (Bouhmadi 2009)

L’objectif principal était d’évaluer et de compreades corrélations potentielles entre les
caractéristiques physico-chimiques des différenpesticules de boehmite (particules

industrielles et élaborées par synthese hydrothejraar les effets biologiques engendrés.

Poudres industrielles Poudres elaborées par
synthese hydrothermale
Disperal 1
CAM 9010 2
CAM9015 3
CAM9060 4
V250 S
Bulky 6
Disperal « dustiness » 7
Bulky broyée 8

Tableau 23 : Récapitulatif des différentes poudedsidiées
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La démarche de I'étude fut la suivante : dans emper temps nous avons réalisé les
caractérisations physico-chimiques des nanopaeScuttudiées puis analysé leur état
d’agglomération dans les milieux d’exposition (ilide culture). Dans un second temps sur
les mémes particules nous avons évalué leur téxibiblogique selon les parametres
représentés dans laFigure 149. Enfin, dans le adulreoncept « corona » émergent, nous
avons étudié les possibles interactions entre IE-dMui peut étre produit lors d’'une réponse
inflammatoire et un type spécifique de boehmiteonagtrique (disperal), Cette derniere étude
a permis de confirmer I'implication d’'un phénomediadsorption de cette biomolécule a la
surface des particules, induisant un biais dansréssitats de dosages ELISA de cette
cytokine (sous-estimation voire faux négatif).

» Caractéristiques physico-chimiques

Les principales caractéristiques physico-chimiqu#ss particules (taille, surface,
morphologie, composition chimique, état de surfetcactivité radicalaire) ont été déterminées
a l'aide de difféerentes techniques analytiques iGlianétrie laser, BET, observations au
MEB, DRX, ICP, XPS et RPE). De plus les différeptst-traitements ont permis de modifier
la taille des particules étudiées soit en permettignrécupérer les fractions fines, soit en
broyant les poudres ou enfin en les désagglom@grane aux ultrasons et donc d’évaluer plus

spécifiguement I'impact de la taille lors de I'éwvation biologique.

Les particules industrielles et réalisées par ®ggtydrothermale se caractérisent par des
différences notables que ce soit au niveau derfadales particules primairesqu’au niveau de
la surface spécifique beaucoup plus élevée pourphasicules réalisées par synthése

hydrothermale.

La capacité des particules a rompre des liaisons @fénérer des radicaux libres
extrémement réactifs (HOs, COOQe-) est un paramitnelamental de I'étude de l'activité
biologique des particules. En effet, par transpmsitau milieu biologique, ces radicaux

peuvent étre a l'origine de dommages cellulairegvarsibles par réaction avec les

composants cellulaires.

Dans notre étude, I'activité radicalaire des patéis industrielles de boehmite se manifeste
systématiquement par des signaux RPE a peine diéliestet proches du bruit de fond. Les

particules réalisées par synthese hydrothermal# pas été évaluées sur ce point.

Mélanie PAILLEUX [263]



Conclusion

Particules industrielles de Particules de boehmite
boehmite synthétisées
Echantillons polydisperses Echantillons polydisperses
Taille et (Dsp<10um, excepté la disperal (2um<D;<160um) ; surface
surface et la V250) ; surface spécifigue  spécifique trés élevée (Sp
élevée (Sp > 100 m2%y majoritairement> 180 m?jy

Forme sphérique pour la

. disperal et la V250 Particules grossiéres de formes
Morphologie léatoi
Forme de plaquettes pour les aleatorres
CAM et la bulky
. T
St.ructl'Jre Taille de§ cristallites <15nm Taille des cristallites <15nm
cristalline excepteé la bulky (54nm)

Silicium, sodium, calcium, Nickel, calcium, titane, zinc,
Impuretés | titane, zirconium, phosphate, fer fer et plomb de l'ordre de la
Métalliques | ©€tplomb (bulky) de I'ordre de|  dizaine de ppm et sodium
la dizaine de ppm (millier de ppm)

Tableau 24: Principales caractéristiques des difféts types de particules de boehmite étudiés

» Activité biologique

L’activité biologique de chaque poudre a été déimémin vitro apres contacts cellulaires
sur une lignée de macrophages de souris, la RAW/ 287 évaluant différents parametres : le
parametre morphologique, I'état d’inflammation (TN la mort cellulaire ou perte
d’intégrité membranaire (LDH) et le stress oxyd@dtO,) en comparaison a un témoin
positif de toxicité établi : le DQ12 (Tableau 25).

Les résultats ont montré que les poudres indussigirésentent un effet inflammatoire
modéré (entre 400 et 600 pghdontre 1000 & 1400 pg.riLpour le témoin positif de
toxicité) et une absence de cytotoxicité (entretl32%, 18% pour le témoin négatif cellules
témoins non traitées) et de stress oxydant (enodssdu témoin négatif). Les poudres
nanometriques obtenues apres traitement montrent c@ntraire une réponse pro-
inflammatoire importante se traduisant par une pectidn importante de TNE-(entre 2300
et 2900 pg.mb) ainsi qu’'une cytotoxicité plus élevée (25 & 35\ ce qui concerne les
poudres obtenues par synthése hydrothermale nawss abservé un effet inflammatoire
également significatif (>1400 pg.rit).ainsi qu’une cytotoxicité plus élevée (20 a 30%)is

sans effet stress oxydant.

[264] Mélanie PAILLEUX



Conclusion

L’absence de stress oxydant est confirmée parafiacité des particules a former des
radicaux libres. Les analyses RPE sont donc indiables des études sur l'activité
biologiques des cellules au contact des particeles observations confirment la nécessité

de bien mettre en paralléle les données biologiquggionnées physico-chimiques.

La principale constatation qui est ressortie deea&tude sur I'activité biologique est que la
production de TNFe: ainsi que la cytotoxicité augmente généralemersglee la taille des
agglomérats diminue. Nous n’avons pas observeal’elfi aux impuretés ou a la taille des
particules primaires. Ces résultats viennent cotaplés études realisées par Pauluhn qui a
montré lui aussi un effet de la taille des agglatede boehmite sur I'activité biologique. Il
est donc important quelque soit la nature ou leetdes particules de réaliser une évaluation

de son activité biologique.

