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Résumeé

La production et [l'utilisation des nanomatériaux nu@acturés est en plein essor, ce qui
entraine leur déversement dans I'environnement gmuse de nanoparticules ou de sous
produits d’altération. Les nanoparticules de diaxytk titane sont utilisées dans un grand
nombre de produits manufacturés du fait de leurpnEtés photocatalytiques et d’absorption
des UV. Les risques écotoxicologiques liés aux partules de Ti@et aux sous produits
d’altération de TiQ sur les organismes terrestres sont encore pewsoArcette fin, des vers
de terre ont été utilisés car ce sont des indicatedés de la qualité des écosystémes terrestres.
L’espéceEisenia fetideemployée présente I'avantage d’étre facile a maipat est utilisée
dans des tests normalisés d’écotoxicité. La taxipidtentielle des nanoparticules de J&D
des sous produits d’altération de Fi®ur Eisenia fetidaa été étudiée selon différentes
approches: un tegh vitro sur les nanoparticules de L a 25 pug/ml), une expositidn
vivo en milieu liquide contaminé par des SPA de,I[{®1 a 10 mg/l) et une expositiam
vivo en milieu solide dans des sols artificiels conteémipar des nanopatrticules de (@ a
200 mg/kg) ou par des sous produits d’altérationTd®, (2-20 mg/kg). La toxicité des
nanomatériaux de Ti{a été évaluée en utilisant une batterie de bioneang a différentes
échelles biologiques : la survie et la reproductiri’échelle de lindividu, la viabilité
cellulaire (test MTT et LDH), la phagocytose etplgptose a I'échelle cellulaire et
I'expression des ARNm des genes des systemes daickion (métallothionéine, GST),
antioxydant (SOD, CAT) et immunitaire (CCF et fétes) par RT-gPCR a I'échelle
moléculaire. Nos résultats ont montré que les narigples de Ti@sont internalisées par les
cellules immunitaires des vers de teiire\(itro) et que le titane est bioaccumulé par les vers
exposeés aux sous-produits d’altération deTi@ns des conditions d’exposition artificielle
(milieu liquide). Seuls les biomarqueurs moléc@sai(métallothionéine, CCF et fétidines)
sont sensibles aux nanoparticules de,Tdans le tesin vitro alors que les biomarqueurs
moléculaire (métallothionéine et SOD) et cellulgmpoptose et phagocytose) répondent aux
sous-produits d’altération de Ti@n milieu liquide apres seulement 24h d’expositiBn
revanche, dans des conditions d’exposition plulistéa, aucun effet biologique sur la survie,
la reproduction et I'expression des ARNmM des gédesdétoxication, antioxydant et
immunitaire n'a été observé sur les vers exposés smls contaminés. La faible
biodisponibilité des nanomatériaux de Fi@ans les matrices solides expliquerait I'absence
d’effet biologique aux concentrations testées. {tagsux soulignent la nécessité d'étudier le
comportement, la mobilité, et la biodisponibilit€sdnanomatériaux avant d’évaluer leur
potentielle écotoxicite.

Mots clés :TiO,, Nanoparticules, Sous-Produits d’Altération, Verterre, Ecotoxicité, Biomarqueurs



Abstract

The amount of nanomaterials produced annually mstamtly increasing and this trend may
result in a strong input of manufactured nanoplagién air, water, soils, and therefore in
contact with organisms. Among the manufactured pariles, titanium dioxide (Tig)
nanoparticles have been produced massively for thieotocatalytic properties and UV
absorption ability. Surprisingly, ecotoxicologic&ks associated with Tighanoparticles and
TiO, byproducts resulting from the alteration and agioilg nanomaterials are poorly
documented on terrestrial organisms. The potetdidtity of TiO, nanoparticles and TiO
byproducts on the earthworEisenia fetidahas been evaluated, using different approaches:
the first within vitro assay to determine toxicity of Tianoparticles (1 to 25 pg/ml), the
second within vivo exposure of earthworm to liquid medium contamidatey TiO;
byproducts (0.1 to 10 mg/l) and the third withvivo exposure to artificial soil contaminated
by TiO, nanopatrticles (2 to 200 mg/kg) or Li®yproducts (2-20 mg/kg). Ecotoxicity of TiO
nanomaterials was determined using a battery ahaikers at different biological levels:
survival and reproduction at individual level, callabilty (MTT and LDH assay),
phagocytosis and apoptosis at cellular level, mRNApression of detoxification
(metallothioneins, GST), antioxidant (SOD, CAT) aminunes genes (CCF and fetidins) by
RT-gPCR at molecular level. Our results showed Tli@: nanoparticles were internalized by
immune cells iy vitro assay) and titanium was bioaccumulated by wornposed to TiQ
byproducts in artificial exposure assay (liquid med). Molecular biomarkers
(metallothioneins, CCF and fetidins) were sensitieeTiO, nanoparticles aftem vitro
exposures, while both molecular (metallothioneimsl &OD) and cellular (phagocytosis,
apoptosis) biomarkers were sensitive to Jio@products in liquid medium after only 24 hours
of exposure. In contrast, in more realistic cowdisi of exposure, no effect on life-history
traits or molecular biomarker were noticed on eaoitms exposed to soils contaminated by
TiO, nanoparticles or byproducts. A low bioavailabiliof TiO, nanomaterials in soil
matrixes could explain the lack of effect at the@@entrations tested. These results underline
the necessity to evaluate mobility, behaviour ammhvailability of nanomaterials in soil
matrixes before their ecotoxicity assessment.

Key words: TiO,, nanoparticles, Byproducts, Earthworm, EcotoxjdBypmarkers
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Introduction

Le développement des nanotechnologies est en gdsior depuis une dizaine d’années. En
effet, les nanomatériaux manufacturés présentemdeelles propriétés physico-chimiques
qui permettent leur utilisation dans un grand narde produits. Ainsi, les nanoparticules de
TiO, présentent des propriétés photocatalytiques disdiption des UV élevées, ce qui
justifie leur incorporation dans les textiles, pEsntures, les ciments et verres auto nettoyants
mais aussi leur utilisation pour la remédiation slels pollués. L’épandage volontaire ou non
des nanoparticules entrainent de ce fait leur déwmeent dans l'environnement et la
contamination des eécosystemes (Moore, 2006; Wiesneal., 2006). Les teneurs en
nanoparticules de T modélisées dans les differents compartiments sonénées a
augmenter avec l'utilisation et les rejets croissates nanoparticules dans I'environnement
gue les perspectives de développement des nanoteghes suggérent. Malgré I'engouement
suscité par les avancées technologiques que repeébatilisation de ces nanoparticules ;
leur biodisponibilité supposée élevée suscite [geahent une réelle prise de conscience en
ce qui concerne le comportement, le devenir etdtergielle toxicité des nanomatériaux
manufacturés et de leurs sous-produits d’altération

Le développement croissant des équipements ina@mpales nanomatériaux, la dispersion
inévitable des nanoparticules dans I'environnenm&aessite donc d’évaluer leur impact sur
'Homme et I'environnement. La toxicité des nandijgates est d'ores et déja largement
étudiée sur les cellules humaines et de mammif@esr et al., 2005; Sayes et al., 2006;
Oberdorster et al., 2007; Warheit et al., 2007bk R al., 2008; Magrez et al., 2009). La
majorité des études écotoxicologiques sur les ratioples de TiQ est quant a elle réalisée
pour I'essentiel sur des organismes aquatiquesefinost Klaper, 2006; Heinlaan et al., 2008;
Reeves et al.,, 2008; Wiench et al., 2009; Canesll.et2010b). Seuls, quelques travaux
concernent I'écotoxicité des nanomatériaux de,T80r les organismes terrestres (Jemec et
al., 2008; Drobne et al., 2009; Hu et al., 201(pikd et al., 2011). Cependant, aucune de ces
études n'a utilisé une batterie de biomarqueurantlde I'échelle moléculaire a celle
d’individu pour évaluer la toxicité de ces nanomaigx de TiQ sur les invertébrés du sol.

L’ensemble de ces problématiques fait que I'écaftkides nanomatériaux est devenu un axe
de recherche émergent pour les sciences enviromtele® Les recherches présentées
s’inscrivent directement dans ce contexte associen®@ approche physico-chimique du
comportement des nanoparticules, de leurs prodigsdégradation dans les milieux

d’expérimentation et de leur toxicité.



Introduction

Un premier projet a pour but d’évaluer le devererranoparticules dans I'environnement,
leur dégradation et la toxicité de leurs sous-pitsdd’altération sur les écosystémes. Le
nanocomposé étudié est constitué de nanopartideleoxyde de titane enrobées et il entre
dans la composition de crémes solaires commerdi@iiee™ SF, BASF, Germany) (projet
EC2CO (Ecosphere continentale et cotiére) : « Eotité des sous-produits d’altération de
Nanomatériaux », CEREGE (CNRS UMR 6635, Aix en Brme). Le CEREGE porteur du
projet a développé le vieillissement accéléré dermamocomposés pour produire des sous-
produits d’altération de Ti© Dans le cadre de cette thése, I'écotoxicité desoeis-produits

d’altérations est étudié sur le modele ver de té&isenia fetida

Un second projet a pour objectif de comprendre pioh de I'état d'agrégation des
nanoparticules de dioxyde de titane (TieR5-Degussa) sur leur toxicité vis-a-vis du ver de
terre Eisenia fetida dans des conditions d'étudsvitro (projet FR-EST (Fédération de
Recherche Eau-Sol-Terre) : « Caractérisation pbysitmiques des nanoparticules dans les
milieux biologiques en vue de I'étudi@ vitro de leur toxicité », LIEBE (UMR7146,
Metz/LEM (CNRS UMR7569, Nancy).

Cette thése a pour objectif d’évaluer I'écotoxiaiteés nanoparticules et des sous produits
d’altération de TiQ@ sur le ver de terrekisenia fetida en utilisant une approche multi
biomarqueurs associée a des analyses physico-clemigour la caractérisation et la
biodisponibilité des particules. Pour répondre tiatgectif, nous allons tenter de répondre
aux hypotheses suivantes :

H1 : Dans les milieux d’exposition, les nanomaig&iant tendance a s’'agréger bien qu’une
proportion de particules reste a I'échelle nanoimédr. Cette proportion diminue a mesure

que le milieu d’exposition se complexifie.
H2 : Ces particules nanométriques sont biodispesipbur les vers de terre.

H3: Leur internalisation et/ou bioaccumulation uitddes effets toxiques aux échelles

moléculaire, cellulaire et individuelle.

H4 : Les biomarqueurs moléculaires sont les plussibles aux nanomatériaux de 3iO
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1. Les nanomatériaux : enjeux, propriétés et risques

1.1. Développement des nanotechnologies

1.1.1. Contexte économique

Le développement des nanotechnologies est consté@néne la révolution industrielle du
XXleme siecle (Roco, 2001). En effet, les nanotebbgies ont un impact sur I'économie
mondiale du fait de leurs applications dans un @jnabmbre de secteurs. Le marché global
des produits issus des nanotechnologies est em gtpansion avec 11,7 milliards de dollars
en 2009, il devrait atteindre plus de 26 milliadésdollars en 2015 avec un taux de croissance
annuel de 11,1% (BBC Research, 2010). Le secteyeumales nanotechnologies qui
concerne les nanomatériaux représentait 9 milligeglglollars en 2009 et devrait atteindre
19.7 milliards de dollars en 2015 avec un tauxrdessance annuel de 14,7% (BBC Research,
2010). L'utilisation des nanosciences dans les gitedle consommation est en plein essor
avec seulement 212 produits contenant des nandenaténanufacturés en mars 2006 pour
atteindre plus de 1317 produits en mars 2011 (BigSi la tendance actuelle continue, le

nombre de produits pourrait atteindre 3400 d’i@@QNanotechproject, 2011b).

2000 v=243,20x- 164
1800 - R?=0,9963
1600 -

£ 1400 -
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Figure 1. Nombre total de produits contenant desmatériaux manufacturés au 10/03/11(Nanotechgrojec
2011b)
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Le matériau le plus utilisé dans les produits maciifrés est I'argent suivi du carbone (y
compris les fullerénes) et du titane (B)O(Fig.2). Les nanoparticules Ag présentent

l'avantage d’étre utilisées dans différents sestetid’avoir une production maitrisée.

350
313

300 4

91

MNombre de produits

59
43

|:| T T T T T 1
Argent Carbone Titane  Silice/Silicium Zinc Or

Figure 2. Nombre de produits manufacturés contectzarjue type de matériaux au 10/03/11 (Nanoteabgiroj
2011a)

1.1.2. Réglementation

Le dispositif réglementaire concernant les nanapdes et les nanomatériaux n’est pas
encore adapté au développement et a l'utilisatiesm manotechnologies dans la société. En
France, l'article 42 de la Loi Grenelle 1 du 3 aB009 a été écrit dans le cadre du Grenelle de
I'environnement. Cet article demande l'organisatidnn débat public et la déclaration
obligatoire pour la fabrication, I'importation oa mise sur le marché de substances a I'état
nanoparticulaire ou de matériaux destinés a rejteelles substances en vue d’'une meilleure
information du public, des consommateurs et deaiitaurs (Légifrance, consulté le 23 aolt
2011a). En 2010, l'article 185 de la Loi Grenell€12/07/10) a pour objectif la connaissance
des nanomatériaux produits, importés ou mis sundeché (identité, quantités, usages), la
tracabilité¢  (fabricant, distributeur, importateurt eutilisateur professionnel) et le
rassemblement de connaissances sur les nanomatériatue de I'évaluation des risques et
de l'information du public : les informations relads a I'usage et a l'identité des substances
seront mises a la disposition du public (Légifraramsulte le 23 aolt 2011b).

En Europe, REACH (enRegistrement, Evaluation ebAsation des substances Chimiques)
demande que chaque substance, y compris cellesillee nanométrique, produites ou
importées en quantité de 1 tonne ou plus par anéti@ enregistré sous REACH. Pour des

quantités égales ou supérieures a 10 tonnes pawurarrapport de sécurité chimique
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supplémentaire doit étre fourni. A I'heure actuelles nanoparticules échappent a ce
reglement, car il inclut des seuils de tonnagesielsnde production que n'atteignent pas les
laboratoires et industries produisant des nanajees.

1.2. Présentation
1.2.1. Définitions

Nanomeétrique : domaine de dimension compris entre 1 et 100 n@/{IS 27687, 2008).
Nano-objets: matériaux présentant une, deux ou trois dimensiexiernes de taille
nanometrique (ISO/TS 27687, 2008).
Nanoparticules : nano-objets dont les trois dimensions externes denaille nanométrique
(ISO/TS 27687, 2008).
Nanomatériaux : matériaux dont les dimensions externes sonéchélle nanométrique ou
possédant une structure interne ou surface a lléchanométrique (ISO/TS 80004-1, 2010).
Les trois catégories principales de nanomatériaumt grésentées sur la figure 3 (Hansen et
al., 2007).

NANOMATERIALS

Ome phase or Multi phase Structured surface, film and structured film

PARTICLES

Surface bound Suspended in liquids Suspended In sollds Alrborne

Figure 3. Classification des nanomatériaux seldadalisation de la nanostructure dans le matéfinsen et
al., 2007)

Nanocomposéscomposés multiphasiques dans lesquels au moindasgghase a une taille

nanométrique (Ajayan et al., 2003).
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1.2.2. Origine naturelle ou anthropique

Les nanoparticules sont présentes de maniére tdiiguét sont généralement désignées sous
le terme « particules ultra-fines ». Les particulggésentes naturellement dans
I'environnement proviennent, entre autres, destémp volcaniques, des aérosols marins, de
I'érosion des sols et des feux de foréts (Buzea.eR007). Les sources non intentionnelles
d’origine anthropique rejettent des particules adftnes principalement par le biais des
procédés industriels, la combustion, le chauffége rejets de diesel, les fumées de tabac...
(Buzea et al., 2007). Les nanomatériaux manufestw@respondent a des matériaux
intentionnellement produits avec des particulesonagtriques. Il existe actuellement 2

méthodes de production des nanomatériaux :

- l'approche ascendante ou de bas en Igaubottom-up ¥» qui correspond a
'assemblage a partir des éléments de base de tlarenaatome par atome ou
molécule par molécule, pour construire des systgrhesgrands. Les techniques
pour la méthode ascendante sont 'auto-assemblagesion laser, la pyrolyse
laser ou la synthése chimique;

- l'approche descendante ou de haut en(Ra®p-down ») qui correspond a la
réduction des matériaux existant a des dimensianemeétriques, est réalisée en

utilisant les techniques de broyage, compactadettage.

1.2.3. Propriétés et applications

L’engouement pour les nanomatériaux manufactust du fait que les nanoparticules (NP)
possedent des propriétés uniques par rapport atérimax macroscopiques de méme nature
et qu'elles présentent une variéte d’applicatiodgb(l). En effet, les nanoparticules
présentent une réactivité de surface plus impartauie les plus grandes du fait de leurs
petites tailles (Poole et Owens, 2003). Outre iéetdes nanomatériaux ont des propriétés
mécaniques qui permettent d’améliorer la résistate® matériaux sans compromettre leur
plasticité et des propriétés électriques qui amétib I'isolation par leur conductivité
électrique (Afsset, 2010). Les nanoparticules priese également des propriétés de barriere,
d’ininflammabilité car certaines d’entre elles pettant la résistance et lisolation des
matériaux (Afsset, 2010). Les propriétés optiquesianoparticules de Tt de ZnO, sont
généralement utilisées dans les matériaux (ex ntyes, verre, dentifrice, produits

cosmeétiques) du fait de leurs longueurs d’ondedrigdires au visible (transparence) et leur
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absorbance des UV (Afsset, 2010). Les propriétégnétiques et catalytiques de certaines
nanoparticules (ex : nanoparticule d'oxyde de fa@nsi que leur utilisation en tant que
membranesanostructurées, ou nano-adsorbants montreniegughoparticules peuvent étre
des outils prometteurs pour la dépollution des estudes sols et le traitement des eaux de
consommation (Masciangioli et Zhang, 2003; Zhar@)3 Hu et al., 2005Auffan et al.,
2007).

Les nanosciences et les nanotechnologies intemrgrinl’échelle moléculaire, et permettent
donc de mieux comprendre I'organisation et la stmécdes cellules, jusqu’aux protéines et a
'ADN. Les nano biotechnologies permettent de ceongedes nano-transporteurs utilisés
pour la vectorisation des médicaments. Les nanmspateurs ont pour but de franchir les
barriéres biologiques et, grace a un encapsulagmgitre au principe actif d’atteindre la
cible (Brigger et al., 2002). Ces techniques peimaient de distribuer un médicament a la
dose adéquate, précisément sur I'organe ou le ¢igsel (Duncan, 2006). Les nanoparticules
enrobées de polyméres et/ou de ligands cibles é&galement utilisées dans les traitements
anti cancer pour réduire la prolifération des de#ludes tumeurs (Brigger et al., 2002;
Kukowska-Latallo et al., 2005).

Tableau I. Principales applications des nanoparticules défé&ehts secteurs

Nanoparticules Propriétées Applications Secteurs
C60 conductivité Fil conducteur, transistor, diode Electronique
résistance amélioration performance des raquettes Sport
Nanotube de carbone résistance résistance mécanique et imperméabilité extild
adsorption traitement eau potable/ pollution Envirement
Noir de carbone résistance élastomére Matériaux
isolant électronique Electronique
sili anti-agglomérant additif Alimentation
ilice
poreux nanovecteur- délivrance ciblée de médicasnent| Santé, pharmacie
adhérence pneu Automobile
. . vétements Textile
Argent antibactérien - )
pansements Santé, pharmagie
pigment dentifrice -
- - - Cosmétique
) i anti Uv créme solaire
Dioxyde de Titane , -
pigment peinture .
. - " Materiaux
photocatalytique vitrage/ béton autonettoyant
. adsorption traitement eau potable/ pollution Envirement
Oxyde d'Aluminium - - ,
catalyse traitement eau potable/ pollution Enviemant
Oxyde de Fer adsorption/magnétique traitement etabfe/ pollution Environnement
_ anti UV créme solaire -
Oxyde de zinc — - Cosmétique
anti vieillissement soin pour la peau
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1.2.4. Stabilité des nanoparticules

La stabilité des NP dépend de leurs propriétésipthcghimiques. Les NP présentent un ratio
surface/volume (S/V) élevé du fait de leur tailenométrique. En effet, plus les particules
sont de petites tailles, plus le pourcentage d’awen surface est important (Tab.Il). Ainsi,
les nanoparticules présentent généralement une fphies réactivité de surface que les
particules de taille macroscopique. La charge papéir la particule et sa réactivité chimique

jouent un réle important dans les propriétés desparticules (Hoet et al., 2004).

Tableau Il. Nombre d’atomes en surface et pourcentage d’atemesirface pour différentes tailles des NP de

GaAs (taille unitaire, a= 0.565 nm) (Poole et Owa&i93)

Nombre de NP Taille (nm) Nombre total | Nombre d'atomes P9urcentage
N nxa d'atomes en surface d'atomes en
surface
2 1.13 94 48 51.1
3 1.7 279 108 38.7
4 2.26 620 192 31
5 2.83 1165 300 25.8
6 3.39 1962 432 22
10 5.65 8630 1200 13.9
15 8.48 2.84x10 2700 9.5
25 14.1 1.29x10 7500 5.8
50 28.3 1.02x10 3.0x1d 2.9
100 56.5 8.06x10 1.2x10 1.5

Les nanoparticules peuvent étre présentes sousefaten particules primaires libres,
d’agglomérats ou d’agrégats (Fig. 4). Les agglotsémmrrespondent a un ensemble de
particules liées par des forces faibles (ex : faked/an der Waals) alors que les agrégats sont
des particules maintenues par des liaisons chimidades. Contrairement aux agrégats
(difficilement séparables), les agglomérats sordildment dissociables et peuvent étre
dispersés en nanopatrticules libres en utilisariérdifites techniques (ex : la sonication). La
capacité des NP a former des agrégats ou des a@ygitmpeut s’expliquer par leur grande
réactivité de surface. La stabilité des NP dépemdaddouble couche électrique dont les
propriétés sont le potentiel zéta (charge de seyfat I'épaisseur de la double couche
électrique. En effet, une augmentation de la foooeque diminue I'épaisseur de la double
couche électrique et le potentiel zeta, ce quiaémer I'agglomération des nanoparticules
(French et al., 2009; Jiang et al., 2009). Le pidbzeta correspond a la charge de surface

10
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des particules. Pour des valeurs de pH éloignég®iti isoélectrique, les particules chargées
(positivement ou négativement) se repoussent cafolees électrostatiques répulsives sont
dominantes. En revanche, la taille des agrégatdRi@ugmente lorsque les valeurs de pH
s’approchent du point isoélectrique (point de changl) (Dunphy Guzman et al., 2006). En

effet, les particules sont faiblement chargéesestforces électrostatiques répulsives sont
faibles. L'ajout d’'ions multichargés ainsi que delymeres enrobant la surface des NP
favorisent les forces électrostatiques répulsivedeg forces répulsives stériques ce qui
diminue I'agglomération (Ju-Nam et Lead, 2008; Jiah al., 2009). Les forces stériques et

électrostatiques conditionnent la stabilité degpsnsions de NP.