» Interactions nanoparticules-protéines

Le deuxieme volet de ma thése s’est intéressépatgulierement au concept émergeant
de « la corona » qui est une couche dynamiquesarface des nanoparticules adsorbant des
protéines provenant des milieux biologiques immédigent lors du contact avec les systémes
vivants. Dans cette optique notre objectif a étéatactériser au cours des tests de toxicité les
artéfacts de dégradation et d’adsorption du TN$ur un type particulier de particules de
boehmite (disperal). Les expériences menées ontipaete mettre en avant une dégradation
du TNFwu dépendante du temps, de la température usuelBy ¥& de la nature du support
(plastique ou verre). En outre nous avons obsees/dagon concomitante un phénomeéne
d’adsorption sur la paroi des puits de culture iaiusa la surface des nanoparticules. Ces
différents facteurs entrainent le plus souventames estimation de la valeur réelle de TNF-
libéré durant les tesia vitro, pouvant conduire a la génération de faux-négatif§onction
du type de nanoparticule et de biomolécule (Val200

Nos résultats introduisent aussi une loi de coweajui prend en compte ces artéfacts de
dégradation et d’adsorption et qui peut étre adaptéous types de nanoparticules et autres

biomolécules.

Ce travail ouvre plusieurs perspectives de reclesrau vu de la pluridisciplinarité de
celui-ci.

A court terme, il serait judicieux d’introduire $gmatiquement I'évaluation de I'aspect
génotoxicité (altérations primaires de ’ADN) et ciempléter cet aspect par une étude de la
fragmentation internucléosomale de I'ADN caractériee de I'apoptose. Dans les cas de
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figures ou la cytotoxicité et le niveau d’apopteseaient importants, il serait envisageable de
procéder a une évaluation des protéines effectriteed’apoptose que sont les caspases
(activité pan-caspases versus capasse-3 activem)afin de comprendre quel type de voie

d’activation apoptotique est impliquée : voie exdgdque des récepteurs ou voie intrinseque
mitochondriale. Ceci nous permettrait au final dgdser d’une plateforme d’évaluation de la

toxicité biologique tres compléte.

Par ailleurs, il semble important d’approfondir lesnnaissances dans le domaine
desl’interaction particules/cellules. Il pourraitred intéressant d’utiliser d’autres types
cellulaires potentiellement impliqués au niveautrhctus respiratoire tels que les cellules
épithéliales ou pneumocytes(Okeson et al. 2003lahiétet al. 2004) ou des modeéles de
cocultures associant macrophages et cellules @&pldg (Klein et al. 2011)(Diabaté et al.
2002, Diabaté et al. 2002; Wottrich et al. 20043.@éveloppementspermettraient une étude
de la toxicité des nanoparticules de boehmite piusplétes et représentatives des conditions
in vivo,notamment au niveau de la barriére alvéolo-capillai

Enfin, un point qu’il serait intéressant d’applique’est l'introduction au niveau de
I'évaluation biologique de méthodologies d’étudaspfjuantitatives de l'internalisation (par
microscopie a fluorescence et/ouconfocale, mesgemtitatives par fluorimétrie) pour
établir plus précisément I'impact du niveau « dakg » cellulaire sur 'activité biologique.
Ce type de méthodologie n'est pas envisageable dssr particules industrielles non
fluorescentes. Il faudrait alors plutét envisagetilisation de sondes fluorescentes qui
marqueraient les phagolysosomes dans un contextphdgocytose, mais ce n’est pas
forcément non plus la meilleure approche pour dmsoparticules sauf si il y a présence
d’agglomérats. La meilleure approche serait la osicopie électronique a transmission mais
il s’agit 1a d’analyses longues et couteuses, @eseent semi-quantitatives.

Enfin, I'étude des interactions spécifiques entie particules et les composants du milieu
de culture ainsi que des biomolécules produites lparcellules au cours des contacts
cellules/particules, doit étre poursuivie et cortgrida caractérisation physico-chimique des
particules d’intérét (adsorption des protéinesaggmeération...). Dans ce cadre nous nous
proposons d’approfondir le concept de corona ermgiglsant aux autres biomolécules qui sont
usuellement évaluées lors des testsvitro: LDH, ROS, autres cytokines d’intéréts...
L’objectif étant de prendre systématiguement enpgtence phénomene d’adsorption lors des
évaluations de toxicité, ceci afin d’aboutira désultats non biaisés.
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Particules industrielles de boehmite

rliézgrggtéiijs\ilri Parametres Disperal CAM9060 V250 Bulky
Etat d’inflammation TNFe + + + + + ++++ ++++ ++++
Mort cellulaire LDH - - - - - - +++ +++
H,0O, (ROS,
Stress oxydant TOX)
Particules de boehmite synthétisées avant dispersio
P,arametres della Parametres 1 5 6 7
réponse cellulaire
Etat d’inflammation TNFs +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Mort cellulaire LDH + + + + + + + +
H.0O, (ROS,
Stress oxydant TOX)
Particules de boehmite synthétisées apres dispemsio
P,arametres de_Ia Parametres 1 5 6 7
réponse cellulaire
Etat d’inflammation TNFs ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Mort cellulaire LDH ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
H,0O, (ROS,
Stress oxydant TOX)
Témoin négatif et positif de toxicité
P,arametres de_la Paramétres DQ12
réponse cellulaire
Etat d’inflammation TNFe - ++++
Mort cellulaire LDH - ++++
H.0O, (ROS,
Stress oxydant TOX) + +
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TNF-a LDH H,0,
Nul - <250 pg.m[* <20% ROS : <0,8 nmol
TOX :<100%
Modéré + Entre 250 et 500 pg.thL Entre 20 et 22%
Important ++ Entre 500 et 900 pg.thL Entre 22 et 25%
Trés important +++ Entre 900 et 1400pg:mL Entre 25 et 35%
Extrémement +++ >1400pg.mL* >35%
important

Tableau 25 : Activité biologique globale des patiies de boehmite
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Annexe A : Evaluation biologique en fonction daltzse en masse

ANNEXE A. EVALUATION
BIOLOGIQUE DES PARTICULES DE
BOEHMITE « NANOS » EN
FONCTION DE LA DOSE EN MASSE

L’ensemble des différents parametres évalués pauodicité biologique des poudres
« nanos » est représenté sur les graphiques ssieaeixprimés en fonction de la dose en

masse de particules.
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Figure 150: LDH libérée en pourcentage par rappa@tix cellules lysées en fonction de la dose
exprimée en masse pour les particules « nanoméege apres 24h de contact in vitro avec les
macrophages de la lignée RAW 264.7, a raison dédifntes doses pour 1 million de macrophages

(n=3)
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Figure 151 : Concentration de TNFe: en pg/mL en fonction de la dose exprimée en massar les
particules de boehmite « nanométriques » aprés gélcontact in vitro avec les macrophages de la
lignée RAW 264.7, a raison de différentes dosesrdomillion de macrophages (n=3)
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Figure 152 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol dgd-en fonction de la dose exprimée en masse
pour les particules « nanomeétriques » aprés 90menabntact in vitro avec les macrophages de la
lignée RAW 264.7, a raison de différentes dosesrdomillion de macrophages (n=3)
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Figure 153 : Stress oxydant chronique (TOX) en poantage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en masse pour lesipalis « nanométriques » aprés 24h de contact
in vitro avec les macrophages de la lignée RAW Z64. raison de différentes doses pour 1 million

de macrophages (n=3)
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Annexe B : Evaluation biologique en fonction deltse en surface

ANNEXE B. EVALUATION
BIOLOGIQUE DES PARTICULES DE
BOEHMITE « NANOS » EN
FONCTION DE LA DOSE EN

SURFACE

L’ensemble des différents parametres évalués pauodicité biologique des poudres
nanos est représenté sur les graphiques suivampemés en fonction de la dose en surface

de particules.
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Figure 154: LDH libérée en pourcentage par rappa@tix cellules lysées en fonction de la dose
exprimée en surface pour les particules « nanomgties » aprés 24h de contact in vitro avec les
macrophages de la lignée RAW 264.7, a raison dédéntes doses pour 1 million de macrophages

(n=3)
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Figure 155 : Concentration de TNFe en pg/mL en fonction de la dose exprimée en sugf@our
les particules de boehmite « nanométriques » a4k de contact in vitro avec les macrophages de
la lignée RAW 264.7, a raison de différentes dopesr 1 million de macrophages (n=3)
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Figure 156 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol dgl-en fonction de la dose exprimée en
surface pour les particules « nanométriques » ap88mnin de contact in vitro avec les macrophages
de la lignée RAW 264.7, a raison de différentesepour 1 million de macrophages (n=3)
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Figure 157 : Stress oxydant chronique (TOX) en peentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en surface pour lestigales « nanométriques » apres 24h de contact
in vitro avec les macrophages de la lignée RAW Z64.raison de différentes doses pour 1 million

de macrophages (n=3)

[298] Mélanie PAILLEUX



Annexe C : Evaluation biologique en fonction delése en surface

ANNEXE C. EVALUATION
BIOLOGIQUE DES PARTICULES EN
FONCTION DE LA DOSE EN

SURFACE

C.1. Particules industrielles

C.1.1. Perte d’intégrité membranaire
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Figure 158: LDH libérée en pourcentage par rappa@tix cellules lysées en fonction de la dose
exprimée en surface pour les particules brutes apg&h de contact in vitro avec les macrophages
de la lignée RAW 264.7, a raison de différenteseopour 1 million de macrophages (n=3)
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C.1.2. Stress oxydant (TOX)
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Figure 159 : Stress oxydant chronique (TOX) en poentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en surface pour lestipales brutes apres 24h de contact in vitro avec
les macrophages de la lignée RAW 264.7, a raisonlifférentes doses pour 1 million de

macrophages (n=3)
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Annexe C : Evaluation biologique en fonction delése en surface

C.2. Particules industrielles traitées

C.2.1.Perte d’intégrité membranaire
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Figure 160 : LDH libérée en pourcentage par rappatix cellules lysées en fonction de la dose
exprimée en surface pour les particules brutes camges aux particules « nanométriques » apres
24h de contact in vitro avec les macrophages diigaée RAW 264.7, a raison de différentes doses

pour 1 million de macrophages (n=3)
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C.2.2. Stress oxydant
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Figure 161 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol dgl-en fonction de la dose exprimée en
surface pour les particules brutes comparées auxtigales « nanométriques » aprés 90min de
contact in vitro avec les macrophages de la ligii@&W 264.7, a raison de différentes doses pour 1

million de macrophages (n=3)
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Figure 162 : Stress oxydant chronique (TOX) en poentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en surface pour lestipales brutes comparées aux particules
« nanomeétriques » apres 24h de contact in vitro @les macrophages de la lignée RAW 264.7, a
raison de différentes doses pour 1 million de maghages (n=3)
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C.3. Poudres de synthése avant dispersion
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Figure 163 : LDH libérée en pourcentage par rappatix cellules lysées en fonction de la dose
exprimée en surface pour les particules de boelensignthétisées apres 24h de contact in vitro avec
les macrophages de la lignée RAW 264.7, a raisomidférentes doses pour 1 million de
macrophages (n=3)
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C.3.2. Etat d’inflammation
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Figure 164 : Concentration de TNFe en pg/mL en fonction de la dose exprimée en sugf@our
les particules de boehmite synthétisées aprés Zthantact in vitro avec les macrophages de la
lignée RAW 264.7, a raison de différentes dosesrdomillion de macrophages (n=3)
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Figure 165 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol dgl-en fonction de la dose exprimée en
surface pour les particules de boehmite synthétssaprés 90min de contact in vitro avec les
macrophages de la lignée RAW 264.7, a raison dédintes doses pour 1 million de macrophages

(n=3)
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Figure 166 : Stress oxydant chronique (TOX) en peentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en surface pour lestigales de boehmite synthétisées apres 24h de
contact in vitro avec les macrophages de la ligii@&W 264.7, a raison de différentes doses pour 1
million de macrophages (n=3)
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C.4. Particules de synthese apres dispersion
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Figure 167 : LDH libérée en pourcentage par rappatix cellules lysées en fonction de la dose
exprimée en surface pour les particules de boelensygnthétisées apres dispersion (1min a 300W)
apres 24h de contact in vitro avec les macrophadeda lignée RAW 264.7, a raison de différentes

doses pour 1 million de macrophages (n=3)
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Figure 168 : Concentration de TNFe en pg/mL en fonction de la dose exprimée en sugf@our
les particules de boehmite synthétisées aprés dispe (1min & 300W) aprés 24h de contact in
vitroavec les macrophages de la lignée RAW 264.i4ison de différentes doses pour 1 million de

macrophages (n=3)
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C.4.3. Stress oxydant
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Figure 169 : Stress oxydant aigu (ROS) en nmol dgdien fonction de la dose exprimée en
surface pour les particules de boehmite synthétssaprés dispersion (1min a 300W) aprés 90min de
contact in vitro avec les macrophages de la ligh&&W 264.7, a raison de différentes doses pour 1

million de macrophages (n=3)
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Figure 170 : Stress oxydant chronique (TOX) en poentage par rapport au témoin positif en
fonction de la dose exprimée en surface pour lestigales de boehmite synthétisées apres
dispersion (1min a 300W) aprés 24h de contact imosavec les macrophages de la lignée RAW