Dry Powder
O éxgo Ci@o

Primary Particle Agglomerates Aggregates
Primary Particles Held by Weak Primary Particles Held by Strong
van der Waals Forces Chemical Bonds (Sintered)

Liquid DlsperiIV X \

Primary Particle

Electrical Double Layer  Hydrodynamic Diameter
(Thickness depends on
solution ionic strength)

Figure 4. Différents états de configuration degipales a I'état de poudre et dispersé en miliguitie (Jiang et
al., 2009)

1.3. Les Nanoparticules de dioxyde de titane (JiO

Le dioxyde de titane est un minéral naturel qustxisous 3 formes cristallines : anatase,
rutile et brookite. Il est présent dans I'enviromaat principalement sous la forme rutile et il
peut étre produit a partir de minerai contenanttithne comme l'ilmenite (FeTi§). La
méthode la plus courante de production de dioxyttane sous ses 3 formes cristallines est

I'utilisation du tétrachlorure de titane (T}l Les principaux pays producteurs de minerais de

11
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titane sont les Etats-Unis, le Canada, I'Australée Chine, I'ilnde, I'Afrique du Sud et la
Norvége (EPA, 2010). Les NP de TEi€ont photocatalytiques et sont capables d’absdeser
UV. Ainsi, elles sont utilisées dans un grand nante produits comme les crémes solaires,
les vétements, les piles solaires, les peintuessyitrages et les ciments autonettoyants ou
dans les systémes de traitement des eaux pot&s#eendant, les particules de dioxyde de
titane ont été classées par I'lARC (InternationaleAcy for Research on Cancer) en 2006

dans le groupe des carcinogéenes 2B, c’est a direateinogenes possibles pour 'Homme.

1.3.1. Propriétés des nanoparticules de JiO

Le TiO, génere la production d’especes réactives a I'axggERO) via les propriétés
photocatalytiques et la réaction de Fenton (Valkal.e 2006). Les principales ERO produites
sont : I'anion superoxyde (O, le peroxyde d’hydrogéne {B,) et le radical hydroxyle
(OH) (Fig.5) (Hoffmann et al., 1995). Ces ERO peuvadtiire la dégradation des polluants

organiques mais aussi la lyse des cellules, lipidegéines et des dommages a I’ADN.

a) 3T#H,0,— Ti*" + OH + OH
b)
Q2 + H20 .
H HO2 T2 ey on . on
Oz Ho2 A
8cp. —> Qg ® H P OH + OH
> ®c o |H0 202 o + OH + O
0z + HO2" + OH
TiO2 + hv —< k 1 J
B, 1, >TiOH > E. Oz’ HOQ=, HOOH, HCO", HC+, OH", H20 b oxidized
2 i *ROH activated oxygen species products
thermal
¢ oxidation
COgz
mineralization

Figure 5. Espéces réactives a I'oxygéne produitetawéaction de Fenton (Valko et al., 2006) etawrs de la
photocatalyse du TigXHoffmann et al., 1995)
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Plusieurs études ont évalué l'effet des UV surradpction de ERO par les NP de TiO
(Zhang et Sun, 2004; Gurr et al., 2005; Sayes.eP@06). Les UV semblent activer le stress
oxydant avec 'augmentation des effets cytotoxigies NP de Ti@anatase ou rutile (Zhang
et Sun, 2004; Sayes et al., 2006). En revancleegte montré que des NP de 10 et 20 nm
(anatase) induisent une augmentation de la praducte peroxyde d’hydrogéne et d’acide
nitrique dans des cellules pulmonaires, a I'obséuen I'absence de photocatalyse (Gurr et
al., 2005). Ces ERO, issues du stress oxydant Besétaient responsables d'altérations de la
cellule telles que la génotoxicité ou la lipoperdaion. Ces effets ne sont pas observes avec
des NP de forme cristalline anatase de plus graailtiee (200 nm). La petite taille des NP (10
et 20 nm) et leurs fortes réactivités de surfaaenagent expliquer la plus grande capacité des
NP a produire un stress oxydant en I'absence deattivation (Gurr et al., 2005). En plus
des propriétés photocatalytiques, la productiorRDEdépend de la forme cristalline des NP
de TiG, (Sayes et al., 2006; Jin et al., 2010).

Selon le type d'application des NP de 7Zidenrobage est nécessaire pour réduire la
production de radicaux libres due a la photocagali&luminium, la silice, le simethicone ou

le diméthicone sont des enrobants qui permettesinéliorer la photostabilité des NP de
TiO,. Il existe donc différents types de NP de Ji@vec différentes propriétés physico-
chimique selon la taille, la forme cristalline,pareté (enrobage ou non), ou la réactivité de
surface. L'enrobage des NP est un autre parametr@emt réduire la capacité du L@
produire des ERO (Carlotti et al., 2009).

1.3.2. Les nanoparticules de Ti@ans I'environnement

Les principales sources de contamination de I'emviement sont les eaux usées, les boues de
stations d’épuration et les déchets solides (EPROR0OLes nanocomposés de TFilibérent

des nanoparticules de Ti®nais aussi des résidus ou sous-produits d’albératu cours de
leur cycle de vie (Reijnders, 2009). Botta et @01(1) a montré que les crémes solaires
induisent la production de résidus de nanoparticule TiQ qui tendent a s’'agréger et
sédimenter au cours de leur cycle de vie. Le peusesl’altération des nanocomposés de
TiO,, utilisés dans les cremes solaires, a été mimé& pooduire des sous-produits
d’altération de TiQ qui se sont révélés étre stables en suspensianl'dan (Auffan et al.,
2010; Labille et al.,, 2010). Il a été montré que leropriétés photocatalytiques des
nanoparticules de Tirontenues dans les crémes solaires sont consengrae apres leur

utilisation (Barker et Branch, 2008) et 'altératide leur enrobage.
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Quelques études ont modélisé les concentratiorditgsédans I'environnement du Ti@e
taille nanométrique dans les différents compartimenir, eau, sol, sédiments (Tab. Ill). Les
concentrations dans l'air sont trés faibles dedferdu ng/m, alors que celles dans I'eau
varient de I'ordre du ng/l au pg/l (Mueller et Naska2008; Gottschalk et al., 2009; Johnson
et al., 2011). Les concentrations les plus forted prédites dans les effluents, les boues de
stations d’épuration et les sédiments. Les tendans les sols sont de I'ordre de quelques
ung/kg mais ils pourraient s’enrichir de 89 pg/kghd de TiQ chaque année dans le cadre
d’'une usure et d’'un recyclage classique des nadapso (Gottschalk et al., 2009). Il est
possible que les concentrations augmentent lors l'iedroduction volontaire dans

I'’environnement ou d’'une dissémination accidentelle

Tableau lll. Concentrations prédites en nanoparticules de @#ds I'environnement dans différents

compartiments (E-U : Etats-Unis)

<0,5 ng/m? Europe
A <0,5 ng/m? E-U Gottschalk et al. (2009)
ir
0,7-3 ng/m? Suisse
1,5- 4,2 ng/m? / Mueller et Nowack (2008)
Eau 0,7-16 pg/! / Mueller et Nowack (2008)
0,5- 8,8 ug/l Tamise (UK) Johnson et al. (2011)
0,012 - 0,057 pg/! Europe
Eau de surface
0,002 - 0,01 pg/I E-U Gottschalk et al. (2009)
0,016 — 0,085 pg/! Suisse
Eff g ] 2,5-10,8 pg/l Europe
uelr,uts N §tat|ons 1,37 -6,7 ug/l E-U Gottschalk et al. (2009)
d'épurations
3,5-16,3 pg/l Suisse
8 g ) 100 - 433 mg/kg Europe
oule,s e s'Fatlon 107 - 523 mg/kg E-U Gottschalk et al. (2009)
d'épuration
172 - 802 mg/kg Suisse
Sol 0.4 - 4.8 ug/kg / Mueller et Nowack (2008)
273 - 1409 pg/kg/an Europe
Sédiment 44 - 251 pg/kg/an E-U Gottschalk et al. (2009)

426 - 2382 pg/kg/an Suisse

Contrairement aux milieux aquatiques, le suivi dwenir et du transport des NP de TiO
dans les sols est encore trés peu étudié. Lesigminc facteurs qui modifient |'état
d’agrégation des nanoparticules sont la force immida présence de matiere organique
naturelle, de cations divalents et le pH (Dunphyi@an et al., 2006; Domingos et al., 2009;
French et al., 2009; Solovitch et al., 2010). Labitie@ des NP est généralement évaluée en
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utilisant des colonnes de sols (Fang et al., 2@ovitch et al., 2010). Cette technique
permet d’apprécier la proportion de particulesmeés par la matrice solide. La mobilité des
particules dans les matrices solides poreuses déteia taille des nanoparticules (Lecoanet
et al., 2004). D’apres ces auteurs, la mobilitéidimrait quand la taille des NP augmente.
Les sols sont des matrices complexes qui peuvéstirdes NP de Ti@en fonction de la
salinité, de la teneur en argile ou en carbonerigge dissous (Fang et al., 2009). Les
nanoparticules de Titraversent facilement les colonnes de sols cogg# principalement
de grosses particules (ex : sable) avec une féobbe ionique, alors qu’elles sont fortement
retenues dans les colonnes de sols avec des &algtiteneurs en argile élevées (Fang et al.,
2009).

Les propriétés physico-chimiques et la mobilité &2 de TiQ dans I'environnement
peuvent modifier leur biodisponibilité et leur toité potentielle. Il est donc important
d’évaluer le risque que ces nanoparticules présemeur 'Homme et la qualité des
écosystemes terrestres et aquatiques tout en @évdewars capacités de diffusion dans

I'environnement.
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2. Les vers de terre, organismes bioindicateurs de zualité des

sols

2.1. Les vers de terre

La biomasse faunistique des sols est constitu@eipalement par les vers de terre. lls ont un
réle important au niveau de I'écosystéme terrestrg¢ant que décomposeurs (Edwards et
Bohlen, 1996). lls jouent en effet un rble esséndi@ns la décomposition de la matiere

organique du sol mais également dans la strucburdtigrégats) et dans I'aération du sol en
creusant des galeries. Ills ont un réle importamsda chaine alimentaire car ils sont une
source d’alimentation pour les niveaux trophiqugsesieurs.

Les vers de terre sont des organismes coelomatedito@s d’'une succession d’anneaux
(métameéres). Ce sont des organismes hermaphraplitese reproduisent par accouplement
« téte-béche » en produisant des cocons conteesimivliles et spermatozoides (Fig.6a). La
fécondation a lieu dans les cocons et les juvégitdssent (Fig.6b). Une fois que les juvéniles
atteignent leur maturité sexuelle, les vers deetemultes sont alors caractérisés par un

clitellum bien développé qui correspond a I'orgasgroducteur (Fig.6c¢).

a b c i
0.5 cm j 0.5 cm

lem

Figure 6. Photographie de cocons (a), vers juvefibg et adultes (disenia fetida

Les vers de terre sont considérés comme de bomsdimateurs de la qualité des sols en
écotoxicologie. En effet, les voies dermale et stibale sont les 2 principales voies de
contamination des vers du fait de leur surface mamb sur la masse du corps du ver et de
I'ingestion des particules de sols (Goven et a@05). De nombreuses études ont évalué
I'écotoxicité des métaux, HAPs, pesticides et guldti-contaminés sur les vers de terre

(Spurgeon et Hopkin, 1996; Bierkens et al., 19%nt&Denis et al., 1999; Reinecke et al.,

2001; Lock et Janssen, 2002a; Lock et Janssenpb200@boeta et al., 2004; Spurgeon et al.,
2004; Sivakumar et Subbhuraam, 2005; Eom et ab7;2Rahmani et al., 2007a; b; Brulle et

al., 2008a; Brulle et al., 2008b; Garcia et alQ2®Bonnard et al., 2009).

16



Synthése bibliographique

2.2. L'especeEisenia fetida

Eisenia fetida(Savigny, 1826) est un annélide oligochete de tailla des Lumbricidae.
Eisenia fetidaest une espece corticole en milieu naturel ouépigmilieu agricole et dans le
fumier. Elle vit a la surface des milieux riches emtieres organiques, sa stratégie
biodémographique est de type «r » avec une ca&pdeiteproduction élevée, une croissance
rapide compensant une faible longévité, une mebifitportante et une homochromie avec

I'environnement (Bouché, 1972)

Eisenia fetidaest recommandée aussi bien par 'OCDE (1984) quel'agence pour la
protection environnementale aux Etats Unis (US-EP996) en tant que bioindicateur. La
qualité environnementale des sols est déterming&eegaux tests écotoxicologiques réalisés
surEisenia fetidaDeux tests sont normalisés sur cette especestenortalité (ISO 11268-1,
1993) et le test reproduction (ISO 11268-2,19%83%enia fetidaprésente I'avantage d’étre
facile a maintenir en élevage. Les tests sur asp@ce sont réalisés dans des conditions de
pH, température, humidité, cycle jour/nuit conted@é De nombreuses études ont utilisées
cette espéce pour évaluer les effets des pollusurtdes vers de terre ce qui permet la
comparaison dans des mémes conditions d’exposi@ependantE. fetidan’est pas une
espece représentative des écosystemes terrestess.alors difficile d’extrapoler les effets

obtenus sur cette espece a I'environnement.

3. Ecotoxicité des nanomatériaux a différentes échefie

biologiques
3.1. Effets sur les systemes antioxydant et de détagitat

3.1.1. Protéines des systéemes antioxydant et de détaxiiica

Les NP sont connues pour produire des especesivesaale I'oxygene (ERO) (anion
superoxyde, @ . peroxyde d’hydrogene, J,; radical hydroxyle, OBl qui peuvent conduire
a un stress oxydant qui altere les protéinesjpetek et ’ADN de la cellule. Les cellules des
organismes contiennent un grand nombre de systa&taedéfense antioxydant qui les

protégent des ERO.
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Les principales enzymes de ce systeme sont lesesyples dismutases (Xie et al., 2005), la
catalase (Allouni et al., 2009), les glutathion@gdases sélénium-dépendante (SeGPx) et
sélénium-indépendantes (non-SeGPx), la glutathémuatase (GRd) et les glutathion S-
transférases (GST) (Fig.7). La SOD convertit I'ansuperoxyde en peroxyde d’hydrogéne et
en oxygene divalent (Fridovich, 1989). La CAT cgdal la réduction du peroxyde
d’hydrogéne en eau (B) et en oxygene moléculaire (1/2)@Deisseroth et Dounce, 1970).
Les GPx catalysent la réduction des ERO, en utilita glutathion (GSH) comme substrat
pour réduire les composés oxydes. Les Se-GPx satdlyla réduction des peroxydes
organiques et inorganiques alors que les GPx s@#lémdépendantes réduisent uniquement
les peroxydes organiques (Almar et al., 1998). L#athion réductase est une enzyme
NADPH dépendante qui réduit le glutathion oxydé $&$ pour maintenir le niveau de

glutathion réduit constant.

H,O+ O,
CAT
O.- SOD R GS-R
2 ey H,0, GST
2 GSH NADP*
GP
5 GRd
GSSG NADPH
H,O

Figure 7. Schéma des défenses antioxydantes inaplida superoxyde dismutase (SOD), la catalase JOAT
glutathion peroxydase (GPXx), les glutathion S-tignases (GST) et la glutathion réductase (GRd)

Le systeme de défense des organismes est égalearatitué d’enzymes de détoxification.
Parmi celles-ci, la GST est une enzyme ubiquitamgiquée dans la phase Il du systéme de
biotransformation. Elle a pour but de conjuguegligtathion réduit (GSH) a des composés
électrophiles pour faciliter leur élimination (Keter et al., 1983). Elle neutralise un grand
nombre de xénobiotiques et de métabolites endogées conjugaison, par activité
peroxydase glutathion dépendante ou par réactimordérisation (Hayes et al., 2005). La
métallothionéine (MT) est une protéine non enzyqegj inductible, de faible poids
moléculaire et riche en cystéine. Elle permet lation et la détoxification des métaux mais
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aussi I'hnoméostasie des métaux essentiels telsequiac ou le cuivre (Gruber et al., 2000;
Kammenga et al., 2000). La MT est préconisée comiarmarqueur d’exposition métallique

des invertébrés terrestres (Dallinger, 1996) dest ters de terre (Morgan et al., 1989;
Stirzenbaum et al., 1998).

3.1.2. Effet des nanomatériaux sur le systeme antioxydant

Les effets des contaminants sur les protéines tiifiéation sont évalués par des analyses
biochimiques mesurant les activités des enzymésxgdiantes (Saint-Denis et al., 1999; Hao
et al.,, 2009; LaCourse et al., 2009; Xiong et 2011; Posgai et alin pres3 ou par des
analyses de biologie moléculaire évaluant le niviBaxpression des ARNm des genes codant
pour les protéines des systemes antioxydant et élexidation des organismes étudiés
(Usenko et al., 2008; Roh et al., 2010; Chen ek8all1). La méthode de biologie moléculaire
présente I'avantage d’étre prédictive mais elleessite le séquencage des genes étudiés. Les
2 techniques principalement utilisées sont la PGReenps réel et les puces a ADN. Elles
nécessitent I'extraction des ARN des tissus etfgamismes étudiés et leur rétrotranscription
en ADNc. La PCR en temps réel permet de quantdigriveau d’expression des ARNm des
génes étudiés dans différentes conditions. Lesspaig®DN sont généralement utilisées pour
les organismes dont un grand nombre de genes &gueiscés, ce qui permet une analyse en
batterie. Elles permettent d’évaluer les variatiaes I'expression des ARNm d’'un grand
nombre de genes en une expérience et de séledatitemayenes d'intérét. Les résultats
concernant ces derniers, sont ensuite confirméP @& semi-quantitative en temps réel (RT-

gPCR) pour obtenir des résultats plus fiables.

3.1.2.1. Organismes aquatiques

Les nanoparticules de carbone (C60 a 200 ppb)seduune augmentation de I'expression de
la GST et des HSP70 sur les embryons du poissae g2anio rerio) (Usenko et al., 2008).
Ces effets ont été évalués par la technique despué@N et validés par RT-gPCR.

La comparaison de la toxicité des NP d’Ag et degRO; sur les hépatocytes du poisson,
Japanese medakajontre que les NP d’Ag et de 'AgN@odifient 'expression des ARNm
des génes de détoxification (MT, HSP70, GST et G¥Blavec une réponse au stress plus
importante avec les NP d’Ag (Chae et al., 2009)e Btude sur le poisson zebre exposeé 24
heures & des NP d’Ag dépourvues d’ion" Agontre une augmentation de I'expression des

ARNmM de la MT, une diminution de I'expression deClaT et de la GPx et aucun effet sur la
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SOD (Choi et al., 2010). Une induction de I'expressdes ARNm de la MT a été observée
dans des embryons et des huitres adultes aprésud@sid’exposition & 0,16 pg/l de NP d’Ag
(Ringwood et al., 2010).

Comme les NP d’Ag, la toxicité des NP de cuivrales ions Cti (CuCh) est étudiée en
parallele pour déterminer la part des effets des @ des NP. Les variations d’expression des
ARNmM de la GST et SOD sont similaires et de ménakeeoavec les NP GO et le Cu(Gj,
alors que l'induction de la MT est plus importadns les larves de poissons exposées aux
NP de CuO que les ions Cii (CuCh) (Chen et al., 2011).

Quelques études ont évalué les effets des nanoyagide TiQ sur le systeme antioxydant
des organismes aquatiques (Tab. 1V). Les travaabses sur le model®. magnamontrent
que les systémes antioxydants des daphnies santsrstiite a I'exposition aux NP (Klaper et
al., 2009; Kim et al., 2010). En effet, une expositde 48 heures des daphniesmagna au
NP TiO, (anatase/rutile) entrainent une augmentation atgivité de la CAT, GPX et GST a
partir de 1 mg/l. Aprés 21 jours, une mortaliténdfigative est observée a 5 et 10 mg/l alors
gu’'aucun effet sur la reproduction n’a été obsdKién et al., 2010). Une expositian vitro

de 30 min des hémocytes, de la moMigtilus galloprovincialis,aux NP TiQ suffit pour
induire une augmentation de l'activité des lysozgree de la production d’ERO (Canesi et
al., 2010a). Une augmentation de la déstabilisatim@mbranaire des lysosomes, de
'accumulation des lipofuchsines et des lipidestremuet 'augmentation de I'activité de la
CAT et la GST sont observées dans la glande digesieé la mouleM. galloprovincialis
exposées 24h au NP TiQCanesi et al., 2010b). Ces organismes filtrearslkdent répondre
au stress des NP de TiPar lI'induction du systeme de détoxication et@ntdant. La Truite,
Onchorhyncus mykissontre une augmentation de la lipoperoxydationtadix de glutathion
et une diminution de I'activité NK*- ATPase dans les branchies aprés 14 jours d’emosi
aux NP de TiQ (0,1 a 5 mg/l) (Federici et al., 2007). Ces madifions physiologiques du
poisson semblent étre expliquées par le stressamkygeénéré par les NP TiCBien que des
effets toxiques soient observés, aucune bioaccuiomldu titane n'a été mise en évidence

dans les différents organes du poisson (branchuies,muscles et cerveau).
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Tableau IV. Effets des nanoparticules de Bi€ur le systéeme antioxydant des organismes agesatiqu

Organismes/

Nanoparticules (NP) | Exposition| Concentration | Temps Cellules Effets Références
Pas d'effesur la stabilité membranaire des lysosomes
Hémocvtes 30 et 60 min: augmentation de l'activité des lysoeg dans le milieu
NP TiG, in vitro 1.5 10 ua/ml 30mina4 (M ti|£ extracellulaire Canesi et al.
(P-25, 22 nm) 2 2O HY heures yuus 130 min : augmentation de la production ERO exttatzte a partir 5 (2010a)
galloprovincialig ug/ml
Activation rapide (5 min) de p38 MAPK => répons#iammatoire
Hémocytes:
diminution de la stabilité membranaire des lysosomeartir de 1 mg/l
augmentation des activités antioxydantes (CAT ardimpde 1 mg/l
. . . Glande digestive: :
- - [»
NP TIO, in vivo 0,05-0.2-1 et 24 heures Moule, I\/!ytll_us_ diminution de la stabilité membranaire des lysosomeartir de @ mg/l Canesi etal.
(P-25, 22 nm) mg/l galloprovincialis - oo ! ) ) . L (2010b)
accumulation lipofuchsine a partir de 1 mg/l etdgs neutres a partir de 5
mg/l
augmentation des activités antioxydantes a pagtit thg/l (CAT ) et a
partir de 02 mg/l (GST)
. . -~ . Diminution du taux d'alimentation des vers a Zygdipartir de 2 jours
NP Ti0, anatase/rutile| Sédiment 1-3g/kg 10 jours ver aremcolg, Dommages cellulaires et'ADN & partir de 2 et 3 g/kg & 10 jours Galloway et
(23.2 nm) naturel Arenicola marina ) al. (2010)
LOEC: 1 g/kg
Cellules . : . . . C
. . dermigues (GFSk_Effets génotoxiques a partir de 1 pg/ml et faiblwtoxicité dépendante de
NP TiO, in vitro 0,1 a 1000 2,24 heures S1) de poisson la concentration en NP T{O Reeves et al|
anatase (5 nm) pa/mi ' i (Caran)sius Traitement UV augmente les effets cytotoxiqueséeiogoxiques des NP (2008)
TiO, pg/ml
auratug
Cellules de
NP TiO, gonades (RTG-2) Absence UV: faible cytotoxicité (diminution de lté&grité membranaire de%/evers et Ihd
anatase/rutile (24 nm) in vitro 50 pg/ml 4, 24 heurgs  de poisson lysosomes) (2008) 9
(Onchorhyncus | Irradiation UV : dommages a I'ADN et cytotoxicité
mykis$
Pas de bioaccumulation des NP de;ldéns les tissus
NP TiG, 01-05 et 1 Truite, Diminution de l'activité N&K*- ATPase dans les branchies et intestins Federici et al
anatase/ rutile in vivo ' m ’/I 14 jours Onchorhyncus | Augmentation de la lipoperoxidation dans les brégtintestins et (2007) |
(P-25,21 nm) 9 mykiss cerveau

Modification des teneurs en GSH dans le foie ebtaschies
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3.1.2.2. Organismes terrestres : Approche toxicologique
L’injection de NP d’argent (25 nm) a 500 mg/kg 60Q mg/kg par voie intra péritonéale a
une souris entraine un stress oxydant qui augn@ntéminue I'expression des ARNm de la
SOD, GPx et GRd, selon la région du cerveau t€Rtaleman et al., 2009). La toxicité des NP
d’argent est généralement étudiée en comparaisanaelle des ions AJAgNOs). En effet,
les particules d’AgN®@ induisent une augmentation de I'expression des wRi¢ la MT,
GPx, SOD et CAT alors que les NP d’Ag (<10 nm) isdat uniquement une augmentation
de I'expression de la SOD et de la catalase deatbéges humain (HepG2) (Kim et al.,
2009b).
Les effets des NP TiOont été également étudiés sur I'expression des rARNs genes
antioxydants et de détoxification chez ’lhomme.Xgesitionin vitro de cellules pulmonaires
humaines aux NP T#J(P-25) pendant 4 heures induit une augmentatiolfegpression des
ARNmM des génes antioxydants (catalase et GST) &esures d’exposition (Park et al.,
2008). Le niveau d’expression des genes de la sgpamflammatoire (IL-1, IL-6, IL-8)
augmente également a 4 heures puis diminue pauindeg le niveau basal apres 24 heures.
Les effets des NP Tl anatase) sur des souris contaminées par voee gastrique pendant
60 jours, montre une diminution significative dexipression de la SOD, CAT, GPx, GST et
MT dans les cellules hépatiques de la souris (Cail.£2010). Les effets sont observés a 10 et
50 mg/kg et sont dose dépendant. La surproductiBR@ par les NP semble étre liée a la

diminution des systemes antioxydant et de détawicat

3.1.2.3. Organismes terrestres : Approche environnementale

Seules quelques études ont évalué la toxicité @esuX les invertébrés terrestres (ver de terre
et nématode) en mesurant le niveau d’expressiogéless de détoxication (Roh et al., 2009;
Unrine et al., 2010a; Unrine et al., 2010b) oudesvités enzymatiques (Jemec et al. 2008 ;
Drobne et al. 2009; Hu et al. 2010) (Tab. V).