264.7, a raison de différentes doses pour 1 millde macrophages (n=3)

Mélanie PAILLEUX [307]



AnnexesD: Etat d’'inflammation aprés correcti

ANNEXE D. ETAT D’ INFLAMMATION
APRES CORRECTION
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Figure 171 :Concentration de TNFa en pg/mL erfonction de la dose exprimée en masse pour
particules brutes aprés 24h de contact in vitro eves macrophages de la lignée RAW 2¢€ apres
correction, a raison de différentes doses pour 1 million daerophages (LLISA, n=3,
***xpP<(0,0001, ***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules sont comparées par rappor

témoir négatif de toxicité (cellules seules))
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Figure 172 :Concentration de TNFa en pg/mL en fonction de la dose expié® en masse pour I

particules brutes comparées aux particule nanométriques» aprés 24h de contact in vitro avec

macrophages de la lignée RAW 26 aprés correction, a raison dgifférentes doses pour 1 millio

de macrophages (ELISA,#8, ****P<0,0001,***P<0,001, **P<0,01,*P<0,05 toutes les particules
sont comparées par rapport au tém négatif de toxicité (cellules seule)
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ABSTRACT

Biomolecules can be adsorbed on nanoparticles @de)degraded during vitrotoxicity
assays. These artifactual phenomena could leadismterpretation of biological activity,
such as false-negative results. To avoid possible@stimation of cytokine release after
contact between NP and cells, we propose a metbggdb account for these artifactual
phenomena and to lead to accurate measurementdotdised on the pro-inflammatory
cytokine tumor necrosis factor (TNE)- We studied a well-characterized boehmite
engineered NP [aluminum oxide hydroxide, AIO(OHbjeTrate of TNFe degradation and its
adsorption (on boehmite and on the well walls) waegermined in cell-free conditions by
adding a known TNIFe concentration (1500 pg/ml) under various experi@eoconditions.
After a 24-h incubation, we quantified that 7 wt%tlee initial TNF-o degraded over time, 6
wt% was adsorbed on the well walls in the 96-wédtgs, and 13 wt% was adsorbed on the
boehmite surface. Finally, boehmite NP were incedbavith murine macrophages (RAW
264.7 cell line). The release of TNFwas assessed for boehmite NP and the experimental
data were corrected considering the artifactuahpheena, which accounted for about 20%—
30% of the total.

Keywords: boehmite nanoparticles; toxicity; TNE-adsorption; TNFe degradation;

correction curve
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Introduction

The importance of manufactured nanoparticles (N& steadily increased for 20
years. In 2015, the share of nanotechnology irgtblal economy will be about 1000 billion
dollars (National Science Foundation, 2003). NPehapplications in various fields such as
automotive and multimedia industries (Chen et 2004; Murphy et al.,, 2005) and in
cosmetics (Nohynek et al. 2007; Somasundaran amshi&akumar, 1997) as well as in
medicine. However, they may have effects on humegadtih by inducing inflammation or
oxidative stress. In particular, boehmite NP [aloomh oxide hydroxide, AIO(OH)]are used in
a wide range of industrial applications and in maoynmercial products such as abrasive
materials, catalysts, substrates for electronicudis, and refractory materials; additionally,
they are used as vectors in vaccines, replacingerdional adjuvants (Singh et al., 2007).
Therefore, due to high potential exposures to baehmNP, particularly in workplace
environments, this type of nanomaterial represantmteresting model for biological activity

assessments.

Although some toxicological evaluations have alsebeen carried out, the potential
impact on health of boehmite is not yet completdigracterized. It has been shown durmg
vitro experiments using RAW 264.7 (murine monocyte/maicage-like) and A549 (human
lung cancer) cell lines that boehmite can indudkammmation (interleukin [IL]-8 production)
and cytotoxicity (lactate dehydrogenase [LDH] reka(Kuhlbusch et al., 2009). As a result,

boehmite could be considered to carry a potengéalth risk.

Recent papers clearly show that physicochemicapaties should be taken into
account in nanotoxicological studies (Boczkowskalet2010). Especially fan vitro assays,
the possible interference of NP with the medium pgounds (assay reagents) and within
detection systems (Geys et al., 2010; Horie eR@D9; Kroll et al., 2009; Monteiro-Riviere et

al., 2009) and the role of serum addition on disjoer and adsorption at the particle surface
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(Murdock et al., 2008) should be carefully consedierMoreover, some studies also suggest
possible biases in the evaluation of the biologtoaicity, particularly when the release of

cytokines is assessed (Val, 2009).Indeed, the oyskcan be adsorbed on the surface of the
NP, resulting in an underestimation of the quanttgased(Akhtar et al., 2010; Cedervall et

al., 2007; Val, 2009).

Cedervall et al. (2007) introduced an approach itientifies proteins on NPN¢
isopropylacrylamideso-N-tert-butylacrylamide) and the exchange with plasma ginst
(human serum albumin). Val (2009) measured the aigpaf titanium dioxide and carbon
black NP to adsorb different pro-inflammatory cytws, including IL-6, granulocyte
monocyte colony-stimulating factor (GM-CSF), anantr necrosis factor (TNF- Using
different types of particulate matter and placingn in contact with standard IL-8 in a cell-
free system, Akhtar et al. (2010) showed that glaiexhibited differential IL-8 adsorption
capacities depending on their physicochemical ptegse These results tend to lead to the
same conclusions: protein or cytokine adsorption MR depends on NP surface
characteristics and size; furthermore, the natéitbe biomolecules adsorbed on the NP will

affect the biological toxicity.