La toxicité des NP d’Ag a été étudiée par la tegheide puces a ADN sur le nématoQGe,

elegans dont le génome est entierement séquencé (Rdh 20a9). Ces auteurs ont montré
des variations d’expression pour plusieurs genes lddVIT, GST, CAT et SOD. Les résultats
de RT-gPCR ont montré gu'une exposition de 24h Bk d’Ag a des concentrations
inférieures a 0,5 mg/l induit une augmentation’depression de la MT et de la SOD, mais

aucun effet sur I'expression de la CAT et la GST été mesuré (Roh et al., 2009).
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Les NP de cuivre induisent une augmentation deptession de la MT du vet. fetidg a
partir 20 mg/kg, alors que les particules de cu{@eSQ) induisent I'expression de la MT a
partir de 10 mg/kg (Unrine et al., 2010b).

La toxicité des NP d’'or a été comparée a celleides Au (HAuCk). Aucune variation
d’expression de la CAT, SOD, HSP70 et HSP60 n'abgervée chez le vé&r fetidaexposé
aux 2 particules, seul HAugla induit une augmentation de I'expression de la

métallothionéine a partir de 2,5 mg/kg (Unrinelgt2010a).

Les effets des nanoparticules de 7i®ur le systéme antioxydant ont été évalués
principalement sur les cloportes et les vers. ivitétde la CAT et de la GST du cloporte,
scaber nourri 3 jours par des feuilles contaminées aamoparticules de TiOest diminuée
seulement si la suspension de NP n'a pas étée smi@llemec et al., 2008). Ces travaux
montrent que la méthode de préparation des namnoyeg de TiQ modifie la réponse
enzymatique des organismes. Une exposition de @ jdes cloportes a 1000 pg/g de
nanoparticules de Tiavec ou sans sonication augmente I'activité deAd sans modifier
celle de la GST (Drobne et al. 2009). La catalasmbde sensible a la présence de
nanoparticules de TKOEnN effet, son activité est augmentée chez les Kefetidg exposés a
des sols contaminés a 1 g/kg de nanoparticules@g A cette méme concentration, aucune
modification de I'activité de la SOD n’a été obsmalors que des effets génotoxiques et la
bioaccumulation du titane ont été mesuré (Hu e@L0). Les NP de TiDet de Ce®
induisent une augmentation de I'expression du cg@3hez le nématode. elegansmais
elles ne modifient pas l'expression de la MT, GST OD (Roh et al., 2010).
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Tableau V. Effets des nanoparticules de Bi€lr le systéeme antioxydant des invertébrés teeest

Nanoparticules (NP) Milieu Concentration| Temps Organismes Effets Références
Milieu liquide . . .
0,05-0,1-0,5 Nématode, 0,1 mg/l: Augmentation de I'expression de la SOD Roh et al.
NP Ag (<100 nm) (()OdgizmMleC(:;lf) mg/l 24 heures Caenorhabditis elegan$0,5 mg/l: Augmentation de I'expression de la SOM&t (2009)
Sol artificiel R . Ver de terreEisenia | NP Cu: Augmentation de I'expression de la MT aipdet 20 mg/kg Unrine et al.
NP Cu (<100 nm) ISO 02 65 mg/kg 28 jours fetida CuSQ;: Augmentation de I'expression de la MT a partid@eng/kg (2010b)
Sol artificiel 5, 20, 50 mg . Ver de terreEisenia | NP Au : Pas de variations d'expression delTa Unrine et al.
NP Au (20, 55 nm) ISO Au/kg 28 jours fetida HAuCI,;: Augmentation de l'expression de la MT a partiedemg/kg (2010a)
S R Diminution de l'activité de la S a partir de 500 mg/l Li et al.
Milieu liquide | 50 & 1000 mg/ Ver de terreEisenia | Pas de modifications des activités de la CAT et GPx (2011a)
NP ZnO (30 nm) 96 heures : E — — , -
Milieu agar 50 & 1000 fetida Diminution de I'activité de ISOD a partir de 100 mg/kg Li et al.
9 mg/kg Pas de modifications des activités de la CAT et GPx (2011a)
NP TiO, anatase
(<25 nm) Nourriture 100 - 1000 3etld Cloporte,Porcellio 3 jours: Pas d'effet sur l'activité de la CAT etlGS Drobne et al.
NP TiO, anatase/rutile (feuille) KMg/g nourritureg  jours scaber 14 jours: Augmentation de l'activité de la CAT (2009)
(<75 nm)
NP TiO, anatase Nourriture 0,1 & 3000 3 jours Cloporte,Porcellio ﬁg/sgence de sonication: Diminution activite GST, CAD,5, 2000 et 3000 Jemec et al.
(15 nm) (feuille) Mg/g nourriture scaber Sonication: Pas de modification des activités (2008)
A partir de 1 g/kg : Bioaccumulation du titane déassvers et dommages
. . i - al'ADN
N(F;(-)r_'% rnural)e Sol ;‘asrt(gﬂuel 0’1_(/){(5_1'5 7 jours ver deftei:ézasema 1 g/kg: Augmentation de l'activité de la catalase I—égoeltoe;l.
9’kg 5 g/kg : Augmentation de la lipoperoxydation eégdtion des
mitochondries
Milieu liquide Plus petites NP (7 nm) semblent plus toxiques gs@lus grandes (20
NP TiO, anatase (0.032 Mq KCl 1 mal 24 heures Nématode, nm) Roh et al.
(7 et 20 nm) 0 (')51 M NaCf) 9 Caenorhabditis elegans$ TiO, (7 nm): Augmentation expression du géne cyp35a2dbolisation), (2010)

mais aucune variation d'expression de la SOD, GAET,
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3.2. Biomarqueur cellulaire

3.2.1. Viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire est un biomarqueur cellobagui permet de déterminer la cytotoxicité
des contaminants. Il existe une variété de testgatglité cellulaire dont les principaux sont
le test d’exclusion au bleu trypan, fixation augeweutre, LDH (Lactate DeHydrogenase) et
le test MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphgltetrazolium bromide). La majorité des
travaux concernant les effets des NP sur la viahikllulaire sont réalisés sur des cellules de
mammiféres. Dans ces études, la viabilité cellalast principalement évaluée en utilisant le
test MTT (Gurr et al., 2005; Jia et al., 2005; Weget al., 2007; Park et al., 2008; Magrez et
al., 2009), le test LDH (Kim et al., 2009a; Linagt, 2009) ou les 2 tests en parallele (Sayes et
al., 2006; Jin et al., 2008; Simon-Deckers et2008; Napierska et al., 2009; Barillet et al.,
2010).

3.2.1.1. LetestMTT

Le test MTT est un test indicateur de la prolifénatet du métabolisme mitochondriale (Tonn
et al., 1994). Le principe du test MTT est basé lauréduction du MTT par les cellules
métaboliguement actives en sel de formazan. L'étleda toxicité des nanotubes de carbone
(SWNT et MWNT10) par le test MTT montre une plustéocytotoxicité des SWNT que des
MWNT10 sur les macrophages aprés 6 heures d’expogidia et al., 2005). Cependant, il
s’avere que les NP de carbone ou de silice mésop@euvent provoquer des faux positif en
utilisant le test MTT (Worle-Knirsch et al., 200Bisichella et al., 2009). Les nanotubes de
carbone peuvent interférer avec le substrat MTT gumorption, diminuant la quantité de
MTT libre, ce qui conduit a une surestimation deytotoxicité des NP (Worle-Knirsch et al.,
2006). Des résultats similaires ont été observésc ales nanotubes de carbone g C
(Monteiro-Riviere et al., 2009). Les NP présentégalement des propriétés oxydatives qui
peuvent interagir dans les réactions d’oxydo-rédagiroduisant les sels de formazan colorés
(Stone et al., 2009). Les nouvelles propriétés Bs(aire et charge de surface, optique,
magnétique, catalytique) peuvent interférer avecndieux réactionnels des protocoles des
tests de cytotoxicité (Stone et al., 2009).

Il est recommandé d’associer plusieurs tests daetaxitité complémentaires pour améliorer

la fiabilité des résultats (Fotakis et Timbrell,08) car il est reconnu que les NP interferent
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avec les tests toxicologiques classiques (Krolalet 2009; Monteiro-Riviere et al., 2009;
Stone et al., 2009; Frohlich et al., 2010).

3.2.1.2. Letest LDH

Le test LDH est un test de viabilité cellulaire guialue 'intégrité de la membrane par la

mesure de I'activité de la lactate deshydrogén@stte enzyme est naturellement présente
dans le cytoplasme des cellules et sa libératiors da milieu de culture est indicatrice de

mort cellulaire suite a I'altération de la membraedulaire. La grande surface spécifique des
NP peut favoriser I'adsorption des protéines LDH aurface des NP, ce qui peut conduire a
une sous-estimation de la cytotoxicité des NP (Stenal., 2009). Par exemple, la LDH

purifiée présente une forte propension a se lier dB TiO, (anatase, 5 nm) et une forte

activité pour des faibles concentrations en narimpes (Duan et al., 2010). En revanche,
pour des concentrations plus fortes en NP, Ti@ctivité LDH est inhibée, ce qui montre que

les NP TiQ peuvent altérer les fonctions et la structureadelH.

Afin de minimiser les biais de I'utilisation desste de cytotoxicité avec les NP, I'étude d’au
moins 2 biomarqueurs de la viabilité cellulaire réstlisée dont les 2 principaux sont I'activité
mitochondriale (test MTT) et I'activité LDH (tesOH).

3.2.1.3. Organismes terrestres : Approche toxicologique

L’activité mitochondriale et la quantité de LDH dite sont souvent étudiées pour évaluer la
viabilité des cellules exposées aux nanoparticdéed i, (Tab. VI). Le test MTT a montré
que les NP Ti@ diminuent la viabilité des cellules pulmonairesraines (BEAS-2B) de
maniere dose et temps dépendant (Park et al., 20@8)auteurs suggerent que les NP, TiO
exercent leur cytotoxicité par le mécanisme d’apsgt Les NP Ti@ (anatase) diminuent
I'activité MTT et augmentent la quantité de LDHdi#@ dans les cellules dermiques (HDF) et
des pneumocytes (A549) humains aprés 48 heurespabiéion a des concentrations
supérieures a 1500 pg/ml (Sayes et al., 2006). difess cytotoxiques mesurés par le test
LDH ont été observés sur les pneumocytes humairsi9gA exposés a 100 pg/ml de
nanotubes de carbone pendant 48 heures (Simon-Bestkal., 2008). Ces auteurs ont montré
une diminution drastique de la viabilité cellula{Ls= 0,5 pg/ml) avec le test MTT. Il est
possible que le MTT interagisse avec les nanotuleescarbone car de faibles effets
cytotoxiques ont été observés avec le test XTT-BR-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-
2Htetrazolium-5-carboxyanilidetonnu pour ne pas avoir d’interaction avec les HR.

revanche, dans le cas d'une exposition aux NP @g 1@ test MTT indique une mortalité
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cellulaire Iégérement supérieure a celle mesurédepiest LDH et XTT (Simon-Deckers et
al., 2008). Ces résultats sont confirmés sur disles rénales de rat (NRK-52E) par Barillet
et al. (2010). Les fibroblastes de souris expogiefeures aux NP Tiglont montré une
diminution de I'activité mitochondriale et une augmation de la quantité de LDH libéré a
partir de 60 et 600 pg/ml respectivement (Jin e28I08). Les études réalisées avec les 2 tests
de cytotoxicité montrent globalement des résulpatehes avec une plus forte sensibilité du
test MTT par rapport au test LDH.

Une NP de Ti@ enrobée d’aluminium et d’'une couche amorphe deesirésente des effets
cytotoxiques alors qu’aucun effet n’a été obseme@cales NP non enrobées (Warheit et al.,
2005). Les mémes résultats ont été observés parePad. (2009). Les résultats sont
controversés car I'enrobage des NP réduirait laciépdu TiQ a produire des ERO (Carlotti
et al., 2009). Les études de nanotoxicité montcgr les NP de TiQpénétrent dans les
cellules par endocytose sous forme de particuleedi ou de petits agrégats. Elles sont
généralement accumulées dans des lysosomes quigsrt a la détoxication, ou traversent
les cellules intestinales par transcytose sangattié de la cellule (Koeneman et al., 2010).
Les NP de Ti@ peuvent modifier I'activité métabolique des cedhulet entrainer des effets
cytotoxiques mesuré par le test MTT en libérantiER® (Jin et al., 2010). Ces observations
sont généralement vérifiees par la mesure de gjiittemembranaire par le test LDH (Simon-
Deckers et al., 2008; Barillet et al., 2010).
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Tableau VI. Cytotoxicité des nanomatériaux de Fi€ur des cellules humaines et de mammiféres

Nanoparticules (NP) Concentration Temps Cellules Effets Références
Cellules épithéliales Diminution de Ia.viabilité ce!lulaire dose ?t terr.th'apendant S
NP TiO, (P-25; 21 nm) 5-10-20-4013-24 -48 -72 bronchiques humaines 24H: Augmentation production de ERO a partir deugfml, et diminution du Park et al.
' pg/ml - 96 heures BEAS-2B niveau de glutathion réduit dose dépendante eadivité caspase 3 (2008)
3 H: Induction des genes du stress oxydatif ampaetb pg/mi
Anatase: Faible diminution de la viabilité celluéaaux plus fortes concentratior
NP TiO, anatase (10.1 nm) 0.3 ug/mi - 30 Cellules humaines HDF | Rutile: pas d'effets Saves et al
NP TiO, rutile (52 nm) ' rﬁg/ml 48 heures (fibroblastes) et A549 | Les UV accentuent la diminution de la viabilitélaklire (anatase et rutile) ()2,006) )
NP TiO, anatase/ rutile (3,2 nm 9 (pneumocytes) ClLsg(anatase) = 3,6 pg/mi
CL 5q (rutile) = 550 pg/ml
NP TiO, anatase (142 nm) Faible cytotoxicité qui augmente avec la conceiuinatén NP
NP TiO, rutile (68x9, LxD) 0.25-100 ua/mil 1 2 72 heure Pneumocytes humains | Cinétique: Cytotoxicité augmente avecémps Simon-Deckers
NP TiO, (P25; 24 nm) ! H9 A549 Présence des NP dans le cytoplasme et dans dedesoessemblant a des et al. (2008)
NP TiO, (CEA; 12 nm) lysosomes
A partir de 2 jours a 2 pg/ml: diminution proliféian/activité métabolique des
Nanofilaments de Ti® 0,02-2 pg/ml 1-4 jours Cellules de tumeurs de | cellules Magrez et al.
(Na,TiO245) ' poumons humaines H596 2 jours a partir de 0,02-2 pg/ml: Effet dose régosis la prolifération cellulaire ¢t (2009)
mort cellulaire
Rutile => 2 jours: Diminution de la migration desllales dés 4 mg/ml
NP TiO, anatase (10,nm) . . 6 jours: Altération de la morphologie des celludesliminution du nombre de
NP TiO, rutile (15 r;m) 0.4 et0.8 ma/ 2,3,6etll| Fibroblastes dermiques | cellules a 0,4 et 0,8 mg/ml Pan et al.
, .8 mg/m - . A CL YU . .
NP TiO, rutile enrobée (200 nm jours humains Anata§?—> 3 ].OUI'S..DImInl:ItIOI’I du nombre Qg cglluﬁepgrnr 0.3 mg/ml Rutile (2009)
enrobé=> 11 jours : pas d'effets sur la prolifératellulaire
Production HO,: anatase>rutile> rutile enrobé= témoin
Anatase: Altération de la membrane mitochondrial@agmentation de la
NP TIO; anatase (<25 nm) 4 heures a| Cellules humaines HaCa‘I’prOdUCtion dERO
NP TiQ; rutile (<5 pm) 200 pg/mi 37°C (keratinocyte) Rutile: Présent dans cytoplasmwe pas de production ERO Jin et al. (2010

NP TiO, anatase/rutile (<100 nmn

)

Mélange: Altération de la membrane mitochondris#teaugmentation de la

production d’'ERO et des lysosomes
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Nanoparticules (NP) Concentration Temps Cellules Effets Références
Augmentation du nombre de cellules apoptotiquesfaibiies et fortes
concentrations aprés 24 et 48h
NP TiO, anatase/rutile i 24 et 48 . 4-Piminution de la perméabilité membranaire (nécr@s2)et 4 ug/ml aprés 24 Vamanu et al.
(<100 nm) 0,005 - 4 mg/ml heures Monoblastes humains U93 ﬁeures et a partir de 0.005 mg/ml aprées 48 helegpakition (2008)
Modifications structurales des cellules: condewnsatie la chromatine,
fragmentation noyau, boursouflement de la membrane
NP TiO, anatase/ rutile i Cellules intestinales 10-100 pg/ml: Pas d'altération de l'intégrité épitélides cellules Koeneman et
(40 nm) 1-1000 pg/mi 24 heures humaines CaCo-2 => Transcytose des NP al. (2010)
24 h sans irradiation UVA : Pas d'effets cytotoxg@ntre 200 et 1000 pg/ml
_ 200- 1000 30 min-24 | Cellules de carcinome du Irr_adlatlon UVA + 1000 pg/ml: Diminution de la vigité cellulaire & partir de 10 Zhang et Sun
NP Ti0, (21,2 nm) pg/mi heures colon humaines Ls-174-t T (2004)
=> En présence UVA, viabilité cellulaire diminueasnal la concentration en TjO
augmente et quand le temps augmente
NP TiO, anatase (142 nm) . L N .
NP TiGO, rutile (68x9, LxD) N Cellules rénales de rats 48Hj Cytotoxwltg des NP a part|r.de 19 ug/mi . . Barillet et al.
G ) 0,25-100 pg/mlf 1 a 72 heure 24H: Augmentation de la production d'ERO cellulgingartir 50 pg/ml et
NP TIO; (P-25; 24 nm) NRK-52E énotoxicité des NP a partir de 10 pg/ml (2010)
NP TiO, (CEA; 12 nm) 9 P HY
. i . . Quand la concentration en Ti@ugmente => augmentation de la production | ..
NP TiO; (94 nm) 3-600 pg/ml 48 heure Fibroblastes deis©929 d’ERO, diminution de la viabilité cellulaire, duugthion et de ISOD Jin et al. (2008
Particules ultra-fines de TiO 125,45-15 683 4248 Macrophages alvéolaires déas d'effets cytotoxiques Renwick et al.
(29 nm) pag/ml heures souris J774.2 Diminution de la phagocytose a 125.45 pg/ml (2001)
i 0,0052 - 520 Macrophage de souris | .. . . o . . Kim et al.
NP TiQ (30 nm) uglen? 24 heures RAW264.7 Diminution de la viabilité cellulaire dose dépentdan (2009a)
) Diminution de I'activité métabolique mitochondrialgartir de 5 g/ml
NP TiO, anatase (<100 nm) . . i P, P . .
NP TiO, rutile (51 nm) 5-150 pg/ml 24 heures Keratinocytes de souris | Anatase: Diminution deihtégrité membranaire a partir de 5 pg/ml Braydich-Stolle|

NP TiO, anatase/rutile (<50 nm

HEL-30

Rutile: forte productiomle ERO a partir de 10 pg/ml
=> Anatase : nécrose / Rutile: Apoptose

et al. (2008)
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3.2.2. Apoptose

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est @eanisme d’autodestruction présent chez
les organismes multicellulaires. Il s’agit d'un pessus physiologique qui contréle la
prolifération cellulaire. La morphologie des cedisilapoptotiques est caractérisée par une
condensation du cytoplasme et de la chromatinelitage de I'ADN en fragments de 185
paires de bases, la perte de la perméabilité meraioea des mitochondries et le
bourgeonnement de la membrane qui forment des epgstotiques. Ces corps apoptotiques
contiennent une partie du cytoplasme de la ce#itilgeront éliminés par phagocytose par les
cellules immunitaires. La reconnaissance de lauleelhpoptotique par les phagocytes est
facilitée grace au changement de localisation dagaules de phosphatidylsérine qui passent
d’'une orientation cytoplasmique a une orientatiatrazellulaire. Au cours de I'apoptose,
l'intégrité de la membrane est conservée contrargma la nécrose ou la membrane
plasmique est lysée.

Le test TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transfexasediated in situ and labeling) est une
des techniques cytochimiques les plus répandues @ealuer I'apoptose. Il consiste a
détecter les sites simples et double brins de I'A&N\marquant les extrémités 3'-OH libres a
l'aide de nucléotides modifiés (biotine-UTP, flisxéine-dUTP) (Moore et al., 1995; Tinto et
al., 2002) a l'aide de I'enzyme terminal desoxyéatitlyl transférase (TdT). Cependant cette
technigue TUNEL détecte les cellules apoptotiquesiéerotiques (Frankfurt et Krishan,
2001). Il n'est pas considéré comme un marquelidiat universel de I'apoptose. En
revanche, le test Apostain est basé sur la setsildilla dénaturation par la chaleur des
cellules apoptotiques. Cette technique permet deéect uniqguement les cellules
apoptotiques, et peut étre réalisée en complémenésd TUNEL pour valider ses résultats.
Le test Annexine V repose sur le principe que l&ine est une protéine connue pour se lier
aux phosphatidylsérine ce qui permet d’évaluerdfgpse. Un autre parametre de I'apoptose
est la fragmentation de 'ADN qui est mis évidempze la migration de I'ADN sur gel et
I'apparition d’« échelles d’ADN » correspondant dcegments d’ADN.

L’ensemble de ces techniques permettent d’évalapoptose qui est considérée comme un

mécanisme majeur de cytotoxicité des nanomatée(iaar et al., 2007).

30



Synthése bibliographique

3.2.2.1. Organismes aquatiques

Le test TUNEL a révélé un nombre important de ¢edfluapoptotiques dans la région
antérieure et caudale des embryons de poisson ZPlarg@o rerio) exposés 12 h a des
concentrations en fullerénedf®t Gg) de I'ordre de 100 et 200 pg/l (Usenko et al., 7200

Les nanoparticules d’Ag induisent une augmentation nombre de cellules hépatiques
apoptotiques chez le poisson zelanio rerio, exposés 24 heures a 120 mg Ag/l (Choi et
al., 2010). Ces effets apoptotiques ont eté mepaeke test TUNEL et ils ont été confirmés
par I'augmentation de I'expression des ARNm desgémo-apoptotiques p53, Bax1, Noxa et
p21. Il est possible que les ions*Agsus de la dissolution des nanoparticules d’drgeient

responsables de la toxicité observée.

3.2.2.2. Organismes terrestres : Approche toxicologique

Les effets des nanoparticules métalliques sur pagee ont été majoritairement étudiés sur
les cellules humaines ou mammiféres.

La toxicité des nanoparticules d’'argent sur l'apspt a été mesurée en utilisant le test
Annexin V. Une faible augmentation du nombre dduted apoptotiqgues (5-9%) a été
mesuérée sur une population de fibroblastes expé8ékeures entre 25-100 pg/ml de
nanoparticules d’argent (AshaRani et al., 2009)r&anche, ces auteurs n’ont pas observés
d’ « échelle d’ADN » au cours de l'étude de la fregntation de I'ADN ce qui est
caractéristique de la fin de I'apoptose.

Les nanoparticules de Ti@nt des effets cytotoxiques via le processus gitgse (Park et al.
2008). Ces auteurs supposent que l'augmentationladeroduction d’ERO déclenche
I'activation des caspase 3 et la condensation dbramatine, caractéristiques de I'apoptose.
Les nanoparticules de Ti@nduisent des modifications de structure des toéptes de souris
intoxiquées par voie alimentaire, comme la condemsale la chromatine a 10 mg/kg et la
formation de corps apoptotiques a 50 mg/kg (Cuil.e2010). Ces effets semblent étre liés a
une accumulation d’ERO, a une diminution de lI'esgien des genes du stress oxydant
(SOD, CAT, GST, GPx, MT, P53) et a une augmentatlenl’expression du cytochrome
P450 1A. L'exposition des fibroblastes d’Hamsteriewy embryonnaires a des particules
ultra-fines de Ti@ (5 pg/cnf) pendant 24 et 48 h entraine la condensation d@rtamatine
(Rahman et al., 2002). Pour une concentration é&ugent supérieure (10 pg/fmnces auteurs
montrent la fragmentation de I'ADN, ce qui traduibh état avancé de l'apoptose. Une
augmentation significative de I'’ADN fragmenté a é@éntrée dans des cellules humaines

U937 exposées aux nanoparticules de,Ti@QO1 a 4 mg/ml) (Vamanu et al., 2008). Ces
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auteurs confirment les effets apoptotiques de ee®particules par MET en observent des
modifications structurales des cellules caracifuss de [I'apoptose (condensation
chromatine, fragmentation du noyau, boursouflendesntia membrane). Selon la structure
cristalline des nanoparticules de Fj@urs mécanismes de cytotoxicité seraient I'apegpou

la nécrose. D’aprés Braydich-Stolle et al. (2008,nanoparticules de Ti@natase semblent
avoir des effets cytotoxiques de type nécrose les alterent I'intégrité de la membrane des
cellules alors que les nanoparticules de,Ti@ile déclenche I'apoptose par leur production
d’ERO.

3.2.2.3. Organismes terrestres : Approche environnementale

Les nanoparticules d’argent induisent une augmentate nombre de cellules apoptotiques
(31.9 cellules/mr) dans les verd.umbricus terrestrisexposés & 100 mg/l dans un milieu
liquide (eau) pendant 24 heures (Lapied et al.,0R0Ces auteurs montrent des effets
beaucoup plus faibles mais significatifs dans d&s exposés a de la nourriture contaminée
(6.67 cellules/mii) ou & des sols dopés (9.07 cellulesfinaux NP d’Ag & une concentration
de 100 mg/kg.

Les effets des sous produits d’altération de, Tt été évalués sur I'activité apoptotique du
ver L. terrestris L’exposition de ces vers en milieu liquide auxASR00 mg/l) pendant 7

jours entraine une augmentation significative dumbie de cellules apoptotique dans les
cellules intestinales et de la cuticule (Lapiedakt 2011). En revanche, aucun effet sur
I'apoptose de vers n'a été observé avec de la mangicontaminée aux SPA Ti@10 et 100

mg/kg) pendant 8 semaines, ou dans des sols caréarpendant 4 semaines (15 mg/kg)
(Lapied et al., 2011). La toxicité des SPA dépendcddu milieu d’exposition et de ses

propriétés physico-chimiques.
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3.3. Biomarqueurs du systeme immunitaire

3.3.1. Cellules du systeme immunitaire du ver de terre

La cavité ccelomique des vers de terre est rempligtudie contenant des cellules du systéme
immunitaire appelées ccelomocytes. Les ccelomocyeiscomposés de 2 types cellulaires
différents : les amaebocytes (hyalines et granugletdes éléocytes (Fig.8). Les amoebocytes
dérivent du mésothélium ccelomique (Hamed et alQ2PGalors que les éléocytes (ou
chloragocytes) correspondent aux cellules circekchloragogénes issues du tractus digestif
et des principaux vaisseaux sanguins qui en saduwverts (Affar et al.,, 1998). Les
amaebocytes reconnaissent et éliminent les corpagars par phagocytose et encapsulation
(Dales et Kalag, 1992; Cossarizza et al., 1996 cFu@t al., 1996). Les éléocytes ont des
fonctions nutritives et contiennent de nombreuxglas sphériques, les chloragosomes. lls
ont la capacité de stocker du matériel endogénemmrie glycogene, les lipides et des
pigments (Roots et Johnston, 1966) comme la ribioita (autofluorescence des cellules)
(Koziol et al., 2006). Les éléocytes intervienndahs I'encapsulation, la formation de corps
bruns (Valembois et al., 1992) et leurs sécrétmmtsdes propriétés antibactériennes (Ville et
al., 1995; Milochau et al., 1997).

Figure 8. Photographie des 2 types cellulairesodimmocytes, amoebocytes et éléocytes, du ver ddetefetida
au microscope optique (x400)

Les mécanismes de défense du systeme immunitareats de terre contre les pathogénes
sont la réponse humorale avec la sécrétion dedysegglutinines, opsonines et fétidines, et
la réponse cellulaire réalisée par les cellulesydes phagocytes. L'immunodéficience d’'un
organisme peut le rendre plus sensible a des cardats environnementaux (Fournier et al.,
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2000), d’'ou la nécessité d’évaluer différents bimmaurs du systeme immunitaire pour
évaluer les potentiels effets des contaminants.

Au cours de nos travaux, nous avons choisi d’@rdhiviabilité cellulaire, la phagocytose et
les variations d’expression des ARNm de 2 génddlifié et CCF) du systeme immunitaire

du ver de terre.

3.3.2. Phagocytose

La phagocytose est un mécanisme d’endocytose tprnalisent les corps étrangers de 0,1 a
10 um. Elle est réalisée par les macrophages @semammiféres ou par les coelomocytes
chez les vers de terre. Les particules étrangerdsraconnues par des récepteurs a la surface
de la membrane du phagocyte, puis sont internalipée des pseudopodes formant une
vacuole intracellulaire (phagosome). Celui-ci fusie ensuite avec un lysosome pour former
un phagolysosome qui contient des enzymes lytigoes détruire la particule étrangére et

I’éliminer par exocytose ou sous forme de corpsles.

3.3.2.1. Organismes terrestres : Approche toxicologique

La majorité des études qui évaluent les effetdNfesur la phagocytose sont réalisées sur des
cellules de mammiféres. En effet, les particulesdiet ultra-fines de dioxyde de titane et de
noir de carbone induisent indirectement une dinnmutle la phagocytose des macrophages
avec un effet plus important pour les particulesatfines (Renwick et al., 2001). Les
nanotubes de carbone simple feuillet (SWNT) dimiaigst de maniére plus importante la
phagocytose des macrophages que d’autres nanopestide carbone comme les nanotubes
de carbone a double feuillets (DWNT) et les fulte® (Jia et al., 2005). Une étude montre
qgue les NP d’argent (50 nm, 80 nm et 120 nm) diermlia phagocytose des macrophages a
25 pg/ml apres 24 heures d’exposition alors queNies’oxyde d’argent (30 nm, 40 nm) ne
modifient pas la phagocytose des macrophages @ansiémes conditions (Wagner et al.,
2007). Ces observations montrent que des nanoplagicomposées de carbone ou d'un
méme élément métalligue peuvent avoir des effdférdints sur la phagocytose du fait des
différentes propriétés de surface qu’elles posgeden

3.3.2.2. Organismes terrestres : Approche environnementale

La phagocytose est un mécanisme de défense cedlulaila réponse immunitaire qui a été
beaucoup étudiée chez les vers de terre. En kffeghagocytose des coelomocytes des vers de

terre est considéré comme un des biomarqueurs sténsg immunitaire le plus fiable,
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sensible et rentable (Eyambe et al., 1991; Goveralet2005). Les coelomocytes qui
reconnaissent et éliminent les éléments étrangarglpagocytose sont principalement les
amaebocytes hyalines (Bilej et al., 1990; Cossariezal., 1996). La phagocytose des
ccelomocytes a déja été étudiée en utilisant detériex; des cellules de levures, des
érythrocytes, ou des billes fluorescentes (Bilepket 1990; Eyambe et al., 1991; Dales et
Kalag, 1992; Burch et al., 1999).

La phagocytose des cellules immunitaires du vertedee est principalement étudiée au
cytometre de flux en utilisant des billes fluoreses (Fugére et al., 1996; Brousseau et al.,
1997; Brousseau et al., 1999; Sauveé et al., 20@dawi et al., 2004; Sauvé et Fournier,
2005). Il existe différentes expressions de la phgipse comme l'indice de phagocytose
(Fugére et al., 1996; Brousseau et al., 1997; Beas et al., 1999), le pourcentage de
réponse normale (Hendawi et al., 2004), le pousggntle cellules ayant phagocytés au moins
1 billes ou au moins 3 billes (Brousseau et al991$auvé et al., 2002; Sauvé et Fournier,
2005) ou le nombre de billes phagocytées par lbdes (Massicotte et al., 2004).

Les effets des NP sur la phagocytose des versroe dé€ les invertébrés sont encore peu
connus. Une étude a montré que les quantums dotielideure de cadmium (CdTe)
diminuaient la phagocytose des hémocytes de maulesrtir de 1.6 mg/l apres 24 heures
d’exposition (Gagné et al., 2008). La majorité ddgades sur les invertébrés terrestres
concerne les effetis vitro des métaux sur I'activité phagocytaire des ccelgmescde ver de
terre (Fugere et al., 1996; Brousseau et al., 18BUvé et al., 2002). Une diminution
significative de la phagocytose des coelomocytds terrestrisa été observée & partir de’10
M de methylmercure ou de chlorure de cadmium oiwclderure de zinc apres 18 heures
d’expositionin vitro (Fugere et al., 1996). L'exposition des ccelomaydd. fetida au
chlorure de methylmercure pendant 18 h entrainaatdiminution d’environ 50% a T/
(Hendawi et al., 2004). Ces résultats sont confirper Sauvé et al. (2002) qui montre que le
mercure apparait comme le métal le plus toxiquec awee Clgy (inhibition phagocytose)
comprise entre I0et 10°M. Le chlorure de cadmium et le chlorure de cuidiminuent la
phagocytose des coelomocytes aux concentrationectesgs de 18 et 10* M sur les
différentes especeRisenia fetida Lumbricus terrestris Aporrectodea turgidaet Tubifex
tubifex(Sauvé et al., 2002). La phagocytose des ceeloe®dgds vers juvéniles et adulies
andrei diminue & partir de I0M de methylmercure aprés 18 heures d’expositipritro
(Sauvé et Fournier, 2005). Ces auteurs montrentdgne des conditions vivo, I'activité
phagocytaire des ccelomocytes des vers juvéniledimituée a partir de 0.5 pg/éralors

que celle des vers adultes est augmentée a 1 gicfi(effet hormétique) aprés 5 jours
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d’exposition. Les vers juvéniles semblent donc @assibles que les vers adultes dans des
conditions d’expositiofn vivo (Sauvé et Fournier, 2005).

La diminution de I'activité phagocytaire des ccelayies est considérée comme un indicateur
des effets toxiques des contaminants environnemer(Bilej et al., 1990; Dales et Kalag,
1992). Quelques études ont montré que les PCB daniractivité phagocytaire des
ccelomocytes d&. fetidaet L. terrestris (Fitzpatric et al., 1992; Goven et al., 1994). Une
étude sur les poussiéres de ciments montre qu'eltes pas d’effet sur la phagocytose des
ccelomocytes des velks terrestrisaprées 7 jours d’exposition a des sols artificcataminés

par ces poussieres (Massicotte et al., 2004).

3.3.3. Expression des ARNm des genes du systeme immundes vers de terre:
Fétidines et CCF

Le fluide coelomique des vers de terre n'est pagtiase et les vers doivent continuellement
résister a la croissance bactérienne pour maintenirbon état de santé (Dales et Kalac,
1992). Les ccelomocytes, cellules immunitaires @es, \participent au maintien de la santé de
I'organisme par leur activité cytotoxique et largtion de substances antimicrobiennes (Bilej
et al., 2000). La production de fétidines et CCFlpa ccelomocytes participent a la réponse

immunitaire humorale.

Les fétidines sont deux glycoprotéines de 40 kD4bdtDa secrétées par les éléocytes (Roch
et al., 1981). Les séquences des acides aminé3 piedeines different par la présence d’un
élément carbohydrate de poids moléculaire difféfeassegues et al., 1997; Valembois et al.,
1997). Chaque organisme posséde la protéine débd5kkon polymorphique) et au moins
deux isoformes de la protéine a 40 kDa. Ces preséimt des propriétés hémolytiques (Roch,
1979), d’agglutination (Valembois et al., 1984), ceagulation (Valembois et al., 1988),
d’opsonisation (Sinkora et al., 1993) et présentégalement une activité peroxydase
(Lassegues et al., 1997). Les fétidines ont ungitcantibactérienne sur les bactéries Gram
négative et Gram-positive. L’injection de bactérigathogénes dans le ccelome du ver
augmente la synthese des fétidines et leur actantédactérienne (Lassegues et al., 1989).

Les bactéries non pathogéenes n’ont pas d’effefesuietidines.

Le facteur cytolytique ccoelomique (CCF) est unegingt de 42 kDa localisée dans les cellules
chloragogénes adjacentes au tube digestif et Iksagocytes libres (éléocytes) du fluide
ceelomique Eisenia fetida(Bilej et al., 1995). Le CCF est une protéine deonnaissance

des motifs antigéniques associés aux pathogenesléappathogen-associated molecular
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pattern (PAMPSs) tel que : les lipopolysaccharidd®S) et les glucanes de bactéries (Beschin
et al., 1998). La reconnaissance des composanta paroi cellulaire des bactéries par le

CCF, déclenche la cascade prophenoloxydase quireshportant mécanisme de défense

immunitaire chez les invertébrés. La fixation duFC€ur les parois microbiennes active la

protéase qui clive la prophenoloxydase inactivgleanoloxydase active. La phenoloxydase
catalyse alors I'hydroxylation et I'oxydation de nophénols et de diphénols en quinone pour
permettre la polymérisation de la mélanine (Fig®)s réactions permettent la production de
mélanine connues pour ses propriétés antibact@segincytotoxiques (Soderhéall et Cerenius,
1998).

Interaction with
Gram-negative

bacteria and Interaction with Gram-positive bacteria,
yeast trypanosomes and mammalian cells
CCF [ W-rich C-terminal part

T T~

inactive protaase ~ E

prophenoloxidase

active proteaaa \ phenulumdase

monophenols, diphenols [ - —— melanin

Figure 9. Réle du CCF en tant que protéine de maissance dans la réponse immunitaire du ver oe (fBilej
et al., 2010)

Le CCF dE. fetidaprésente une grande spécificité contre les patlesggrace aux 2 sites de
reconnaissance type lectine gu'il possede : le @elncalisé au centre qui interagit avec les
LPS (bactérie gram -) et Bd-glucanes (levures) et le second a I'extrémitéeninale
riche en tryptophane, qui interagit avec N,N’-digt#hitobiose (levures), muramyl dipeptide
et acide muramique (bactérie gram +) (Bilej et aD01). Bien que le site central de
reconnaissance des LPS etpi[3glucanes soit bien conservé entre les espeeede B.
fetida est capable de reconnaitre le N,N’-diacetylchitebisur le site C terminal comparé a
d’autres especes de vers de terre comiperrectodea caliginosa, Aporrectodea icterica,
Aporrectodea longa, Aporrectodea rosea, Dendrobaeeaeta, Lumbricus rubellus et
Lumbricus terrestrigSilerova et al., 2006). Les auteurs expliguengrande spécificité de
reconnaissance H: fetidapar le fait que cette espéeeié dans des milieux riches en matieres
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organiques contenant beaucoup plus de micro-onmga&siscomparés aux autres especes

vivants dans des couches de sols inférieurs.

Une stimulation microbienne (bactérie gram +/-esukres)n vivo induit une augmentation du
niveau d’expression des ARNm du CCF, mais n'a peled sur le niveau d’expression des
ARNmM des fétidines des ccelomocytek.dfetida dans les 24 heures suivant I'injection
(Kohlerova et al., 2004). En effet, I'ajout B’ coli dans un sol artificiel induit une
augmentation de I'expression des ARNm du CCF, detilité de la SOD et de la
lipoperoxydation aprés une exposition de 14 jowrsvefE. fetida(Liu et al., 2009). Le CCF
joue un role clé dans la protection des vers de t@ntre les microorganismes.

Le CCF dE. fetidaprésente beaucoup de similarités avec le facteunédeose tumorale
(TNF), car il a des propriétés d’opsonisation (Bdeal., 1995), il se lie au 3a-glucanes
via des interactions de type lectines (Beschinletl898) et a des effets lytiques sur les
trypanosomesJrypanosoma cruzf{Olivares Fontt et al., 2002). En revanche, CCHNF
n'ont aucune homologie dans les séquences dedenes.

Une modification de I'expression de ces protéirigSF et fétidines, par des polluants peut
ainsi conduire a une altération de I'état de sat@é organismes. A notre connaissance,

aucune étude n’a encore évalué I'effet d’un contami sur ces 2 protéines.

3.4. Traits d’histoire de vie (THV)

3.4.1. Organismes aquatiques

La majorité des études sur les traits d’histoirevidedes organismes aquatiques sont réalisées
sur les nanoparticules de TiOLes 2 organismes principalement étudiés sont:algees
(Hund-Rink et Simon, 2006; Warheit et al., 2007kige et al., 2008; Velzeboer et al., 2008;
Aruoja et al., 2009; Hartmann et al., 2010) etdaphnies (Warheit et al., 2007a; Heinlaan et
al., 2008; Klaper et al., 2009; Wiench et al., 208Bu et al., 2009; Kim et al., 2010) (Tab.
VII). L'inhibition de la croissance est le princiggarameétre mesuré chez les algues aprés 72
heures d’exposition. Les valeurs desggont assez différentes et s'étendent de 5,8 aridil
(Aruoja et al., 2009; Hartmann et al., 2010). Lasence d’agrégats de NP autour des cellules
algales deP. subcapitataempécherait I'acces de la lumiére pour la photitb®ge ce qui
diminuerait la croissance des algues (Aruoja e28I09). Les NP de TiOsont connues pour
leurs propriétés photocalytiques, mais elles naiser pas les seules responsables de leur
toxicité chez P. subcapitatdes travaux de Hund-Rinke et Simon (2006) n’cag montré de
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différences de toxicité entre des NP Ti@5 nm) pré-exposées a la lumiere (250 W, 30 min)
ou non. Ces auteurs montrent également que lesi®PdE petite taille (25 nm) ont un effet
plus important sur la mobilité des daphnieaphnia magnaque les NP de plus grande taille
(100 nm). Il a été également montré que des NR Tilttées a 0,22 um (30 nm) ont une
toxicité plus forte que des NP TiQraitées par sonication (agrégats 100-500 nm)Dsur
magna (Lovern et Klaper, 2006). En effet, les concemtreg |étales des NP filtrées et
soniquées sont respectivement de 5.5 mg/l et sypéria 500 mg/l. Des résultats similaires
ont été observés avdaaphnia pulexqui présente une mortalité supérieure a 40% et une
augmentation significative de I'activité de la G&gres 24 heures d’exposition a 500 mg/l de
TiO, NP (Klaper et al., 2009). L’enrobage des NP JJ#®mble également réduire la toxicité
des NP puisque la G&(48 h) est supérieure a 100 mg/l (Wiench et 8092 alors gu’elle est
de l'ordre de 35 mg/l pour une NP de Fi@on enrobée (Zhu et al., 2009). La méthode de
dispersion, I'enrobage, la taille et les propriétatalytiques semblent jouer un réle important
dans la toxicité des NP. Une forte reprotoxicité 8> de TiQ (anatase) a été observée sur
les descendants @& magnaaprés 21 jours (Zhu et al., 2010a). Ces auteurdrardrgue les
NP TiO; sont fortement bioaccumulées par les daphnieg’elies entrainent une diminution
du taux d’ingestion et de filtration, responsabke ld toxicité observée. La mobilite, le
comportement alimentaire et le rythme cardiaque agshnies,D. magna peuvent étre
modifiés apres seulement 1 heure d’exposition aNfegle carbone (260 pg/l), mais aucun
effet n’a été observé avec des NP de;la@ne concentration de 2 mg/l (Lovern et al., 32007
Une étude sur les cladoceré&s, dubig exposés au NP Ty(anatase/rutile) montre qu’ils
allouent préférentiellement leur énergie pour letnissance au dépend de leur reproduction
(Li et al., 2011b). Leur croissance diminue seulenzepartir de 100 mg/l de NP Ti@lors
que la Clgo(48h) de leur reproduction est de 42 mg/l.