Additionally, Turci et al. (2010) used a new sétcomplementary techniques to
characterize and compare the adsorption of diffepeateins on silica NP. The proteins
studied were bovine serum albumin, hen egg lysozymane pancreatic ribonuclease A, and
bovine lactoperoxidase. Although adsorption watuerfced by the net protein charge, the
surface charge distribution of proteins determitiedaffinity for the solid support (silica NP)

and the stability of adsorption of proteins oncsilNP.

Finally, Xia et al. (2010), using predictive maglellescribed the kinetics of the protein
corona formation. Xia et al. (2010) used a biolagisurface adsorption index (BSAI) to

characterize the adsorption properties of NP bytiyang the competitive adsorption of a set
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of small molecule probes onto NP by mimicking thelesular interactions of the NP with
proteins. By these means, the molecular interastioh NP with proteins could be
characterized by the BSAI nanodescriptors, whiclvego the adsorption affinity and
selectivity of biomolecules onto the surfaces ohoraaterials in the corona-formation
processes. These results were used to deterntime fihndings obtained for biological activity
were correct or if they represented a false-negatgult due to an artifact such as adsorption

on NP.

The objectives of the present study were to higifilartifacts that could occur during
in vitro toxicity assessments, especially in ThFmeasurement, and to propose a
methodology to quantify them in order to corregbassible underestimation of the TNF-
released. Boehmite NP were incubated either in-fsdl conditions or with a murine
macrophage cell line (RAW 264.7). The experimengseaconducted at two temperatures (4
°C and 37 °C), with two types of support (glassKlar polystyrene 96-well plates). We
demonstrated that in addition to adsorption, TdNBegradation also occurred. We finally
proposed a correction applicable to boehmite, tpkimto account these two types of
artifactual phenomena. The methodology for esthinligsthe correction is easily transposable

to other kinds of NP and biomolecules.
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Material and Methods
Physicochemical characterization of NP

The powder morphologies of NP were analyzed usiagtron microscopy in the SEM
mode with a field-emission scanning electron micope (JEOL JSM-6500F) or in the TEM

mode with « X » transmission electron microscope.

The specific surface areas were determined bgdsorption at 77 K after out-gassing
for 2 h at 200 °C (Micromeritics ASAP 2000), usitite Brunauer-Emmet-Teller (BET)

method.

NP densities were determined using a gas pycner(idierometrics AccuPyc 1330)
working under a helium atmosphere. Results areesgpd as the means of 10 successive
measurements on the same sample. For the zetaipbsen size measurement, the boehmite
suspension was fixed at 100 mg/L and prepared ioothater and in complete Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM). Analyses were pemnied using a diffusion light
scattering (DLS) device (ZetaSizer nano S, MalMestrument). X-ray diffraction (Siemens
D5000 apparatus) experiments were performed at teomperature to examine the presence
of crystalline phases. The crystallite size wagwated from the diffractograms obtained

using the Scherrer relation (Topaz-4P software).

In vitro assays

Cell line and culture conditions

The RAW 264.7 macrophage-like cell line, derivedini mice, was provided by the
ATCC Cell Biology Collection (Promochem LGC). Cellgere cultured in DMEM (Gibco)

complemented with 10% fetal calf serum (Gibco), p#nicillin-streptomycin (penicillin
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10,000 U/ml, streptomycin 10 mg/ml, Sigma) and beted at 37 °C under a 5% ¢O

humidified atmosphere (Leclerc et al. 2010).

Boehmite (AIOOH) NP were resuspended in complet¢ED (DMEMc), vortexed
for 30 s and then different concentrations werelated with cells: 150, 300, 600, and 1200
png/ml. Suspensions were freshly prepared just bedaperiments and discarded after each
test series without any storage. We checked theodydamic size of boehmite particles by

DLS.

For each experiment, cells were prepared in 96-plates (100,000 cells/well) in 25
ul of DMEMec. Seventy-five microliters of each boekersuspension was added to the culture

and then incubated for 24 h at 37 °C in a 5% @tthosphere.

Pro-inflammatory TNFe response

Three independent experiments were performed ulsing different boehmite NP
concentrations (150, 300, 600, and 1200 pug/ml) wack tested for each of the following
conditions: cells alone (negative control of totigi DQ 12 quartz (positive control of

toxicity) (Bruch et al. 2004), and boehmite NP.

After a 24-h incubation with NP, the release ofFFiNwas assessed in the culture
supernatant using a commercial enzyme-linked imrsorient assay (ELISA) kit
(Quantikine® Mouse TN Immunoassay, R&D Systems). The optical densitgamth well
was determined according to the manufacturersun8bns by using a microplate reader
(Multiskan RC, Thermolabsystems) set to 450 nm.t#dard curve was established and

results were expressed in picograms of TaNger milliliter of supernatant.

LDH release
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The activity of the LDH released from cells witandaged membranes was assessed
using the CytoTox-ONE" Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega)reiig to
the manufacturer’s instructions. Detection was qrened on a fluorometer (Fluoroskan
Ascent, Thermolabsystems), using 530/590 nm exmit@mission wavelengths. The activity
of the released LDH was reported in comparisowtal tellular LDH (measured after control

cell lysis) and was expressed as a percentage afttirol.

Assessment of artifactual phenomena

TNF-o degradation

The TNFe standard solution used for the assessment of atisorand degradation
phenomena was provided by the ELISA kit(Quantikind®use TNFe Immunoassay, R&D
Systems). The assays were performed in a cell-émgronment. Since adsorption and
degradation always occur simultaneously, our gjsaigas to work with a huge volume to
surface ratio in order to mainly observe the degfiad phenomenon compared with the
adsorption phenomenon. In this frame, the experisnanglass flasks limit the adsorption
phenomenon as much as possible compared with exgets in 96-wells plates.

A defined amount of TNIle- (1500 pg/ml) was suspended in DMEMc (without NP, i
cell-free environment) in a glass flask at diffdremperatures: 4 °C (refrigerator) and 37 °C
(incubator) for different times (3, 16, 24, and®8The 4 °C temperature corresponded to the
TNF-astorage condition (to avoid any degradation phemmmgand 37 °C corresponded to
the in vitro experimental conditions. The difference between rsults at 4 °C and 37 °C

permitted determining the quantity of degraded TdNF-

TNF-o adsorption on the support walls
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A concentration of TNFt (1500 pg/ml) was added to DMEMc in 96-well plates4
°C and 37 °C for different durations (3, 16, 24d &8 h). The difference between the results
in glass and in plastic allowed determining thergiiya of adsorbed TNFe: on the walls of

wells.