La toxicité des NP Ti@a été également étudiée dans les sédiments aveer lenarin,
Arenicola marina.La contamination des sédiments aux NP ,T{® et 3 g/kg) inhibe
rapidement le comportement alimentaire du Vermaring (2 jours) et induit des effets
cytotoxiques et génotoxiques apres 10 jours d’akipagGalloway et al., 2010). Ces auteurs

préconisent une LOEC de 1 g/kg.

Les NP TiQ ont des effets |étaux sur le poisson zébre a desentrations de I'ordre du mg/l
avec une Cky(96h) de 124,5 mg/l (Xiong et al., 2011). Ces arg@nontrent que les NP T;O
modifient les activités du systeme antioxydant déess branchies, foie et intestins des
poissons. Les effets semblent plus importants esemce de lumiere, du fait de la

39



Synthése bibliographique

photocatalyse des NP TiOCette étude montre des effets a court terme esibtmarqueurs
biochimiques. Une exposition de 13 semaines a 0,1 eng/l suffit pour modifier la
reproduction des poissons zebik, rerio, avec une production totale d’ceufs diminuée de
30% a 0,1 mg/l (Wang et al., 2011). Le nombre dmeltes pondeuses diminuent
drastiquement a partir de 9 semaines et la mdrtdés embryons augmente dés 8 semaines
d’exposition a 0.1 mg/l. Ces effets reprotoxiquesirpaient étre expliqués par le stress
oxydant produit par les NP bioaccumulées dansuages. Cette étude souligne I'importance
d’étudier a long terme la toxicité des NP Zi@e plus, une étude a montré la possibilité de
transfert de NP Ti@via la chaine trophique entre des daphrilesnagna et les poisson®).

rerio (Zhu et al., 2010Db).
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Tableau VII. Effets des nanomatériaux de Bi€ur les traits d’histoire de vie des organismastques

Nanoparticules (NP) | Exposition| Concentration | Temps Orgglr;lljsi?s‘es/ Effets Références
Algue CEso (72h- inhibition croissance) = 5,83 mg/l
. i . . J 2. I NOEC (72h- inhibition croissance) =98, mg/I Aruoja et al.
NP Ti0, (25-70 nm) N VIvo 52100 mg/l 72 heures PSeUdOk'rc.hne“e"dPrésence agrégats de 7> diminution lumiére disponible => diminutign  (2009)
subcapitata NS .
photosynthése => diminution croissance des celhlgases
NP TiO, P25 Algue, P-25: CEp(inhibition croissance) = 71,mgl/l Hartmann et
NP TiO, UV100 in vivo 10 mg/l 72 heures| PseudokirchneriellaUV100 : CEq (inhibition croissance) = 241 mg/I al. (2010)
NP TiO, LW-S* subcapitata LW-S : CEp(inhibition croissance) = 145 mg/l '
Algue,
0,01 a 100 mg/| 72 heures | Pseudokirchneriella CEsq (inhibition croissance) = 21,1 mg/l
subcapitata
: . L Daphnie Daphnia . I Warheit et
NP TiO, (anatase/rutile) in vivo 48 heures magna CEso (immobilisation) >100 mg/I al. (2007a)
0,1 a 100 mg/I Truite
96 heures| (Onchorhyncus | CEgo (immobilisation) >100 mg/I
mykis$
Algue, TiO, (25 nm) : CEg(inhibition croissance) = 44 mg/l
NP TiO, (majorité 3,15a50mg/l| 72 heures Desmodesmus | TiO, (100 nm) : Ck, (inhibition croissance) > 50 mg/I .
anatase, 25 nm) o subspicatus | Irradiation préliminaire: s d'effets sur la toxicité des NP (25 nm) Hund-Rinke
NP Ti ' t 100/ 'MVvivo et Simon
0, (anatase, . | Toxicité des NP Ti@(25 nm) > NP TiQ(100 nm) 2006
Daphnie Daphnia - > - AT . (2006)
nm) 1a3mg/l 48 heures ma' na Toxicité des NP avec irradiation préliminaire seenbla la toxicité des NH
9 non irradiées
NP TiO, sonication . . D Lovern et
(100-500 nm) in vivo 500 mg/l 48 heures Daphrr:::Dnzphnla HE fsilc,zpélgztg)g ZCZ},O> riooqngg/é 5 ma/l Klaper
NP TiO, filtrée (30 nm) 9 cc Hm - > My (2006)
. L Daphnie,Daphnia | Pas d'effets sur la mobilité ni le comportementahtaire, [égére Lovern et al.
NP Ti0, (30 nm) n vivo 2mg/l 1 heure magna diminution non significative du rythme cardiaque (2007)
NP TiG, Lo R | Daphnie,Daphnia | Toxicité est dose dépendante Zhu et al.
anataseq 20 nm) n vivo 052500 mg/l) 48 heures magna CEso (immobilisation) : 35,3 mg/l Gd-143,4 mg/l (2009)

' NP TiQ, P-25, (anatase/rutile/ amorphe, 30nm); NP,T®100 (anatase,<10 nm); NP TiOW-S (anatase, 300 nm)
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Nanoparticules (NP) | Exposition| Concentration | Temps Cellules Effets Références
CLso (72h) = 1,62 mgl/l GH72h- immobilisation) = 2 mg/l
NP TiO, in vivo 0.1 3 100 ma/l 72 heures | Daphnie,Daphnia| CLso(21J, descendants) = 2,62 mg/l s£@1J, reproduction) = &2 mg/l Zhu et al.
anatase (21 nm) ' 9 21 jours magna Forte bioaccumulation des NP TiO (2010a)
Diminution du taux de filtration et d'ingestion
48 heures Daphrr:qlz,;%phma 20 g/l : 60% de mortalité
NP TiO, (25-70 nm) in vivo 0a20g/l Crevette primitive I-;tlalr(ﬂéa;ons;et
72 heures| Thamnocephalug Pas d'effets toxiques pour des concentrationsG@|2 '
platyurus
48 heures: Augmentation des activités enzymatignéexydantes (CAT,;
NP TiO, in vivo 1,2,5et10 |48 heures gtDaphnie,Daphnia| GPX et GST) Kim et al.
anatase/rutile<(40 nm) mg/l 21 jours magna 21 jours: Mortalité > a 50 % a 5 et 10 mg/l maiswaueffet sur (2010)
reproduction
. . . .| CEsp(48h-immobilisation) > & 100 mg/I .
Ng].'%ﬁ”g;?gfs invivo | 0,01 & 100 mgi| 48 feures tbaphmeDaphnia 51 o NOEC (mortalité)= 30 mgil, LOEC (mortalité)= 108/ W'E(’gggge)t al
! J 9 NOEC (reproduction)= 3 mg/l, LOEC (reproduction)arhg/|
. : .| Mortalité > a 40% a 500 mg/I
anatgseEgS nm) in vivo 0,5a500 mg/l| 24 heures Daphnlﬁilg)?phma Augmentation des activités des enzymatiques ardiaxtes (CAT a partir Kligggg; al.
P 7.5 mg/l et GST & 500 mg/l)
. . Cladocere T . R .
NP TiO, anatase/rutile| . . N ] . ’ Diminution de la croissance a 100 mg/l Li et al.
(P25, 34 nm) invivo | 5a100mg/l | 48 heures Ce”(;’li";‘igh”'a CEs(reproduction) = 42 mgl (2011b)
NP TiO, o 13 Poisson zébre, D|m|nut|on du nombre de femelles pondeuses, deddyztion d'ceufs et Wang et al.
in vivo 0,1 et Img/l . : : de la survie des embryons
anatase semaines Danio rerio ; : ; . (2011)
Bioaccumulation de nTigdans les ovaires
NP TiG, L . Shed _ Xiong et al.
anatase (30 nm) in vivo 50 mg/l 96 heures Poisson zébre  5£396h) = 1245 mg/l (2011)
. . -~ . Diminution du aux d'alimentation des vers & 2 g/kg a partir fmgs
NP TiG, anatase/rutile| Sédiment . Ver arenicole, . s N . N . Galloway et
(23.2 nm) naturel 1-3gkg 10 jours Arenicola marina Dommages cellulaires et a 'ADN a partir de 2 gtik®) & 10 jours al. (2010)

LOEC: 1 g/kg

? T-liteTM SF-S: NP TiQ (rutile; 50 nm x10 nm, LxD) enrobée d'une couchgdfoxyde d'aluminium et d'une couche silice higlet de dimethicone/ copolymére

methicone
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3.4.2. Organismes terrestres : Approche environnementale

L'impact des nanoparticules organiques ou métagsur certains traits d’histoire de vie des
invertébrés terrestres a déja fait I'objet de quetgtravaux (Tab.VIIl). Le cloporteorcellio
scaber le nématod€aenorhabditis eleganst quelques espéces de vers sont les 3 seuls taxa

d’invertébrés terrestres étudiés.

La toxicité des NP de carbone a été étudié&emenia venetat L. rubellus Une exposition
d’E. venetaa de la nourriture contaminée aux DWNT ou au C&@dpnt 28 jours altére leur
reproduction avec une production de cocons diminiee@0% et 78% a 495 mg DWNT/kg et
1000 mg C60/kg, respectivement (Scott-Fordsmaradl ,€2008). En revanche, aucun effet sur
I'éclosion, la biomasse et la survie n'a été ob&grour des concentrations inférieures a 500
mg/kg. La survie et la croissance du kerubellus ne sont pas affectées aprés une exposition
de 28 jours a des sols contaminés a 15.4 et 15denNfP C60/kg (van der Ploeg et al., 2011).
Seuls les vers exposés a 154 mg de NP C60/kg enpraduction de cocons diminuée. Une
forte mortalité et une diminution du taux de craisse des juvéniles sont mesurés a 154 mg
C60/kg et a 15,4 mg C60/kg, respectivement. Laytidn de cocons est considérée comme
un parametre sensible des contaminations aux Nfarene (C60) (Scott-Fordsmand et al.,
2008; van der Ploeg et al., 2011).

La toxicité des ions Ag(AgNOs) est généralement évaluée en paralléle de la deleNP
Ag. Aucun effet sur la survie et la croissance dubr fetidaexposé 28 jours a 2 types de sols
(ART et YST) contaminés a des concentrations caaprentre 10 et 1000 mg de NP d’Ag
(10 nm et 30-50 nm) /kg ou a 10 et 100 mg d’Agi@, respectivement (Shoults-Wilson et
al., 2011), n'a été observé. En revanche, dansdissde marne sableuse (YST) contaminés a
10 mg AgNQ/kg, une diminution de la croissance des vers adutfu taux d’éclosion et du
nombre de juvéniles est observée. Dans les sdfisials (ART) contaminés, une diminution
significative de la production de cocons est cdastachez les vers exposés a 100 mg
AgNOs/kget a 1000 mg NP d’Ag (10 nm et 30-50 nm)/kg avee diminution plus marquée
chez les vers exposés a I'’Aghl@ucun effet n'est observé sur le taux d’éclogies cocons.
Cette étude montre que la biodisponibilité et lesppétés toxiques des particules différent
selon le type de sol (Shoults-Wilson et al., 20148)survie et la croissance du nématdde,
elegans ne sont pas modifiées par les NP d’Ag et les idgs & des concentrations

inférieures a 0,5 mg/l apres 24 heures d’exposifi@noh et al., 2009). En revanche, la
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reproduction des nématodes est diminuée a parifGiemg/l et 0,1 mg/l pour les NP d’Ag et

les ions Ag, respectivement.

Les NP dor (Au) peuvent affecter la reproductioasdvers,E. fetidg en diminuant
significativement le nombre de juvéniles produigmsl des sols artificiel contaminés a 25 mg
HAuCl4/kg, a 20 mg/kg et 50 mg/kg pour les NP Au de 55&in20 nm, respectivement,

apres 56 jours d’exposition (Unrine et al., 2010a).

Les NP ZnO induisent des effets Iétaux dose dépreadar le ver de terrg. fetidaexposé
pendant 96h dans du milieu agar contaminé aux NP &rec une Cig comprise entre 232 et
374 mg/kg (Li et al., 2011a). Ces auteurs montgrién milieu agar la toxicité augmente
avec la concentration en NP alors que sur les pegiger filtre (milieu liquide), la toxicité
diminue avec la concentration en nanoparticuleZn®. lls supposent également que les
acides humiques seraient responsables de la d@petsde la dissolution des NP de ZnO en
ions Zrf* ce qui augmenterait les effets toxiques obsereéasilieu liquide. Aprés 21 jours
d’exposition & des sols contaminés aux NP ZnO auians Zrf* (ZnCL), bien que les vers.
venetasoient vivants, leur production de cocons est teap plus faible chez les vers
exposés aux ions Zhque ceux exposés aux NP de ZnO & partir de 75Rgnflooper et al.,
2011). Cette étude montre que les ion&" 2mt des effets plus prononcés sur la production de
cocons que les NP de ZnO aux mémes concentratiopeug des teneurs en Zn quasi

similaires dans les tissus.

Cette difféerence de toxicité entre ions et NP efitouvée avec le cuivre. Le Cus@duit
plus fortement le systéme de détoxication que IBISNO sur le veE. fetida(Unrine et al.,
2010b). Ces auteurs montrent également que les NP i€ont pas d’effet sur la survie,
croissance et reproduction du ver a des concemisatnférieures a 65 mg/kg.

Les études sur cloporteBorcellio scabermontrent que la contamination de leur nourriture
(feuilles) aux NP Ti@ (15 nm) n’a pas d’effet sur leur survie, biomasstecomportement
alimentaire aprés 3 jours d’exposition a des comagans inférieures a 3000 pg/g (Jemec et
al., 2008). Les NP de Tipeuvent également avoir des effets |étaux etealtarreproduction
du nématodeCaenorhabditis elegan&n effet, une exposition de 24 heures a 80 mgig
TiO, (50 nm) suffit pour induire une mortalité de I'oedde 50% (Wang et al., 2009). En plus
des effets létaux, les NP de Ri@iminuent fortement la croissance et la reproducteC.
elegansdes 47,9 mg/l (5 jours). Cette étude montre égaterque les NP Ti©(50 nm) ont
une toxicité plus forte que les particules de ;@@ plus grande taille (285 nm) avec ungCL
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(24h) évaluée a 136 mg/l et des effets reprotoxaue apparaissent a partir de 96 mg/l. Ces
observations sont confirmées par Roh et al. (2@L0)montrent que les petites NP Bi(¥

nm) semblent plus toxiques s@. elegansque les plus grandes (20 nm). Ces auteurs
constatent une diminution de la survie (environ3PR@ par rapport au témoin), de la
croissance (env. 9% par rapport au témoin), deddyztion d’ceufs par ver (env. 21% par
rapport au témoin). Ces modifications physiologgjgemblent étre liées a 'augmentation de
I'expression du gene cyp35a2 impliqué dans la déaton aprés seulement 24 heures
d’exposition a 1 mg/l de NP Tg7 nm).
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Tableau VIII. Effets des nanomatériaux sur les traits d’histdeevie des invertébrés terrestres

Nanoparticules (NP) Milieu Concentration Temps Orgaismes Effets Références
Nanotube de carbone Pas d'effet sur la survie et la croissance
(DWNT, DxL 10-30 nm 50 a 495 mg/kg Ver de t Diminution de la production de cocons a 495 mg/kg Scott-
X 5-15 pm) Nourriture (crottin) 28 jours Eiseerniz virr:zia CEso (reproduction) = 176 mg/kg Fordsmand e
Nanotube de carbone 1000 mark Pas d'effet sur la survie et la croissance al. (2008)
(C60, 11 nm) g’kg Diminution de la production de cocons
Ver de terre 15.4 mg/kg: Diminution de la croissance des
C60 Sol 15,4 - 154 28 iours Lumbricus " | juvéniles van der Ploeg
mg/kg J 154 mg/kg: Diminution de la production de coconset al. (2011)
rubellus 2 A
et mortalité des juvéniles (env. 40%)
Sol artificiel ISO 100, 1000 mg 800 mg/kg (NP Ag 10 nm) 773 mg/kg (NP Ag 30}
ART Ag/k 50 nm) =>Diminution de la production de cocons i
NP Ag (10 nm, 30-50 (ART) S . Ver de terre, ) P . _ Shoults
nm) 28jours | .o nia fetida | NP Ag: Pas dreffet sur la survie et reproduction | Wilson et al.
Sol naturel (YSL) 10 mg Ag/kg AgNOz: Diminution de la croissance, du taux (2011)
d'éclosion et du nombre de juvéniles
Milieu liquide (0.032 Nématode, , . .
NP Ag (<100 nm) | MKcl,0051M | %05 01-0.51 25 hoyres| Caenorhabditis| P2S deffetsur 1a survie et la croissance Roh et al.
mg/l Diminution de la reproduction a partir de 0,1 mg/ (2009)
NacCl) elegans
i . Ver de terre, | Pas d'effet sur la survie, reproduction et la Unrine et al.
NP Au (55, 20 nm) Sol artificiel 1ISO 65 mg/kg 28118 Eisenia fetida | croissance (2010a)
R Collembole .
: 100 a 6400 mg ; - ' | Pas d'effet sur la survie Kool et al.
NP ZnG (<200nm) Sol sable/glaise Zn/kg 28 jours icgﬁgirg:l CEso (28 jours, reproduction)=1964 mg/kg (2011)
Milieu liquide 50 & 1000 mg/ A partir 500 _mg/l: Mortalité _plus forte en présence
g d’acide humique dans le milieu |
Ver de terre, ) . Li et al.
NP ZnO (30 nm) . 96 heures| .- " .~ . | CLs= 232 mg/kg (suspension NP préparée dans
. 50 & 1000 Eisenia fetida . A (2011a)
Milieu agar ma/kg eau) Cls;=374 mg/kg (suspension NP préparée dans

eau reconstituée)
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Nanoparticules (NP) Milieu Concentration Temps Orgaismes Effets Références
250 et 750 Pas d'effet sur la survie, biomasse
Nourriture (crottin) ma/kg 21 jours Ver d 750 mg/kg: Faible diminution de la production de H |
er de terre, |cocons ooper et al.
NP ZnO (<100nm) Eisenia veneta oL inalo= 542 mall (2011)
- . 50 hominale= mg
Liquide (eau) 6 a 96 mg/l 24 heures CLg, mesurée= 1,75 mg/l
e . Ver de terre, , . . Unrine et al.
NP Cu Sol artificiel ISO 65 mg/kg 28 jours Eisenia fetida Pas d’effet sur la survie, croissance et reprodoct (2010b)
NP TiO, anatase Nourriture (feuille) 0,1 a 3000 pg/g 3 iours Cloporte, Pas d'effet sur la survie, biomasse, le taux Jemec et al.
(15 nm) nourriture J Porcellio scaber| d'alimentation et I'efficacité d'assimilation (2008)
NP TiO, anatase 3 jours: Pas d'effet sur la mortalité, la biomaetse
(<25 nm) Nourriture (feuille) 10-100-1000 3etl4 Cloporte, comportement alimentaire Drobne et al.
NP TiO, anatase/rutile K1a/g nourriture jours Porcellio scaben 14 jours: Augmentation de I'efficacité d'assimdati (2009)
(<75 nm) de la nourriture, du taux d'alimentation
Nématode CLso(24h): 80 mg/l
NP TiO, anatase Milieu liquide (eau N . . | 5joursa47,9 ;95,9 et 167,8 mg/ I: Diminutionlde Wang et al.
24 & 239,6 mg/ 5 jours | Caenorhabditis ! . )
(50 nm) ultrapure) croissance, production d'ceufs et du nombre de (2009)
elegans
descendants/ver
NP TiO, anatase Milieu liquide (0,032 Nématode, | NP TiO, (7 nm): Diminution de la survie, de la Roh et al
(7 et 20 nm) M KClI, 0,051 M 1 mg/l 24 heures| Caenorhabditis| croissance et de la survie (02050)&
NP CeQ (15 et 45 nm) NaCl) elegans NP CeQ (15 nm): Diminution de la survie
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4. Bilan

Ce premier chapitre montre que le développemelat @mmercialisation des hanomatériaux
dans des produits manufacturés sont en pleinesamig. L'utilisation de ces nanomatériaux
entraine leur relargage dans I'environnement souxd de nanoparticules et/ou de sous
produits d’altération. Parmi ces nanomatériaux,lasoparticules de TiOfont partie des

nanoparticules les plus utilisées du fait de lgarapriétés photocatalytiques et d’absorption
des UV. Cependant, le comportement et la toxicitd ces nanomatériaux dans

I'environnement sont encore peu connus.

« Le comportement des nanoparticules est gouverné lesr forces stériques,
électrostatiques et de van der Waals des particGles forces peuvent étre modifiées
par différentes propriétés physico-chimiques tale gla force ionique, le pH, la

matiére organique dissoute.

 Bien que les résultats soient parfois contradiesirselon les protocoles, les
nanoparticules de T#Osont connues pour augmenter la production d’ERD, e

susceptibles d’engendrer des effets toxiques.

» La toxicité des nanoparticules est majoritairemétotdiée en tesin vitro sur des
cellules humaines et mammiferes (souris). Les sffdes nanomatériaux sur
I'environnement sont principalement réalisés s deganismes aquatiques. Seules

guelques études évaluent les effets de ces nandamoxtéur les invertébrés terrestres.

Il existe donc a I'heure actuelle un réel manqueddanées en termes d’évaluation de
I'Ecotoxicité potentielle des nanoparticules etleler sous produits d’altérations. C’est dans
ce cadre que s'’inscrit cette these qui porte gaotoxicité des nanomatériaux de T&Dr les

invertébreés terrestres (ex : ver de terre) pailifation de biomarqueurs a différentes échelles

biologiques.
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Les nanoparticules de dioxyde de titane sont @gisdans un grand nombre de produits
manufacturés, du fait de leurs propriétés photalgidques et d’absorption des ultra-violets.

La production et l'utilisation de ces nanomatériaunduisent le déversement de ces
nanoparticules et de leurs sous-produits d’ali@natians I'environnement (Wiesner et al.,
2006). Quelques études ont déja estimé par motiélidas quantités de TEkhanométriques
dans différents compartiments comme l'eau, le soles effluents de boues de stations
d’épurations (Mueller et Nowack, 2008; Gottschalkak, 2009; Johnson et al., 2011). La
concentration prédite dans I'environnement poumi@so TiQ a été estimée a 0.7-16 peyl
0.4 - 4.8 pg/kg dans l'eau et le sol, respectivam@hueller et Nowack, 2008). Les
nanomatériaux de T#ddéversés dans I'environnement peuvent avoir daséguences sur
'état de santé des organismes des écosystemedica@gsa et terrestres. Néanmoins,
I'écotoxicité de ces nanomatériaux de Ti€h milieu terrestre est encore tres peu étudiée
(Jemec et al., 2008; Drobne et al., 2009; Hu eRall0; Lapied et al., 2011).

Dans le cadre de cette thése, I'écotoxicité dempeticules de Ti@Qet des sous produits
d’altération de TiQ a été déterminée en évaluant leur biodisponibditéen utilisant une

batterie de biomarqueurs a différentes échelldsdigues.

Une premiere partie de ces travaux aborde lesseffes nanoparticules de TLi@ar une
approchein vitro. La stabilité colloidale et la taille des nanopates dans le milieu
d’expérimentation ont été étudiées en collaboratewvec le LEM. La localisation
intracellulaire des nanoparticules de 7Ti@ans les ccelomocytes a été realisée par une
technique de microscopie électronique. Les réponsedéculaires et cellulaires aux
nanoparticules de TiOont été mesurées sur le systeme immunitaire ébxgdant des

ccelomocytes du veE. fetida

La seconde partie consiste a étudier les effet®digues des sous-produits d’altération de
TiO, en milieu liquide sur le ver de terre. La toxigiétentielle de ces particules en milieu
artificiel a été évaluée en utilisant une battdeebiomarqueurs allant de I'échelle moléculaire
a I'individu. Cette étude présente également dsegltats d’apoptose réalisée en collaboration
avec le laboratoire Bioforsk de Norvege. Le comgroent des sous-produits d’altération de
TiO, a été suivi dans le milieu d’exposition en collatmn avec le CEREGE ainsi que pour

la localisation du titane par micro-spectroscom@dldorescence X.
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La derniere partie concerne I'impact écotoxicologigqies deux particules de Ti@tudiées
dans des conditions environnementales plus réslisteexposant les vers a des sols artificiels
contaminés aux nanoparticules de Fi@u aux sous-produits d’altérations de 7TiQa
reproduction et les variations d’expression de géateedétoxication, du systéme immunitaire
et antioxydant ont été étudiées pour évaluer lacitéx potentielle des particules. La
biodisponibilité a été évaluée en mesurant lesuisnen métaux dans les organismes exposeés
et dans les sols contaminés ou non, en attendantanactérisation plus fine de la mobilité

des particules dans les sols.

51



Matériels &

Methodes



Matériels & Méthodes

1. Caractérisation des nanoparticules et sous-produits
d’altération de TiO,

1.1. Présentation des nanomatériaux

1.1.1. Sous produits d’'altération (SPA) de dioxyde cheniit

Le nanomatériau étudié est un nanocomposé a bad@Cderutile (T-lite™ SF, BASF,
Germany) utilisé dans la formulation des cremeaisas (Fig.10). Il est composé d’'un cceur
de nano-cristallites de T§J14-16 nm), enrobés d’'une couche minérale d’Al(O#nt le
réle est d’inhiber la photoactivation du HiGous exposition aux UV, et d’'une couche de
polydiméthylsyloxane (dimethicone), qui est un dgépophile destiné a favoriser la

dispersion du nanocomposé dans la phase huileatéertze (Fig.10,11).

L Al(OH),

— TiO, rutile

— PDMS

Figure 10. Photographie au MET et schéma du nanpesénde Ti@non altéré (Labille et al., 2010)
e
Flof-
I n
CH3
Figure 11. Formule du diméthicone, nom commeraigbdlydiméthylsiloxane (PDMS)

Le processus de vieillissement du nanocomposé sirétdé en laboratoire au CEREGE, en
reproduisant des conditions physicochimiques remtésives de I'environnement de
destination.

Pour réaliser l'altération, 100 mg de poudre conumaés ont été introduits dans 250 ml d’eau
ultrapure contenus dans un bécher d'1 litre. Lfalién a été simulée par agitation
magnétique a 690 rpm pendant 48 heures. Cette dgitation est nécessaire en raison de la

forte hydrophobie du PDMS, afin de garantir un aschtmaximum entre les particules et
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'eau. Une lampe reproduisant le spectre solaigdéautilisée (400W Philips® 114 Master
HPI-T Plus) pendant I'agitation.

Une décantation de 48 heures est réalisée pourefteenta séparation de la suspension en
trois phases : une pellicule hydrophobe en surfame phase grossiere instable en suspension
et une phase plus fine stable en suspension. Gettéere phase correspond a la suspension
de sous produits d'altération de dioxyde de titdB€A TiG) utilisée pour les tests
d’écotoxicité. Le processus d'altération élimineclauche de PDMS des nanocomposeés et
produit une suspension stable de sous produitgdition de TiQ (Auffan et al., 2010). La
distribution en taille des SPA Ti®nesurée par diffraction laser s’étale d’envirorb8ea 700

nm (Fig.12a) et le potentiel zéta de ces particelgsautour de 7,5, caractéristique d’une
surface d’hydroxyde d’aluminium (Fig.12b).

50 1

(mV)

volume relatif (%)
g

0 +
0,01 0,1 1 10 100
taille (um) A

Figure 12. Distribution de taille du nanocomposgpdisé dans I'eau au cours du temps mesurée fractitin
laser (a) et potentiel zéta des SPA en fonctiopkLabille et al., 2010)

1.1.2. Nanopatrticules de dioxyde de titane (NP FiB-25)

Les nanoparticules étudiées sont des nanopartiddedioxyde de titane Aeroxide P-25
fournies par Evonik Degussa GmbH (Frankfurt, Geryhah s’agit d'un mélange anatase :
rutile (80 :20) avec une taille des particules piimes de 25 nm et une surface spécifique de
50 + 15 nf/g. La suspension de nanoparticules est préparpesamt 100 mg de Ti@ans 10

ml d’eau ultrapure. Aprés 30 min de sonication giande a 4°C, la suspension est stable (10
g/l) (Fig.13A) et conservée a I'obscurité. La susgen est principalement composée de petits
agrégats de nanoparticules dont le diametre hydardigue est compris entre 30 et 220 nm

avec une taille moyenne de 78 nm (Fig.13B). Laletades particules primaires de
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nanoparticules de Tien suspension dans I'eau ultra pure s’étend @0tet 80 nm avec une
taille moyenne de 23,8 nm (Fig.13C).

Avant chaque utilisation, la suspension mere esigsée pendant 10 min dans un bain a

ultra-son.
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Figure 13. Caractérisation physique de la suspansiére de nanoparticules de FiQP-25; Degussa) en
suspension dans de I'eau ultrapure. Diameétre hythardique et indice de polydispersion des nanopéescde
TiO, aprées différents temps de sonication, distributlertaille (B) et image par MET (C) des nanopaltisue

TiO, aprés 30 min de sonication (Pagnout et al.)

1.2. Techniques de caractérisations physico-chimiques

Les caractérisations des SPA 7Ti€ des nanoparticules de TiOnt été réalisées dans le
cadre de collaborations avec le CEREGE a Aix-en4#ttoe et le LEM a Vandceuvre-Lés-

Nancy.

1.2.1. Granulométrie par diffraction laser

La granulométrie par diffraction laser (Mastersi@e banc Malvern) a été utilisée pour
déterminer la taille des SPA TiOCette technique de mesures granulométriques latioso
détermine le diamétre hydrodynamique des nanopdticou de leurs agrégats. Le principe
consiste a éclairer les particules en suspensiomipéaisceau laser (He-Ne, 4 m\i=5663
nm). La quantité de lumiére déviée et I'importamze 'angle de déviation permettent de
déterminer la taille des particules ou des agrédasmatrice de détecteurs acquiert les
intensités de lumiére diffusée a une fréquenceOfleHz (une mesure toutes les 2 ms). Les

effets transitoires tels que la dissolution etglagmération peuvent également étre surveillés.
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La gamme de mesure de taille s’étend de 50 nm m3Llma mesure est basée sur la théorie de
la diffraction de Fraunhoffer.

1.2.2. Turbidimétre

La turbidité a été également mesurée pour déternanstabilité colloidale de la suspension
en SPA TiQ en fonction de sa concentration. Elle est indicatde la concentration en SPA
en suspension. En effet, plus la turbidité est édewlus la concentration en SPA en
suspension est alors élevée. La turbidité du searetgaprés 24 heures de décantation a
I'obscurité est mesurée a 'aide d’un turbidimétiach 2100 AN Turbidimeter).

1.2.3. Microscopie électronique a transmission (MET)

* Principe

La taille et la forme des nanoparticules de Tt été caractérisees en utilisant un
microscope électronique a transmission (Philips €0/ 200kV). Cette technique permet
également de localiser les nanoparticules danslieunbiologique. En effet, la résolution du
MET est de I'ordre de 0.1 nm ce qui permet de Viserles particules de taille nanométrique.
Le principe du MET repose sur un faisceau d’élextrémis par un canon a électrons qui est
focalisé par un systéme de condenseur sur la @tiparLe faisceau traverse I'échantillon et
les électrons sont plus ou moins absorbés. L'im@astélectrons sur I'’écran crée I'image par
fluorescence. Pour que le faisceau d’électron puissverser I'échantillon biologique, une
préparation est nécessaire pour que I'échantilloih suffisamment fin (50-80 nm). Les
nanoparticules de Tien suspension ont été observées directement auddiiSI préparation
spécifique.

* Préparation des échantillons biologiques

Les cellules de vers de terre, ccelomocytes, sgaedi au glutaraldéhyde 2.5% puis post-
fixées au tetroxyde d’osmium (1%). Apres un rincageampon phosphate, les cellules sont
incluses dans de I'agarose (Agar 2%). Les échansilsont ensuite deshydratés par des bains
successifs d’alcool (50°, 70°, 95°, 100° et oxyde piopyléne). Les cellules sont ensuite
imprégnées dans 3 bains différents du mélange osgdpropyléne et résine (EPON 812,
Araldite 506, DDSA, Dibutyl phtalate, DMP 30) avees proportions croissantes en résine.
Les échantillons sont ensuite inclus dans de laggsure a température ambiante pendant 6h.

La polymérisation est réalisée en placant les bitecsésine a 38°C pendant 2 heures puis a
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60°C pendant 2 jours. Une fois le bloc de résinesotidé, des coupes ultra-fines (70-90 nm)

sont réalisées a 'aide d’un ultra microtome.

1.2.4. Micro spectroscopie a fluorescence X (L-XRF)

La localisation du titane dans les vers a étégéalen utilisant un microscope analytique aux
rayons X (XGT°® commercialisé par Horiba-Jobin Yvon). Ce matérielis a été mis a
disposition dans le cadre de la collaboration d&#6€EREGE sous I'encadrement de Perrine
Chaurand, Jérébme Labille et Jérbme Rose.

* Principe
La source d’excitation du pu-XRF est un rayonnem€nt primaire » produit par un tube a
rayons X équipé d’'une anode en Rhodium (Rh). Lardtichantillon est bombardé par des
rayons X, il réémet de I'énergie sous la formelu@gns : c'est le phénomeéne de fluorescence
X. La composition élémentaire de I'échantillon pétte déduite en analysant le spectre de
fluorescence X (nombre vs. énergie des photons)émid a émis. En effet, I'énergie des
photons émis est caractéristique d’une transitieot®nique d’'un atome donné (par ex. la
transition €lectronique du niveayk vers le niveau K pour un atome de Ti s'accompatme
I’émission d’un photon d’énergie 4510 eV (raie digsion Ko du Ti)).
Le microscope XGT% est composé d’une optique performante qui permebtehir un
faisceau de rayons X focalisé sur un point de Bétiion (focalisation du faisceau RX
incident & 10 ou 10Am au choix) et trés intense £:010° photons/s).
La résolution en énergie de son détecteur EDS ¢déndSi), refroidi a I'azote liquide, est de
145eV pour la raie K du Mn. La limite de détection est de quelques penis massiques
pour les éléments les plus légers (Na-Si) et @lé ptteindre 50-100 mg/kg pour les éléments
de numéro atomique moyen (Ca-As). La limite de ai&e est également fonction de la
nature chimique de la matrice sondée, La limiteléiction du Ti a été mesurée dans deux
matrices biologiques différentes (projet ANR AgiNgno & Troph). Elle est de 50 mg/kg
dans une matrice composée d’'algues et de 90 mgthg whe matrice composée de daphnies.
On peut donc s’attendre a des limites de détedaioi dans les vers du méme ordre de
grandeur (matrice proche au niveau chimique).
L’objectif de I'analyse est d’identifier la distakion spatiale du Ti dans les vers. Des cartes

élémentaires sont donc enregistrées.
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1.2.5. Analyse chimique en solution : ICP-AES
* Principe

Cette technique a été utilisée pour doser le tigmEaluminium dans les tissus des vers
exposés aux SPA et dans les sols contaminés. Aprésalisation, les échantillons ont été
analysés en utilisant une torche a plasma ou ICE @EP atomic emission spectrometry). La
torche a plasma est une méthode physique d'aneiyseque permettant de doser plusieurs
éléments simultanément. La technique consiste idepfiechantillon en l'injectant dans un
plasma d'argon. Les atomes de I'échantillon a aealgont transformés en ions par une
flamme extrémement chaude : 7300 K. L'échantillé@mgtre généralement au centre du
plasma, parallelement au flux de gaz plasmagéns. dtemes sont ensuite injectés dans
I'analyseur, puis détectés. La lumiére émise padldema est analysée par un ou plusieurs
monochromateurs, par un réseau polychromateurnoore une combinaison des deux. Les
éléments ionisés émettent un rayonnement caraa@asdont on mesure l'intensité. Celle-ci
est comparée a lintensité émise par le méme élermentenu dans un échantillon de
concentration connue (gamme étalon). L'énergie érpar les photons lorsque les atomes

excités (ionisés) retournent a leur état fondamestecaractéristique de chaque élément.
» Préparation des échantillons

Pour doser le titane et I'aluminium dans les tisBidogiques par ICP-AES, les vers sont
minéralisés au Laboratoire Sols et Environnerh@BE) & Nancy. Les vers sont séchés dans
des tubes en verre pendant 24h dans une étuveCaptS pesés. Un ajout d’acide nitrique
69% (2 ml) est réalisé sous hotte. Les tubes sgiésarégulierement pour dissoudre les
tissus. Apres 2 heures de réaction a températub@aate, les tubes sont placés dans une
étuve a 80°C pendant 24 heures. Les tubes sowmidisfipendant 2 heures a température
ambiante, puis le peroxyde d’hydrogene 30% (2 rat) @outé au minéralisat sous hotte.
Aprés 2 heures de réaction, chaque minéralisdilteétsur du papier filtre sans cendre. Les
minéralisats sont ajustés a 10 ml avec de I'eaurddalisée, puis envoyés a I'INRA d’Arras

pour doser le titane et I'aluminium par ICP-AES.

% Réalisé en collaboration avec Catherine Sirguey
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hY

Les sols contaminés aux nanomatériaux et témoins séchés a température ambiante,
tamisés a 2 mm puis envoyeés a I'INRA d’Arras paurs mise en solution par fusion alcaline
(NF ISO 14 862-2) et les dosages du titane etaderfiinium (NF ISO 22036).
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2. Modéle biologique

2.1. Milieu d’élevage

Les vers de terre utilisés dans les tests d’écatéxsont issus de I'élevage du laboratoire
LIEBE. Leur milieu d’élevage est composé de toudbtede crottin de cheval frais non
contaminé (50/50, poids/poids) humidifié par dealiedéminéralisée. Le pH du milieu est
compris entre 5 et 7 et la teneur en eau est déntdhaque semaine. Les vers de terre sont
nourris par du crottin de cheval séché et tamigzémet de toutes traces de pollution. La
densité des vers dans les bacs d’élevage est Emed isolant les cocons produits chaque
mois. L'élevage est donc constitué de lots d’orgargis de méme tranche d’age.

Avant chaque exposition, les vers de terre ondéfurés pendant 48 heures. La dépuration
consiste a vider le tube digestif des vers en lagapt dans une boite de pétri en plastique
contenant un papier filtre humide. Le papier filest rincé 3 fois par jour pour éviter
I'ingestion des feces. Les vers ont été ensuit@égpes sélectionnés pour un poids compris
entre 300 et 600 mg.

2.2. Protocoles d’extrusion des ccelomocytes

2.2.1. Technique par agent mucolytique

Cette technique nécessite que les vers de teigenia fetidasoient dépurés.

L’extrusion des ccelomocytes des vers est réalisgéenpmersion des vers dans du milieu
d’extrusion (LBSS 300 mosmol, 0.02% EDTA, 1% GGBje centrifugation de 10 minutes

a 150 g est réalisée. Le surnageant est élimites etellules sont remises en suspension dans
du milieu de culture (MEM 85%, SVF 10%, Hepés 1%glutamine 2 mM, penicilline 100
U/ml, streptomycine 100 pg/ml, tetracycline 60 plg/mmphotericine B 30 pg/ml). Un
comptage cellulaire est réalisé a l'aide d’'uneuteltle Malassez et la concentration cellulaire

est ajustée a f@ellules/ml par ajout de milieu de culture.

2.2.2. Technique par choc électrique

Les vers de terre sont rincés avec du tampon Phtsuffer Saline (PBS : pH 7,4) et sont
délicatement massés au niveau de leur extrémitdirtate pour éviter toute contamination

fécale des ccelomocytes. Les vers sont immergés3arisde tampon PBS. L'extrusion des
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ccelomocytes est faite par 3 chocs électriquessEdndes a 'aide d’une pile électrique de 9
V. Une centrifugation de 10 minutes a 150 g esliséa Le surnageant est éliminé et les
cellules sont remises en suspension dans du nabeculture. Un comptage cellulaire a été
réalisé & l'aide d'une cellule de Malassez et lacentration cellulaire est ajustée & 10

cellules/ml par ajout de milieu de culture.

3. Biomarqueurs et ecotoxicité des nanomatériaux de O

L’écotoxicité des nanomatériaux de BiGx été étudiée en utilisant une batterie de
biomarqueurs a différents niveaux de I'organisabariogique. Les biomarqueurs a I'échelle
moléculaire et cellulaire sont connus pour leursgalité alors que ceux a des échelles plus
élevées (ex : population, communauté...) sont recomaur avoir une meilleure pertinence
écologique.

Dans le cadre de cette étude, les potentiels giffétoces des nanomatériaux de ;lodt été
évalués par I'expression des ARNm des génes deidaton et du systéme immunitaire, la
viabilité cellulaire et la phagocytose. La survides effets sur la reproduction des vers ont été

mesurés a I’échelle de I'individu.

3.1. Echelle moléculaire : expression des ARNmM des gedes

détoxication et du systeme immunitaire
3.1.1. Principe de la RT-gPCR (quantitative PolymeraseitCRaaction)

Le principe de la PCR en temps réel repose supszipilité de suivre la quantité d’ADN
présente dans la réaction a chaque cycle et narfia tle la PCR. Les étapes de la PCR en
temps réelle sont identiques a celle de la PCRsigas avec une dénaturation de la structure
double brin de 'ADN, une hybridation des amorcesé&ongation. Chaque cycle est répété
40 fois et la qPCR se termine par une phase dalwmy finale. Un fluorophore
(SybrGreef™) se fixe sur I'ADN double brin, la fluorescence 8ybrGreen fixé est trés
supérieure (environ 400 fois) a celle des moléclitees. Un seuil de fluorescence est établi
par le programme du thermocycleur de PCR en tedgls Wne fois que la quantité d'ADN
permet au signal de dépasser ce seuil le nombreydes de PCR appelé "Ct" (Cycle

Threshold) est obtenu. Le Ct correspond au débua gdase exponentielle du signal. Cette
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valeur est utilisée pour quantifier 'ADN de facahsolue ou relative et pour déterminer
l'efficacité E de la PCR.

3.1.2. Purification des ARN

Les tissus digestifs et les coelomocytes des verétérconservés dans une solution de GATC
(4M) qui permet la conservation des ARN a -80°C.

La purification des ARN a été realisée selon 2 neples différentes : la purification sur
colonne en utilisant le kit RNeasy Mini Kit (QiageNalencia, USA) et la procédure
d’extraction phénol-chloroforme-guanidium thiocytma

La technique d’extraction des ARN utilise le chfarone-phenol-guanidium thiocyanate, elle
consiste a broyer les tissus ou les cellules daAgud de Trizol (mélange v/v de phénol et de
GATC). Aprés 5 min a température ambiante, 100eutldoroforme (CHG) sont ajoutés,
puis la solution est homogénéisée par inversiopsegune centrifugation de 5 min & 13 000
g, la phase aqueuse contenant les ARN est pré&v&@0 pl d'isopropanol sont ajoutés. Le
mélange est placé au minimum 5 minutes dans lagldoe centrifugation de 10 min a 13
000 g permet d’éliminer le surnageant. Le culotRNAest lavé avec 400 pl d’éthanol a 70-
75%. Une centrifugation a 13 000 g pendant 5 mirefectuée pour éliminer I'éthanol. Le
culot est ensuite séché pendant 15 min a 50°Cdmssut dans 50 pl d’eau ultrapure.

La qualité des ARN (absence de dégradation) eftéeepar électrophorese des ARN sur un

gel d'agarose a 1.5%.
3.1.3. Retro-transciption

La transcription-inverse est effectuée sur 1 pgRRAtotaux. Le kit Revert Aid MuLV RT
(Fermentas Life Sciences) et le kit Maxime RT Prefligo dT (INtRON Biotechnology)
ont été utilisés. Le kit Revert Aid MulV RT nécdssiine pré-incubation de 5 min a 70°C des
ARN avec I'amorce oligodT, pour éliminer les stuets secondaires des ARN et favoriser la
fixation de I'amorce oligodT.

Une PCR est ensuite réalisée avec des amorcesitit@gpour vérifier que la RT a bien

fonctionné.
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3.1.4. Choix des amorces

Les séquences codantes des génes constitutifagaatdiquitine), du systeme immunitaire
(Fetidine et CCF) et des systemes de détoxicath SOD, CAT, GST) sont disponibles
dans la banque de données GenBank. Les amorcess dgiges ont été obtenues a partir de
leur séquence codante en utilisant le logiciel BrBn(Tab.l) Les amorces doivent mesurer
entre 15 et 30 pb et leurs Tm ne doivent pas étiérehts de plus de 2°C I'un de l'autre. Les

amorces sont synthétisées par Invitrogen (Carldb84,).