TNF-o adsorptionon boehmite

A concentration of TNFe (1500 pg/ml, representing 75 pg of TNFser well) was
introduced with boehmite (1200 pg, representinguj2of NP per well) in DMEMc in 96-
well culture plates. After a 24-h contact, supeantd were collected, and the concentration of
TNF-o was evaluated as previously described. The masatisa of TNFa was then

calculated.

Adsorption isotherms of TNE-

Different TNFa/boehmite weight ratios were established (0.786,1313, and 6.25)
by adding varying amounts of TN&to cell cultures. Contact was for 1, 3, 16, anchzt 37
°C in DMEMc in 96-well culture plates to determittee kinetics of TNFe adsorption on
boehmite. For each condition, the residual TiNMras measured using the same ELISA
procedure as previously described. For each rdtie, mass of adsorbed TNF-was
determined with regard to the duration of contdatvas estimated as the difference between
the residual and initial concentrations of TMRn the supernatant, taking care to subtract
degraded TNFe: as previously determined. When the adsorbed &NEached a maximal
level, the curve describing the mass of adsorbe#&-dNdepending on the mass of residual

TNF-a, could be drawn. It represented the isotherm catwle thermodynamic equilibrium,
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and it allowed correction of the results for thecaimt of TNFe. degraded and adsorbed on

well walls and NP.

Statistical analysis

Analysis and graphics were performed on Prism bftware (GraphPad, San Diego,

CA). Significance was established with ANOVA tgst 0.05).
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Results
Physicochemical characterization of boehmite NP

Specific surface area, density, electron microscapy X-ray diffraction

Boehmite is made of spherical particles. Althoggime particles exhibit a diameter of
about 50um, the major part is much smaller (from 1 to @ in diameter). Small elements

like platelets of around 20 nm can be observedly $Figure 1).

The specific surface are&er, was measured as 157/ The density ppp, Was
determined to be 3.28 g/érhy using the helium pycnometer. Using these dataEquation
1, we determined a primary particle diametp)(of 11.7 nm, assuming a spherical shape of

boehmite nanopatrticles as confirmed by electrorrasopy observation (Figure 1).

6

oy =——7—
6 7 Ppp *SpET [1]

PP ppp X SBET

d

wherel,, is expressed in micrometers,, in grams per cubic centimeters, afgkr in

squared meters per gram.

The observed position of X-ray diffraction peakasmn agreement with the data
reported for boehmite crystalline phase (JCPDS #1317). The broad diffraction lines
revealed a crystallite size of 10 + 0.1 nm accagdm the Scherrer relation (Figure 2). This

size accorded perfectly with electron microscopyada

Particle size and zeta potential measurement

DLS assays (Figure 3) clearly showed that aggmagadf the NP occurred in water
and increased with pH. At pH 3.5, a narrow partgilee distribution was observed with a

maximum at 50 nm; at pH 6.9 the maximum was locate?ll5 nm; and finally at pH 9.4, the
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particle size was 770 nm. In DMEMc (pH 7.4) NP skdva broad particle-size distribution,

with a maximum at 825 nm.

Thus, at a similar pH, boehmite NP are more agdesjin DMEMc than in water

(825 nm and 315 nm, respectively).

Zeta potential measurement proved that NP hawsiéiye surface charge until pH 9.5
(the isoelectric point); beyond this value, NP aegatively charged. This result explained the
rise of agglomeration observed with pH. As a mattefact, the more the pH was near the

isoelectric point, the more the NP were agglomekrate

In vitro toxicity assessment

Pro-inflammatory TNFe response

After 24-h contact between boehmite and macroghdgmeure 4A), the amount of
TNF-o released by cells alone was quite negligible (§0np, moderate for boehmite (300
pg/ml), and high for the DQ 12 positive controlofft 800 to 1000 pg/ml). In contrast to

boehmite results, the DQ 12 quartz response waslgl@ose dependent.

LDH release

Cells incubated for 24 h with boehmite NP releadexl same level of LDH as the
negative control (cells tested alone, without NRJ ao dose-dependent effect was observed

(Figure 4B).

The positive control of toxicity (DQ12 quartz) elited a level of released LDH that
was significantly higher and dose dependent (34%etdased LDH for 1200 pug/ml of

boehmite).
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Adsorption and degradation of TNFin cell-free conditions

TNF-o degradation

The experiment in the glass flask at 4 °C cleadgwed no significant adsorption and
no degradation phenomena (Figure 5). For the satperienental conditions at 37 °C, we
assumed that the observed mass change of afNW&s due only to the degradation
phenomenonAm TNF-u of 6.5 wt% after 24 h). Finally, the amount of TFlegraded in
DMEMc was dependent on the duration of the expeartnad the temperature, and we

approximated the rate of TNkdegradation at 0.12 pg/h at 37 °C in DMEMc.

TNF-o adsorption on the walls of the wells

After 24-h contact at 37 °C in DMEMc without boeiten 11.6 wt% loss of TNIfe-
was observed in polystyrene wells. Under these itiond, both TNFe degradation and
adsorption on the walls of the well occurred. Hoareloss only reached 6.5 wt% in the glass
flask in which only degradation occurred, given tleey low surface to volume ratio of the
flask. Thus, we demonstrated significant ThRdsorption on the walls of wells in which we
did the assays. This adsorption was calculatedhéylifference between experiments in wells

and in the glass flask.

TNF-0 adsorptionon boehmite

After 1-h contact, no significant difference in FN mass lossAm TNF-x) was
observed between the assays with and without Nflystyrene wells at 37 °C (about 7% of

Am TNF-u for both conditions, Figure 5). In contrast, weselved a significant increase in
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Am TNF-u after a 24-h incubation due to the presence olfilmite (24.8 wt% after 1 h versus
11.6 wt% after 24 h). These results suggest thgatifsiant TNFe adsorption on boehmite
occurred. After 24 h we noticed a saturation of TdN&dsorption on boehmite (indeed after

48 h the TNFa mass loss was fixed at 25.2%).