Tableau IX. Séquences des amorces utilisées en qPCR

F100 | CTTCCAGCAGATGTGGATC

Actine
. L R100 | GAGCATGTGTGTGGTGTCCT
Geéenes constitutifs
Ubiauitine F100 | CACCCTTCACCTTGTGTT
a R100 | GGAATTCCTTCCTTGTCC
Fétidine F200 | CGGCTTCGCATAGTATTGGT
Systéme R200 | CAC CAA CGT CAG CATTCAGT
immunitaire CCF F100 | TTTGGTGGTCTTGTGTCTGC

R100 | GCTTTCCATCTCGAACGAAG
F200 CTGCAAAAAGCTTTGCTGTG
R100 | TATTTCAATGCCTCGGCTCT

F50 TGGATTTCACGTGCATGAGT

Métallothionéin

Systéme de SOD R200 | GCCAAGATCGTCCACCAGCT
détoxication Catalase F200 | TATGAATGGATACAGCAGTCACAC
R50 | GCAAACGTCATCACTTGGATGT
GST F100 | GAAAAGCCGCGTACATTAAGA

R250 | TGTGAGGGGAGAGGATGTTC
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3.1.5. Conditions d’amplifications en gPCR

La composition du mélange réactionnel est la suévan
- 5ul d’ADNCc dilué au 1/40,
- 10l de Gotaff gPCR Gotaqg Master Mix (Promega)
- 5 pl d’'amorces de concentrations finales compresgre 400 nM et 700 nM

Etapes de la gPCR
- Dénaturation préliminaire: séparation des bridddN : 94°C — 10 min

- 40 cycles :
- dénaturation : 94°C -20 secondes
- hybridation des amorces : 58°C- 20 sec
- élongation: synthese du brin complémentaire C#20 sec

- Elongation finale : 72°C- 5 min

Une courbe de fusion des produits PCR est ensgidtiisée entre 40 et 95°C pour vérifier
I'absence d’artefacts.
L’expression des genes testés a été compareepidssion d’'un géne constitutif, I'ubiquitine

ou l'actine, selon la méthod& %! (Livak et Schmittgen, 2001).
3.2. Echelle cellulaire

3.2.1. Evaluation de la viabilité cellulaire
3.21.1. TestLDH

Le test est basé sur I'oxydation de NADH/&h NAD' par la LDH qui catalyse la conversion
du pyruvate en lactate (Fig.14). Le transfert dsiod/H™ induit la réduction du sel de
tetrazolium INT (jaune) en sel de formazan (rouge)quantité de sel formazan relargué par
les cellules mortes ou moribondes (membrane ajt@stemesurée par spectrophotométrie a
492 nm.

Le kit cytotoxicity Detectior *V° (LDH: lactate déshydrogénase) (Roche applied sejea

éete utilisé pour évaluer l'intégrité membranairs dellules.
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L-lactate pyruvate
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NAD", H,0 NADH, H*

PR LN Wen
h '.:IN— )N A/[A 3\|

INT formazan
Figure 14. Principe du test LDH

3.2.1.2. TestMTT

Ce test permet une quantification rapide et semsild la prolifération et de la viabilité
cellulaires. Ce test est basé sur lactivité d'wmzyme mitochondriale, la succinate
déshydrogénase. En présence du substrat MTT (3d[héthylthiazol-2yl]-2,5-
diphényltétrazolium bromide), les sels de tétragolidu substrat (jaune) sont transformeés en
cristaux insolubles de formazan (bleu) grace diVia€ de la succinate déshydrogénase
(Fig.15). La quantité de sel formazan produite Iparcellules a partir du MTT est mesurée
par spectrophotométrie a 540 nm.

Le test du MTT est un indicateur de l'intégritédetl'activité mitochondriales assimilables a
une mesure de la vitalité cellulaire.

/C Suecinate N=N ,Q
N~ N deshydrogénase ¢ H
Q_< N=N__s
J CH; L CHs
CH3 CH3
MTT MTT formazan

Figure 15. Réduction du MTT en sel de formazan
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La mesure de viabilité cellulaire par le test MTSt e2alisée en microplaque 96 puits. Une
solution de MTT a 10 mg/ml est ajoutée a la suspensellulaire (v/v). Aprés 24 heures
d’incubation a 16°C, les cellules sont lysées patampon de lyse (50/50, DMSO /solution
de Ilyse (0.1 N HCI dans isopropanol/10% Triton X10®u 50/50, SDS
20%/Dimethylformamide) pour permettre la solubtiisa du MTT. L'absorbance est lue a
570 nm au spectrophotometre apres flux/reflux duptan de lyse pour une meilleure
homogénéisation.

Un dosage des protéines est realisé en paralleléestude viabilité en utilisant le kit
quantitation protein BC Assay (Interchim). Celuiest recommandé pour vérifier la densité

cellulaire (Maleri et al., 2008a).

3.2.2. Phagocytose

La phagocytose est un parameétre immunologique dérésicomme un biomarqueur sensible
pour le suivi des métaux et d’autres contaminaetfeshvironnement. La phagocytose a été
évaluée par la technique classique de comptagae@astope et par cytometre de flux qui est

une méthode plus fiable et répandue.

* Technigue par comptage au microscope

Les billes de latex fluorescentes de 2 um de diamt été ajoutées aux ccelomocyte$ (10
cellules/ml) selon le ratio 1:100 (ccelomocyteslled). Les suspensions cellulaires sont
incubées a 16°C pendant 4 heures sous agitatide. [&pres une centrifugation a 150 g

pendant 10 min sur un gradient ASB 3% pour élimiastbilles non phagocytées, le culot est
repris dans 500 ul de LBSS. Un dépdét de 25 ul deukpension cellulaire sur une lame

recouverte de poly-L-Lysine est réalisé. La lameiregibée pendant 45 minutes en chambre
humide. La fixation est assurée par un trempags dae solution de paraformaldéhyde 4%
pendant 10 minutes. Les lames sont lavées dewp&misrempage dans du tampon PBS. Un
ajout de 10 pl d’antifading est effectué pour malile montage entre lame et lamelle. La
fluorescence des billes est observée au microsgdlp@rescence a I'objectif x40 (magnitude

x400 ; Fig.16). Un comptage de 100 cellules estotfié en duplicat pour déterminer le

pourcentage de cellules ayant phagocyté des bidles chaque condition expérimentale.
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Figure 16. Observation de ccelomocytes phagocytmbilles fluorescentes au microscope confocal fihade
x400)

* Technigue par cytométrie de flux

L’ajout des billes de latex fluorescentes de 2 pendibmeétre est réalisé dans les méme
proportions que pour la technique par lecture msimopique (ratio 1 :100, cceelomocytes :
billes). Les suspensions cellulaires ont été easnitubées a 16°C pendant 18 heures sous
agitation lente. Aprés une centrifugation a 150egdant 10 min sur un gradient ASB 3%
pour éliminer les billes non phagocytées, le calété repris dans 500 ul de PFA 4% dissous
dans du milieu LBSS 300 mosmol. Les échantillomg sasuite conservés a 4°C.

La fluorescence des billes phagocytées a été mesawécytoméetre de flux (FACScan,
Becton-Dickinson Immunocytochemistry Systems, Maim¥iew, CA, USA) avec un laser
argon qui émet a 488 nm. La fluorescence émiseestrée a 520 nm (FL1). Un comptage
de 10 000 événements est effectué pour évaludivitécphagocytaire dans chaque condition
expérimentale. La phagocytose a été déterminéeesnnant le pourcentage de cellules ayant
phagocyté au moins 3 billes (Fig.17).

Un témoin négatif a été réalisé en paralléle dgubaxposition en exposant les ccelomocytes

a l'azide de sodium (1%).
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Figure 17. Profil de distribution des ccelomocyéaadins ayant phagocytés 1 bille (M1), au moinsli2$H{M?2)

et au moins 3 billes (M3) au cytomeétre de flux

3.3. Echelle de l'individu

3.3.1. Survie

A la fin de chaque exposition, la survie des verseaire a été évaluée. Les vers de terre sont
considérés vivants s’ils réagissent a une piqUépidgle appliquée au niveau de la partie

antérieure lorsqu’ils sont immobiles.
3.3.2. Reproduction

Les effets des sols contaminés aux nanomatériaugtémesureés sur la reproduction des vers
de terre aprés 28 jours (cocons) et 56 jours (jle®nd exposition, suivant le protocole

normalisé au niveau international ISO 11268-2 (3998

Apres 48 heures de dépuration, dix vers de teméiesd(masse corporelle compris entre 300
et 600 mg) par réplicat (5) sont pesés puis pldeés un cristallisoir en verre, contenant 500
g de substrat humidifi€é contaminé ou non. Le canten eau est réajusté chaque semaine.
Pour éviter la fuite des vers de terre du milieexgosition, les cristallisoirs sont recouverts

d’'un film transparent, percé de dix trous fins (enfh) pour permettre une aération. Chaque
semaine, I'excédent de nourriture est enlevé et de grottin de cheval séché, tamisé et
exempt de toute trace de pollution est ajouté paEniprent d’essai. Aprés 28 jours

d’exposition, le pourcentage de survie des versede adulte est déterminé ainsi que leur

biomasse. Les cocons produits durant cette péddgosition sont également comptés. Les
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cocons sont ensuite remis dans le milieu d’essai poe durée de 28 jours. Chaque semaine,
I'excédent de nourriture est enlevé et 2 g deiorstint ajoutés par récipient d’essai. A la fin
de I'expérimentation (56 jours), les cocons éckosam éclos ainsi que les vers juvéniles sont
comptabilisés. Le pourcentage d’éclosion des coansi que le nombre de juvéniles
produits est déterminé.

Les différents criteres de validité du test repaiitun a respecter sont:

- un pourcentage de mortalité des vers adultes dauriémoin inférieur a 10%,

une perte moyenne de biomasse des vers adultegielu t&moin inférieure a 20%,

- une production de juvéniles par réplicat aprésbisj d’exposition au milieu témoin

supérieure a 30,

- un coefficient de variation de la production dedailes apres 56 jours d’exposition au

milieu témoin inférieur a 30% (entre les réplicats)

- une concentration en bénomyl (produit toxique déreiice) comprise entre 5 et 20
mg/kg de sol sec dans le milieu ISO, responsahieedinhibition significative de la
production de juvéniles apres 56 jours d’exposi{i@D 11268-2, 1998) — LOEC
mesurée = 5 mg bénomyl/kg de sol sec.

4. Protocoles d’expositionin vitro etin vivo aux nanomatériaux

4.1. Exposition des ccelomocytes aux nanoparticules @g:Tin vitro

L’exposition directe des cellules aux NP Ti@® été réalisée pour favoriser les contacts entre
les particules et les cellules cibles (ccelomocytdpyés 10 min de sonication par bain, la
suspension mere de NP Ti@st diluée 10 fois dans de 'eau ultrapure. Csttgpension
diluée (1 g/l) est ensuite diluée 10 fois dans dliemde culture. Une suspension a 100 mg/l
dans du milieu de culture est ainsi obtenue. Etaiglisée pour exposer les ccelomocytes des
vers de terre aux concentrations en NP, Titisies : 0, 1, 5, 10 et 25 mg/l.

Les expositions sont réalisées dans des plaquesitdans un volume final de 1 ml. Les
ccelomocytes (Ffocellules/ml) sont exposés pendant 4, 12 et 24elseamx NP Ti@a 16°C &
I'obscurité. A la fin de I'exposition, un ajout & ng de lipopolysaccharide (LPS) est réalisé

pour stimuler la réponse immunitaire. Aprés 5 heutexposition aux LPS, les tests de
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viabilité cellulaire et la phagocytose sont efféstuLes cellules utilisées pour I'expression
des ARNm des génes de détoxication et du systemmeimitaire sont conservées dans 500 pl
de Trizol a -20°C. La purification des ARN est effeée dans les 2 jours suivant I'exposition.

Quatre réplicats sont réalisés pour chaque conditio

4.2. Expositionin vivodes vers de terre aux nanomatériaux de, TiO

4.2.1. Milieu liquide

Cette expérience en milieu liquide a pour but diésmales potentiels effets écotoxiques des
SPA TiG; dans des conditions ou les contacts entre lesderterre et les particules sont
favorisés et ou les nanomatériaux sont plus fa@tentaractérisables. Aprés agitation, la
suspension mere de SPA (100 mg/l) a été diluée danmélange eau ultra-pure / eau
d’Evian® (Tab.X) (50/50, v/v) pour obtenir les concentraichoisies en SPA Ti00, 0,1, 1

et 10 mg/l. Le pH des suspensions testées esttQG6/.

Tableau X. Composition de I'eau minérale, Evfan

Minéraux Concentrations
(mg/l)
Ca 80
Mg 26
Na 6,5
K 1
Sio, 15
HCO.. 360
SO” 12,6
cr 6,8
NO7 3,7

Apres 48 heures de dépuration, les vers sont mesgsléposés par 6 dans des boites de pétri
en verre (unité expérimentale) contenant la suspende SPA TiQ aux concentrations
testées ou le mélange d’eau (témoin). Les vers esqmisés a un volume de suspension (65
ml) suffisant pour les recouvrir. Les expositionstsréalisées dans une chambre climatisée a
18 + 2°C a 'obscurité pour une durée de 24 heutay réplicats sont réalisés pour chaque

concentration (Fig.18).
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Figure 18. Photographie du protocole d’expositionrélieu liquide

4.2.2. Sol contaminé

4.2.2.1. Préparation des sols
Cette expérience en sol contaminé a pour but dsxples vers aux 2 nanomatériaux étudiés
(SPA TiG, ou NP TiQ) dans des conditions environnementales plus téaligu’en milieu
liquide. Le sol artificiel est choisi comme subsila fait de la simplicité de sa composition.
En effet, il est composé (en pourcentage de masiéche)e tourbe tamisée (10%0 argile
kaolinique (20%) etle sable de Fontainebleau (7Q%) pH estajusté a 6 +0.5 avec du
carbonate de calcium. Le pH des sols testés estrtnas début, a 2, 28 et 56 jours suivant le
protocole normalisé au niveau international ISO 91031994).Dans un cristallisoir en
pyrex ™, 200 ml d’eau déminéralisée (témoin) oul@lsuspension de nanomatériaonsidéré
(NP TiO, ou SPA de Tig) ont été mélangés a 500 g de sol artificiel.

Les suspensions de nanomatériaux sont prépardasrdmiere suivante :

- Nanoparticules de T2 apres 10 minutes de sonication par bain a stirg-la
suspension mere de nanoparticules de, TiD g/l) est diluée dans de I'eau ultrapure
pour contaminer les sols artificiels aux 3 conarans suivantes en NP Ti02, 20
et 200 mg/kg.

- Sous produits d’altération de TiOla suspension méere de SPA 7iQQ00 mg/l) est
également diluée dans de l'eau ultrapure aprestegit pour contaminer les sols

artificiels aux 2 concentrations suivantes en SF2 T 2 et 20 mg/kg.

Le substrat est humidifi¢ avec de l'eau déminésaligtémoin) ou la suspension de
nanomatériaux (NP Ti©Oou SPA TiQ) entre 40 et 60% de sa capacité de rétention en ea
totale, déterminée conformément au protocole nasénau niveau international 1ISO 11274
(1998). Un film transparent recouvert d’un morced ruban adhésif percé referme le

hY

cristallisoir. Les récipients sont placés dans whambre climatisée a une température
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moyenne de 18+/- 2°C & I'obscurité pendant 2 seesapour permettre les interactions et
liaisons entre les constituants du sol et les métalliques de la suspension. Pour cela, le sol
est régulierement mélangé et pesé pour maintentedaur en eau. Huit réplicats sont

effectués pour chaque concentration testée.

4.2.2.2. Effets a court terme
Apres 2 semaines de stabilisation, les vers somirdé pendant 48 heures puis pesés. Pour
chaque cristallisoirs, 10 vers sont directementgdadans chaque cristallisoir (3 réplicats par
concentration). L’exposition dure 2 jours a I'obst&idans une chambre climatisée a 18 +
2°C, sans apport de nourriture. A la fin de I'expos, les ccelomocytes de 3 vers pour
chaque réplicat sont collectés par choc électrefuepnservés dans du GATC (4M) a -80°C
pour étudier I'expression des ARNm des génes dtesys immunitaire et des systemes de
détoxication.

4.2.2.3. Effets chroniques

Le but de cette expérience est d’évaluer les effetong terme d’'une exposition aux
nanomateériaux de T Apres 2 semaines de stabilisation, les vers dépurés pendant 48
heures, pesés, puis placés par 10 dans chaquallisost (5 réplicats par concentration).
L’exposition est réalisée a I'obscurité dans unantbre climatisée a 18 + 2°C (Fig.19).
Chaque semaine, la position des cristallisoirsrestifiee de maniére aléatoire. La procédure
du test reproduction des vers de terre a été s(o¥id.3.2). Apres 28 jours d’exposition, la
survie, la biomasse et la production de cocondgsavers sont mesurées. Les ccelomocytes
des vers (3 vers par cristallisoir pour chaque itmmj sont récupérés par choc électrique et
conservés dans du GATC (4M) a -80°C pour étudexprfession des ARNm des genes du

systéme immunitaire et de détoxication.

Figure 19. Photographie du protocole d’expositionrélieu solide
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Résultats

1. Etude in vitro des nanoparticules de TiQ sur les

ccelomocytes de vers de terre

Avant propos

Le développement, la production et I'utilisationsdeganomatériaux de Ti@lans un grand
nombre de produits manufacturés engendrent lelerdément dans I'environnement. Afin de
prédire une toxicité potentielle, la majorité degvaux évaluent les effets biologiques des
nanoparticules de TiOsur des cellules humaines et de mammiferes patedtsin vitro.
Cependant, il existe un réel manque de donnéesnuantt les invertébrés terrestres. Il a été
choisi dans un premier temps d’évaluer la toxidéé nanoparticules de TiGur les cellules

immunitaires, appelés coelomocytes, du ver de Esenia fetidaen utilisant un tesh vitro.

Les objectifs de cette étude sont d’évaluer laild@lket la dispersion des nanoparticules de
TiO, dans le milieu de culture, et la réponse des hiquears cellulaires et moléculaires des

ccelomocytes.
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Abstract

An in vitro approach using ccelomocytes Bisenia fetidawas investigated in order to
evaluate toxicity of TiQ nanoparticles. Ccelomocytes were exposed to wsabedsed
suspension of small aggregates of Jifanoparticles (1 to 25 pg/ml) during 4, 12 and 24h.
Intracellular localization suggested that the mainte of uptake was endocytosis. Cellular
responses showed that TiGhanoparticles were not cytotoxic and had no effent
phagocytosis at any of the four concentrationsefach time tested. Concerning molecular
responses, an increase of fetidin and metallotimom&NA expression was observed starting
from 4 hours of exposure. In contrast, expressibncaelomic cytolytic factor mRNA
decreased for 10 and 25 pg/ml after 4 hours. Supralismutase, catalase and glutathione-
S-transferase expression were not modified suggesiat oxidative stress was not induced
by TiO, in our experimental conditions. Thig vitro approach showed that TiO
nanoparticles were taken up by ceelomocytes anddbeld modify the molecular response

of immune and detoxification system.

Keywords:

TiO, Nanoparticles - coelomocytes - immune system xdetation system - TEM

Abbreviations: BCA: Bicinchoninic Acid; BSA: Bovine Serum AlbumirCAT: Catalase;
CCF: Ccelomic Cytolytic Factor; FBS: Fetal Bovinage; GST: Glutathione S-transferase;
LDH: Lactate dehydrogenase; LPS: Lipopolysacchariddg3SS: Lumbricus Balanced Salt
Solution; MEM: Minimum Essentiel Medium; MT: Metathioneins; MTT: 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  brodd; NP:  Nanoparticle; PFA:
Paraformaldehyde; ROS: Reactive Oxygen Species;:SRperoxide Dismutase; TEM:

Transmission Electron Microscopy; TNF: Tumor Ne@dsactor; XRD: X-ray diffraction.
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1. Introduction

Development of nanotechnologies implies the in@eafsproduction of nanoparticles (NP)
and nanocomposites. Engineered nanoparticles @@ inscosmetic, medical, agricultural,
industrial and manufacturing sectors for their ngseysical and chemical properties. As a
consequence, nanoparticles are necessarily reléasbed environment (Klaine et al., 2008).
Potential exposure of humans and animals to naticlear has become the subject of a
growing number of toxicity studies. However, thdlamdal behaviour of nanoparticles in a
biological medium is complex and depends on pararsetuch as ionic strength, cation
valence, pH or presence of other colloids (Obetdérst al., 2007; French et al., 2009).
Therefore, the knowledge of the physico-chemichlaveour of nanopatrticles in the medium
of biological experimentation is a key point to mlanisinterpretations of toxicological
investigations (Foucaud et al., 2007; Murdock et2008). These observations underline the
need to include physico-chemical characterizatioany toxicity experimentation concerning
NP.

Titanium dioxide (TiQ) nanoparticles are among the most manufactured wesedl in
consumer products such as paints, coatings or ¢msmeéeveral studies have clearly
established that these nanoparticles exert tofectsf on mammal cells, leading to apoptosis
induction, cytotoxicity and genotoxicity (Rahmanagt, 2002; Wang et al., 2007; Braydich-
Stolle et al., 2008; Barillet et al., 2010). Stied@n bacteria (Jang et al., 2001; Adams et al.,
2006), on aquatic organisms (Federici et al., 2008eves et al., 2008; Canesi et al., 2010)
and also on terrestrial organisms (Jemec et @8;20u et al., 2010; Lapied et al., 2010) have
shown similar toxic effects of T¥Onanoparticles. In terrestrial ecosystems, eartmsoare
considered as bioindicators of soil quality and thexefore widely used for ecotoxicological
studies. In this context, the earthworm immune esyshas been well studied and used to
evaluate the potential risk of environmental palhus (Goven et al., 2005). The circulating
immune cells of earthworms, also called ccelomogyieslude two types of cells,
amaebocytes and eleocytes. They are involved irowarmechanisms of immune defence
such as cytotoxicity, phagocytosis, inflammationnpcagpsulation, and secretions of
antimicrobial proteins (Cooper et al., 2002). Hos treason, cell viability of ccelomocytes is a
recommended earthworm immune marker as it providegeneral overview of the
earthworm’s immune capacity (Eyambe et al., 198hpther well-studied immune marker is

phagocytosis (Sauvé et al., 2002; Massicotte et2804; Sauvé and Fournier, 2005) also
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considered as a sensitive biomarker of immunottoxi@¥ille et al., 1997; Fournier et al.,
2000). The Ccelomic Cytolytic Factor (CCF) protesrfunctionally similar to TNF (Beschin
et al., 2002) and is involved in the prophenologelgpro-PO)—activating defence system of
Eisenia fetida(Beschin et al., 1998). Fetidins, also secreteddsjomocytes (Lassegues et al.,
1997; Milochau et al., 1997), are proteins exhilgithemolytic and antimicrobial properties.
The expression of CCF and fetidin mRNA is still ggalocumented (Kohlerova et al., 2004,
Prochazkova et al., 2006; Liu et al., 2009) newe$s the quantification of mMRNA
expression can be a sensitive and complementatyf@odmmune toxicity evaluation of
pollutants. TiQ NP are known to induce pro-inflammatory reactionoge mechanisms
would imply the induction of an oxidative stress@sated with the surface reactivity of the
particles (Monteiller et al., 2007). To protect angsms from ROS, antioxydant systems
include superoxide dismutase and catalase. GSTnagtdllothionein are involved in the
detoxification pathways and also in antioxidanteseles. Therefore, an oxidative stress could
induce an increase of these mRNA levels. Modifamatof SOD, CAT and MT mRNA
expression has been studied on the whole body coslamocytes of the earthwoin fetida
exposed to metals (Asensio et al., 2007; Brullalet2007; Brulle et al., 2008). In contrast,
the level of GST expression was not evaluatedsa:mRNA is still not identified irE. fetida

In this study, a partial GST coding sequenc&isknia fetidawas obtained and mRNA GST

expression was quantified.