Adsorption isotherms of TNE-

The kinetics curve of adsorption revealed thatahunt of TNFe adsorbed on the
boehmite surface reached a thermodynamic equitibati24 h, regardless of the boehmite to
TNF-o weight ratio (Figure 6). Thus, the curve repreisgnthe adsorbed TNE-based on the
residual TNFe could be drawn (i.e., the adsorption isotherm eynafter subtracting the
amount of degraded TNé&-which was calculated based on the previouslyroeted TNFe

degradation rate of 0.12 pg/h.

Using the adsorption isotherm curve and knowirggaimount of residual TN&-n the
supernatant, we could determine the amount of AddofNFe. For example, for a weight
dose of 1200 pg/ml of boehmite in contact withiiecrophage cell line, the concentration of
TNF-o released after 24 h in the supernatant was al@upg/ml (Figure 4); i.e., 1.25 pg of
TNF-o in solution per microgram of boehmite initiallytioduced. The adsorption isotherm
(Figure 7) led us to estimate that if there wass1p® of TNFe in the supernatant per
microgram of boehmite, 0.2 pg of TNFwas adsorbed per microgram of boehmite. Since the
mass of boehmite introduced per wells was 12 pgcaleulated that 2.4 pg of TNé&would
be adsorbed on boehmite. Therefore after a 24dibateon for a weight dose of 1200 pug/ml
of boehmite, we estimated 26% & TNF-a artifacts, taking into account adsorption and

degradation phenomena.
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Discussion

There have been concerns in recent years abouteffieets of NP on health
(Oberdorster et al., 2005). Many studies have desitrthe pro-inflammatory effects of
different NP, particularly in the respiratory systewhich represents the main route of

exposure (Oberdorster et al., 2005; Singh et @072Xia et al., 2006).

The binding of proteins to NP surfaces is a walhkn phenomenon that is specific to
the NP surface characteristics and also dependbeonature of the proteins. For instance,
adsorption of TNFx on carbon black and titanium dioxide NP has besggonted, and the
adsorption of other cytokines such as IL-6 and G&FQas also been observed (Val, 2009).
Models describing the kinetics of the adsorptiorihaf proteins on NP have been established
(Dell'Orco et al., 2010; Xia et al., 2010). The maibjective of the present work was to
provide new insight on the possible artifacts ofaswees that could occur during vitro
toxicity assessmentdVe focused our attention on TNf--evaluating its adsorption and
degradation. We aimed to demonstrate that a corectould be established to avoid
underestimating cytokine release in the presenceaobparticles that might have a high
adsorption capacity due to their huge surface d@eéang to a lack of data in the literature
about TNFe adsorption on nanopatrticles, we selected boehmiiltustrate that the potential
impact of artifacts associated with nanoparticesiot negligible. To that purpose, vitro
TNF-o. measurements were performed in a cell-free enwieot or after contact with a

macrophage cell line.

First, different techniques were used for phydh@mical characterization to evaluate
the size of primary particles. All techniques yeddthe same conclusions: boehmite
nanoparticle size is about 10 nm, and the partickge a strong tendency to aggregate in
suspension. The DLS technique was used to assessatie of NP aggregation in cell culture

medium and in water, and the observations of diffeisized NP aggregates in cell culture
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medium were in agreement with literature reportsnflach et al., 2005; Singh et al., 2007;
Xia et al., 2006). However, the size of aggregategended on the pH of the solution as
measured by variations of the zeta potential (Twtial., 2010). For boehmite NP,

aggregation increased with the pH.

Secondly, the pro-inflammatory effect of boehmi® was evaluated after 24-h
contact with macrophages. In a global manner, BNsroduction was limited (about 300

pg/ml) compared with the positive control for takg800—1000 pg/ml).

In order to check the accuracy of our results elwhinate potential experimental
biases, we investigated whether Thllelegraded over time and whether it could be adsiorbe
at the surface of the NP and on the support. Indestbsorption caused a strong
underestimation of the amount of TNFelease as quantified by ELISA. To that purpose, w
introduced a defined amount of TNE1500 pg/ml) in solution, in cell-free conditionsthv
and without boehmite NP, and we quantified the amhofidegraded and/or adsorbed TiF-

We were able to establish the following relatiopshi

[TN F'a]in the supernatant [TN F-OL] produced by cells™ [TN F-(l] adsorbed on (NP+wells)™ [TN F-OL] degraded

[2]

Each term of this equation was studied, and thapgisarance of TNE-over time and as a
factor of temperature was observed. When 75 pg\#-& was added to 12 ug of NP in cell
culture medium, the mass of TNFmeasured after 24 h at 37 °C was only 58 pg,
representing a loss of 26 wt%. We specifically leisthed that 7 wt% TNF-was degraded, 6
wt% TNF-o was adsorbed on walls of wells, and 13 wt% TdNMsas adsorbed on the

boehmite NP surface.
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However, results may depend on the biomoleculestha type of NP studied. For
instance, Val (2009) showed that IL-6 was not dosdron carbon black andtitanium dioxide,
but in contrast GM-CSF and TNkwere completely adsorbed by carbon black andggrti
by titanium dioxide (60% for GM-CSF and 26% for T} Our results are in agreement
with this study. We observed an adsorption of Tddi- boehmite NP and on the support of

the assays, but we also demonstrated disappearaidd--o. due to degradation.

Keeping in mind the models describing the kineti€she adsorption of the proteins
on NP (Dell’Orco et al., 2010; Xia et al., 2010)e werformed a kinetic study. Results
allowed us to plot a corrective curve for when thermodynamic equilibrium was reached
for different ratios of NP to TNI; which led us to establish a correction to avoid

misinterpretation of TNFerelease in the presence of nanoparticles.

Biomolecule adsorption onto material surface (eagnoparticles) occurs by multiple
short-range interactions (H-bond, electrostatich vder Waals or dispersive forces,
hydrophobic effect) that are individually ratherake(a few KT or less), but additively they
induce significant adsorption energy. The classgwvof Langmuir isotherms assumes that
some interaction energy is reversibly availablecteate a biomolecule—material surface
complex. The amount of adsorbed biomolecules istdunby the available area on a
material’s surface, thus the surface area of natioles is doubtless a key parameter
influencing the adsorption artifact in vitro nanotoxicology experiments. Moreover, when
the NP surface is functionalized or covered withiaen biomolecule, its surface properties
are changed, and this modifies the adsorptionlwrdbiomolecules remaining in solution. As
a result, nonspecific adsorption of proteins sustbavine serum albumin or casein can be
proposed to sterically “block” the material surfageas to prevent the unwanted adsorption of
valuable and interesting biomolecule such as cyigxki Nevertheless, as the physicochemical

features of a surface compose a key point to bentako account in nanotoxicology studies,
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the saturation of nanoparticles’ surfaces may glsomodify the biological activity compared

with uncoated nanopatrticles.

In conclusion, we have studied the physicochenstalracteristics of boehmite NP
and their capacity to adsorb a specific biomoleclidF-o, which is often assessedimvitro
toxicological studies. Results showed the existeican adsorption process conjugated with
degradation, leading to underestimation of the alcamount of TNFx released duringn
vitro toxicity assays. To our knowledge, this is thatfstudy introducing a correction that

takes artifacts into account and is adaptablehierdypes of biomolecules and NP.
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FIGURES

Figure 1: SEM (A) and TEM (B) images of partic

Figure 2:Diffractogram of the boehmite N
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Figure 4 Toxicity assessment: RAW 264.7 cells were incedatith boehmite NP for 24
and the TNFe production(pg/ml) was assess (A) andcell damage measured by the amc
of LDH released (B)This production was compared to that of cellsial(negative control ¢
toxicity) and to that of cells incubated with DQ#Rartz (positive control) (n = 3, *P
0.0001).
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Figure 6: Adsorption kinetics of ratios mass bodbmP per mass of TNF (0.78, 1.56,
3.13, 6.25) for different times (1h, 3h, 16h, 24h).
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Figure 7: Corrective curve representing the adsbibdF- o depending on the residual
TNF- a after 24h of incubation.
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Abstract:

Exposure to manufactured nanoparticles, espedialbugh inhalation, may constitute a potential
risk factor for human health.Although the impactnainoparticles on health is still not well-defined,
nano-aerosols in industrial environment are theictagf prevention protocols. In this context,
manufacturers are increasingly seeking to assesbitiogical toxicity of handled particles and even
more after the harmful effects attributed to asimesthis study aimed at a better understandinpeof t
biological effects of boehmite nanoparticles byryiag outin vitro tests using a macrophage-like cell
line (RAW 264.7), asmacrophages represent the tanget cells in the respiratory tract.Different
cellular responses: inflammation (evaluated by mblease of TNFe), cell death (assessed by the
release of LDH), and oxidative stress (productidnR®S) were studied in relation to physico-
chemical properties of the particles (size, surfacephology, crystal structure, chemistry, rouglsnes
radical activity). In the first part of this workhe biological activity was measured using boehmite
nanoparticles obtained either from industrial emwment or by hydrothermal synthesis, and after
grinding or dispersion that enabled us to obsdredrtfluence of particle size on the cellular rexgm

The results, illustrated by a vector model reprasgrsimultaneously the four parameters (T&F-
LDH, ROS and TOX), point out that industrial boetemparticles are mainly characterized by a
moderate pro-inflammatory activity, no cytotoxicfest and no significant oxidative stress.
Differences depending on the size of the partislese observed on the inflammatory and cytotoxic
parameters.

However, the assessment of biomolecules releasedaf culture supernatants may be biased by
the adsorption of biomolecules on the nanoparticlésis, the adsorption mechanism must be fully
understood to avoid misinterpretation of the resulherefore, the second aimsof this work were to
develop a methodology to assess the organo-mimgeshctions in terms of affinity and quantity of
biomolecules adsorbed on the nanoparticles athbemnibdynamic equilibrium and to determine a
correction law. We focused more specifically owrdston TNFe.
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Résumeé:

L'exposition a des nanoparticules manufacturéesstdae un risque potentiel pour la santé
notamment lors de leur possible inhalation. Biem burisque sanitaire induit par les nanoparticules
soit encore assez mal défini, les nano-aérosotepte dans les ambiances industrielles font I'atget
protocoles de prévention. Dans ce cadre, les indlsstsont aussi de plus en plus demandeurs
d’évaluation de la toxicité biologique des partegiimanipulées, et ce d’'autant plus apres les effets
nocifs imputés a I'amiante. Cette étude a pour atibj@'apporter des éléments de réponse a la
compréhension de la nature et de l'origine dedseffimlogiques des nanoparticules de boehmiteen
réalisant des tests de contacatwitro sur des macrophages de culture (RAW 264.7), lesophages
étant la cible cellulaire privilégiée au niveautdactus respiratoire. Différents domaines de laanép
cellulaire (état d’inflammation par libération diNF-a,, mort cellulaire par relargage de la LDH, stress
oxydant par production de ROS) en relation avecplepriétés physico-chimiques des particules
(taille, surface, morphologie, structure cristatbgghique, chimie, état de surface, activité radica)
ont été étudiés. Dans une premiere partie I'aétiviblogique a été mesurée sur des nanoparticeles d
boehmite d'origine industrielle ou obtenues partisgee hydrothermale, puis aprés broyage ou
dispersion permettant d’observer en particulierfltience de la taille des particules dans la répons
cellulaire.

Les résultats, illustrés suivant un modéle vecteprésentant simultanément les quatre parametres
biologiques évalués (TN&; LDH, ROS et TOX), soulignent que les particuleslustrielles de
boehmite sont principalement caractérisées par aciité modérée au niveau de la réponse
inflammatoire, mais sans effet cytotoxiqgue ou ssimess oxydant significatif. Des différences en
fonction de la taille des particules ont été ob&eswsur les paramétres inflammatoire et cytotoxique

Toutefois, les mesures des biomolécules libéréps és surnageants de culture cellulaire peuvent
étre biaisées par l'adsorption de ces biomolécalasles nanoparticules en présence. Ainsi, ce
mécanisme d'adsorption doit étre pleinement compoigr éviter une interprétation erronée des
données obtenues. Dans un second temps l'objeclidna été d’élaborer une méthodologie afin
d’évaluer les interactions organo-minérales en ¢emiaffinité et de quantité de biomolécules
adsorbées sur les nanoparticules a I'équilibrentbdynamique et de déterminer une loi de correction.
Dans ce contexte nous hous sommes intéresséstienlparau TNFe.