Ecotoxicity of TiQ; NP was studied directly on ccelomocytes of earthwiér fetida,sincein

vitro assays are considered as predictive screeningss$essing particle toxicity.

In this study, our purpose was (i) to determinedbkoidal state of Ti@ nanoparticles in the
medium of exposure, (ii) to assess nanoparticladetlular accumulation in the cocelomocytes
and finally (iii) to test their potential effectsnocoelomocyte viability, phagocytosis and

MRNA expression of immune and detoxification genes.

2. Materials and Methods

2.1. TiO2 Nanoparticle suspension

Titanium dioxide nanoparticles (Evonik Aeroxide2B) are composed of 80% anatase and 20
% rutile. The crystalline structure of TiGhanoparticles was measured using the X-ray

diffraction (XRD) on a Bruker D8 Advance operatiag the Co-K; ray at 35 keV and 45
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mA. The stable stock suspension prepared in stehl@apure water (10 g/l) was probe-
sonicated (Sonics Vibra-cell 750W, Sonics & Matetidrequency 20 kHz, 3 mm micro tip,
amplitude 40%) for 30 min at 4°C in the dark. Theck suspension was mainly composed of
small aggregates and its stability was checkeddmnBut et al. (submitted). Before use, the
stored suspension was sonicated again using aasonlwath (Fisher Scientific FB 15048) for
10 min before being diluted in culture medium (MB%3%, FBS 10%, 420 mM HEPES 1%,
L glutamine 2 mM, penicillin 100 U/ ml, streptomgcilO0 pg/ml, tetracyclin 60 pg/ml,
amphotericin B 30 pg/ml) to reach a concentratibh0® pg/ml. Final dilutions were made in

culture medium to the following concentrations5110 and 25 pg/ml.

Nanoparticle aggregation was investigated in susipas of TiQ NP at 25 pg/ml in a cell
culture medium. Primary size and morphology of membcles were determined by
transmission electron microscopy (TEM), using diphiCM20 (200 kV) microscope. A drop
of stock suspension was deposited on a TEM griowal to dry and directly observed. Sizes
were measured on 50 nanoparticles randomly choBeea. size distribution of Ti@ NP
dispersions was measured in 4 different mediaaplire water, MEM 85%, MEM 85 % +
HEPES 1%, and MEM 85% + HEPES 1% + FBS 10%. Theda dere determined by
dynamic light scattering (DLS) using the Zetasilkano ZS (Malvern instruments) after 1, 16
and 23 hours of contact in TAQIP with the considered medium. The intensity wiadhsize
distributions were first obtained by fitting a mple exponential to correlation function of the
scattered intensity, using Non-Negative Least SEpI@INLS) algorithm. They were further
converted to volume weighted distributions with Mieeory using the sample refractive
index, then to number weighted distributions coasity the TiQ NP as spherical particles of
volume equal to &ft(d/2)* with d the hydrodynamic diameter. Here, resultsengesented
in number weighted size distributions, as the dbution of few large particles to the total
light scattered will minimise the one of the numesdP, as the Rayleigh approximation tells
us (ntensitya d°).

Turbidity measurements were used to determine tomnditions for colloidal stability of Ti®
NP dispersion as a function of the compositionusipension medium. The turbidity of TiO
NP suspension (25 pg/ml) was measured in the foedian mentioned above. The
measurements were performed on these suspensiematgnts, after 1, 16 and 23.5 h to
allow settling of particles, using a Hach Lange @AR turbidimeter.
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2.2. Cell culture and treatments

EarthwormsEisenia fetidahealthy clitellate (358 + 82 mg) were selectedrirthe breeding
stocks of our laboratory. Twenty four worms wereshed with deionised water and
maintained in groups of six for 48h at 20°C in paPetri dishes containing Whatman No. 1
filter paper, to clear their guts of soil. The diltpaper was changed three times per day to
prevent coprophagy. Following depuration, each waas rinsed with LBSS adjusted to 300
mosmol/l (NaCl 71.5 mM; KCI 4.8 mM, MgSAL.1 mM, KHPO, 0.4 mM, NaHPQO,.H,O
0.3 mM, NaHCQ 4.2 mM; pH 7.3) and introduced in a 15 ml tube taoning 3 ml of
ccelomocyte extrusion medium (1% GGE, 0.02% EDTA ibBSS 300 mosmol/l). After
extrusion, worms were removed and ccelomocytes wentrifuged at 150 g for 10 min.
Supernatants were removed and 300 pl of culturedumeevas added. For every measured
parameter, cells were pooled and adjusted focélls/ml. Then they were exposed to freshly
prepared dispersions of Ti@anoparticles at various concentrations: 0 asrabrit, 5, 10 and
25 pg/ml. Experimental units were microplates ofwalls, except for the MTT assay where
microtiterplates of 96 wells were used. All exp@suwere performed in the dark at 16°C for
4, 12 and 24 hours with four replicates for eadet® conditions. After cell exposure to FiO
NP, lipopolysaccharides (500 ng/ml) were addedatthecell suspension for 5 h in order to

stimulate the immune response.

2.3. Cell preparation for transmission electron micrgsco

Cells were exposed during 4, 12 and 24 h to, N® (25 pg/ml). They were fixed with 2.5%
glutaraldehyde for 60 min, rinsed in phosphate drufind post-fixed with 1% osmium
tetroxide. Cells were dehydrated through gradedhalls and embedded in Epon-Araldite.
Ultra-thin sections (60-80 nm) were cut with a doad knife on an ultramicrotome
(UltratomeV, Leica). They were placed on carboméiland stained with uranyl acetate and
lead citrate. Examinations were carried out on dig3hCM20 (200 kV) Transmission
Electron Microscope equipped with an energy disperspectrometry (EDS) analyzer for the

determination of the elements composing particiegle cells.

2.4. Cell viability
2.4.1. LDH assay

The cytotoxicity Detection Kif"“® (LDH: lactate dehydrogenase) (Roche applied selenc

used is an enzymatic test. This test is based @mxidation of NADH/H to NAD" by the
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LDH-catalysed conversion of pyruvate to lactateteAbxposure to TiPnanoparticles, assay
medium was added to cells for 30 min at room teatpee in the dark. Then, a solution of
stop reaction was added and microplate was red@82ahm. Cytotoxicity was evaluated using

the following equation (A: Absorbance):

Asgonm(sample)-Asgonm(LC)
cytotoxicity (%) = . 100
A490nm( HC)'A490nm( LC)

With: LC — Low Control: spontaneous LDH liberatiofinon treated cells

HC — High Control: maximum LDH liberatiof cells treated by lysis buffer

2.4.2. MTT assay

The MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenglrazolium bromide) assay is an
indicator of mitochondrial activity applied accandito Carmichael et al. (1987), with some
modifications. Cells were exposed to FiWP in a microtiterplate (96 wells) with 8 replieat
per condition. Two blanks containing only LBSS wersed as controls. After exposure to
TiO, NP, the supernatant of cells was removed in ai@eemove free nanoparticles which
could interfere with the measure. A MTT suspensab®m mg/l (100 pl) was added in each
well for 24 hours in the dark at 16°C. Then, buffeis (SDS 20%: Dimethylformamide; v:v)
was used to solubilise blue formazan. The absarptias read photometrically at 570 nm.
Tests were considered valid only if the right LBE&nk did not differ more than 20% from
the left blank (Maleri et al., 2008). The respomdéehe MTT assay depended on the cell
concentration. Results were standardized by prateirients measured using the BC Assay

Protein Quantitation kit (Interchim).
2.5. Phagocytosis activity

After 24 hours of exposure to TiGhanopatrticles, latex beads (2 um, Sigma L0905k wer

added with a ratio of 1:100 (cells: beads) to thdarnocyte suspensions for 18 hours at 16 °C

in the dark under gentle shaking. Cell suspensioere deposited on a BSA gradient and a

centrifugation of 10 min at 150 g was performeaxalude free beads. The supernatant was

removed and the cell pellets were resuspendeddrnub0f PFA (4%). The percentage of cells

containing fluorescent beads and the number of 9ead cell were measured using a flow
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cytometer (Facscalibfir Becton-Dickinson) in FL1. The software used tcalaate the
phagocytic index (PI) was CellQu&s{Becton-Dickinson). This index was measured on
10000 events per sample and it corresponds tcethvie number of ccelomocytes having at

least 3 beads engulfed (Brousseau et al., 1999).
2.6. mRNA expression of immune and detoxification genes

2.6.1. RNA extraction and reverse-transcription

Total RNAs were extracted using the Tri Reagent@® @/ Cincinnati, USA) according to the
manufacturer’'s protocol. The RNA integrity was estted by electrophoresis on a 1.5%
agarose gel in TAE (Tris 40 mM, Acetic acid 1 mMDTEA 40 mM) buffer followed by a
visualization under UV light. The quantification total RNA was evaluated by measurement
of absorption at 260 and 280 nm. Reverse-transaniptas performed on 1 pg of total RNA
using the Revert Aid MuLV RT Kit (Fermentas Life i&aces, Vilnius, Lithuania). The
reaction was conducted at 42°C for 30 min and 90tG min in 10 mM Tris-HCI, 50 mM
KCIl, 5 mM MgCh, 1 mM dNTP (2’-deoxyribonucleotide 5'-triphosphataix, 2.5 uM of
OligodT primer, 10 U/ul of Revert Aid MuLV RT andW/ul of Ribolock RNase Inhibitor.

2.6.2. GST cDNA amplification using degenerate primers

cDNA corresponding to the digestive tract was useddentify GST coding sequences.
Degenerated primers GST.Fd and GST.Rd were chos&ST conserved coding sequences
from different species GQaenorhabditis elegans, Drosophila melanogasterniDarerio,
Xenopus laevis, Gallus gallamdMus musculys The primers were obtained from Invitrogen
(Carlsbad, USA); their sequences are given in tablde conditions of amplification tested
were the following: 200 uM of each dNTP, 10 mM TiHEI (pH 8.8), 50 mM KCI, 1.5 or 2
mM MgCl,, 1 uM of each degenerated primer and 1 uniftaaf DNA Polymerase (Fermentas
Life Sciences, Vilnius, Lithuania). We tested diffiet cycling parameters: a 5-min
denaturation at 94°C, 40 cycles of heat denaturata®4°C for 30 s, annealing at 45, 50 or

55°C for 1 min, polymerisation at 72°C for 30 sdan5-min final extension at 72°C.
2.6.3. Cloning and sequencing

Amplimers were purified using the Wizard SV Gel @@R Clean-Up system kit (Promega,
Madison, USA) and cloned into the pGEM-T vectorofRega, Madison, USA) according to
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the manufacturer’'s instructions. After the transfation and selection steps, several
transformants were screened by PCR using GST.FdG8iLRd primers to confirm the
presence of an insert. For each cloning, insertatoimg plasmids from three colonies were

sequenced on both strands by Eurofins MWG Sequegmapartment (Ebersberg, Germany).
2.6.4. Sequence Analysis

Amplimer sequences were translated using the sssiple ORFs. Nucleotide and deduced
amino acid sequences were compared to all datalaasélable on the National Center for
Biotechnology Information site (NCBI at www.ncbiminih.gov) using BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programs (Altschul et a@97).

2.6.5. Real-time quantitative PCR

Real-time quantitative polymerase chain reactiorP@R) was used to evaluate the
expression level of immune (fetidin and CCF) antbxiéication (MT, SOD, GST, CAT)
genes on reverse transcribed total RNAs extraateh £. fetida ccelomocytes. Real-time
PCR reactions were performed using a SYBR Green(Agplied Biosystems, Foster City,
USA) in a MiniOpticon system according to the mautd@rer's instructions (Bio-Rad,
Hercules, USA). Specific primers Fet.F200, Fet.R20CF.F100, CCF.R100, MT.F200,
MT.R100, SOD.F50, SOD.R200, CAT.F100, CAT.R50, G800, and GST.R250 were
used to amplify fetidin, CCF, MT, SOD, CAT and p8G cDNA (Tab.l). Ubiquitin cDNA
was coamplified as control using Ubig.F100 and URIHO primers. Primer sequences
synthesized by Invitrogen (Carlsbad, USA), are giue Table I. For each PCR, 10 ul of
gPCR Gotaq Master Mix was added to 5 pl of dilutBdNA and to 5 pl of PCR primers at
500nM. The PCR consisted in 10-min initial denatunatad 94°C followed by 40 cycles of
amplification and quantification : denaturation9d’C for 20 s, annealing at 58°C for 20 s,
polymerization at 72°C for 20 sec, and a 5-minlfieension at 72°C. A melting curve of
PCR products (50-95°C) was also performed to clibekabsence of artefacts. Negative
controls using non reverse-transcribed RNA wergopered to confirm the absence of
contamination.

PCR efficiencies (E) were calculated on a cDNA pdduted between 1:20 to 1:320.
Efficiency values were 0.95, 1.06, 1.01, 0.98, @45, 1.06, for ubiquitin, fetidin, CCF,
MT, SOD, CAT and GST cDNA, respectively. Expressievels of the target gene (Tg) were
compared to the expression of ubiquitin, a cortiiitly expressed gene, using thé*%
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method (Livak and Schmittgen 2001). For each camditresults were obtained from four
independent RT-gPCR for four different samples.

Table I. Sequences of primers used for PCR and RT-gPCHfaauons

Primers Sequences (5'-3")

GST.Fd ASMMTSATCTAYMMWAACTATGAN
GST.Rd YTAYTGTTTDCCRTTKCCRTTN
GST. F100 GAAAAGCCGCGTACATTAAGA
GST.R250 TGTGAGGGGAGAGGATGTTC

MT. F200 CTGCAAAAAGCTTTGCTGTG

MT. R100 TATTTCAATGCCTCGGCTCT
SOD.F50 TGGATTTCACGTGCATGAGT
SOD.R200 | GCCAAGATCGTCCACCAGCT
CAT.F200 TATGAATGGATACAGCAGTCACAC
CAT.R50 GCAAACGTCATCACTTGGATGT
Fet.F200 CGGCTTCGCATAGTATTGGT
Fet.R200 CAC CAACGT CAG CATTCAGT
CCF.F100 TTTGGTGGTCTTGTGTCTGC
CCF.R100 GCTTTCCATCTCGAACGAAG
Ubiq.F100 CACCCTTCACCTTGTGTT
Ubiq.R100 GGAATTCCTTCCTTGTCC

R:AorG;Y:CorT;S:GorC;W:AorTK:GorT;M:AorC;D:A GorT;N:A,GorT

2.7. Statistical analysis

The normality and the homogeneity of data varianweee checked using Shapiro-Wilk test
and Bartlett test, respectively. Cell viability, ggocytic index and mRNA expression were
analysed by ANOVA followed by a post hoc HSD Tukigt. Statistical analysis was
conducted using R software (R Development Core T@&®6). Differences were considered
significant afp<0.05.
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3. Results

3.1.Aggregation state of Tinanoparticles in culture medium

Chemical identity, purity and crystallinity wererdomed by XRD, which revealed that TiO
nanoparticles are formed mainly in the anatasetstrel (red peaks marked A), with traces of
rutile (blue peaks marked R) (Fig.1). The primagesand shape of TiOnanoparticles was
analyzed from TEM images (Fig.2). Primary partisiees ranged from 18 to 124 nm (mean:
41 + 27 nm) which is close to the average sizeSohid announced by the manufacturer, and
their shape was spherical. The size distributiomi®: NP was measured in the four media as
a function of time (Fig.3). In ultrapure water, thedrodynamic diameter of TYONP
suspension showed an unimodal distribution arod@rim after 1 and 16 h (Fig.3a, b) and
150 nm after 23 h (Fig.3c). It is clear that TiGanoparticles dispersed in ultrapure water (pH
6.15) form small agglomerates that cannot be rgdmldken by probe-sonication, as already
observed by several authors on this material (dandzy et al., 2005). It can be postulated

that those agglomerates result from sintering efgthimary particles during manufacturing.

MEM (85%) added to the suspension (pH 5.07) indwteashg aggregation of TYONP, and
the distribution mode was shifted around 1000 nteré&fh (Fig.3a), and 700 nm after 16 and
23 h (Fig.3b, c). The same pattern was observechWHEPES (1%) was added to MEM
(85%) in the suspension (pH 5.21). The decreashefize with time in these two media
reflects the sedimentation of the largest aggregatel the consecutive clarification of the
supernatant. On the other hand, addition of FBS6j1i®0 MEM (85%) and HEPES (1%) (pH
7.04) resulted in complete re-dispersion of the, NP, with a size distribution around 130
nm whatever the contact time (Fig.3a, b, c). Theeefit can be concluded that TLIQIP
suspensions in culture medium are stable and oliiiapersed, i.e. a dispersion of sintered

nanoparticles.

This is confirmed by the turbidity measured in s#a@ne conditions. The turbidity of TiAOIP
suspension in ultrapure water decreased very slovitly time, while in MEM (85%) the
particles were sedimented after 16 hours, withrbidity of 26 NTU left in the supernatant
(Fig.4). Similar behaviour was observed in MEM (§5%HEPES (1%), where the turbidity
decreased to 38.8 NTU and 28.4 NTU after 16 an8l B8urs respectively (Fig.4). However,
the turbidity of the Ti@ NP suspension in MEM (85%) + HEPES (1%) + FBS (L0%s
slightly higher than in ultrapure water, and renedirstable between 192 and 194 NTU

(Fig.4).
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Figure 1. X-ray diffractogram (XRD) of Tihanoparticles with red peaks corresponding tozeseatA) and
blue peaks corresponding to rutile (R)

Figure 2. TEM observation of Tighanoparticles in the cell culture medium at 25mig/

86



Résultats

a MEM 85%+ HEPES 1% +FBS 10 %
w' - - - - - - - - - - - - -
g 1) . _\ MEMB5% +
| Ultrapure [ Y\ HEPES1%
£ " water T~ | VN '
5 10f - - - - - - ere e - e s e e sl T e
Z " ) L]
0 e !
1 10 10000
b
40.. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
e |
=3
Z 104 - - - - - - - - - - - . e e e e ..
0 t
1 10 10000
[4
w"' - - - - - - - = - - - - - - = - - - - - - - - - - - - - =
Em-- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -0
E |
: 1] 1]
L
0 t 4
1 10 10000

Sze(dnm

Figure 3. Size distribution of TiKONP suspension (25 pg/ml) in ultrapure water (ie€)] in MEM 85% (green
line), in MEM 85% and HEPES 1% (blue line) and ifEM 85%, HEPES 1% and FBS 10% (black line) at 1 h

(a), 16 h (b) and 23h (c) measured on supernatgnid S
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Figure 4. Turbidity (mean +/- SD) of TYNP suspension (25 pug/ml) in 4 media tested afté6Jand 23.5 hours
of settling: * ultrapure waterhA MEM 85%; MEM 85% and HEPES 1Y® MEM 85%, HEPES 1% and FBS

10%. Measures were performed on supernatants.

3.2.Intracellular localization

Intracellular penetration of nanoparticles was oleg by TEM. Figure 5 represents the
results obtained with control ccelomocytes (Fig. &a)l coelomocytes exposed to FHEP
during 4, 12 and 24 h (Fig. 5b, c, d). The EDS spet shows that particles taken up by cells
are TiQ nanoparticles (Fig.6). Aggregates of Fi@anoparticles were observed in the
cytoplasm and in small granulations within the celfter only 4h of exposure (Fig.5b). After
12 and 24 hours, intracellular penetration of JMP aggregates occured in large vesicles, the
phagosomes, and in small and large granulationsegmonding to lysosomes (Fig.5c, d).
Aggregates inside the cells are mainly of slighdisger size than those measured in the cell
culture medium (100 - 400 nm).
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Figure 5. TEM observation of control cells (a) armlls exposed to TiOnanoparticles. Coelomocytes were
exposed during 4h (b), 12h (c) and 24h (d) to 2Bnugf TiO, NP. Nanoparticle localizations are indicated by

arrows. M: mitochondria, N: cell nucleus

[ ] | i
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Figure 6. Typical EDS spectrum of X-ray fluoresceriiom TiG, NP uptake by ccelomocytes. The peaks are

labeled by their associate element (e.g. Pb)
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3.3.Cell Viability and Phagocytic activity of coelomoegtin presence of Tighanoparticles

Metabolic activity of coelomocytes measured with M3Ssay (Tab.2) showed no significant
variation of cell viability at any of the four coewtrations tested compared to control after 4
hours (ANOVA, p= 0.92), 12 (ANOVA, p= 0.09) and Zurs (ANOVA, p= 0.27) of
exposure to TIQNP. For LDH assay, cells exposed to 10 and 25 pgfiowed a significant
increase of LDH release following 4 hours (ANOVA; £.001) and 24 hours (ANOVA, p=
0.002; Tab.2). No variation of LDH release was obse after 12 hours of exposure at any of
the four concentrations tested (ANOVA, p= 0.20; T2ap As the percentage of cytotoxicity
of LDH assay never exceeds 5%, it can be concltiugtdthere was no effect of Ti@n cell

integrity of ccelomocytes.

After 24 hours of exposure to TiONP, no significant variation of phagocytic actyivas
noticed for the four concentrations tested compaoedontrol (ANOVA, p=0.46; Tab. II).
The mean values of phagocytic index for control explosed cells were ranged between 65%
and 71%. The phagocytic index was relatively staldgardless of the TiOconcentration
(Tab.II).

Table 1. Cell viability and phagocytic activity of caelomdey of earthwormsEisenia fetidaexposed to Ti®
NP (0, 1, 5, 10 and 25 pg/mi) vitro to three times of exposure (4, 12 and 24 hoursgytotoxicity assay and
24h for phagocytosis. Results of cell viability (WTand LDH assay) are expressed as the % of coogdts.
Different letters showed significant differencesN@VA,; p<0.05)

TiO, concentrations (ng/ml)

0 1 5 10 25
4h 100.0+ 4.7 |110.4+12.2|110.3+ 11.7|104.1 £ 17.G}| 90.9 + 3.6
MTT assay 12h |100.0+18.3| 109.0+ 3.5 | 1159 +8.8 |106.7 + 11.7| 90.3 + 16.5
24h  |100.0+17.4| 83.6 £+10.3 |112.4+21.3| 97.9+13.7 | 88.9 + 27.4
4h 3.00 +0.02 | 3.00+0.0Z | 3.02 +0.04°| 3.04 +0.0% | 3.05+0.04
LDH assay  12h 2.96+0.05' | 2.96 +0.04 | 2.98 + 0.04 | 2.99 +0.03 | 2.99 + 0.03
24h 2.47 +0.02 | 2.49 + 0.02° | 2.50 £ 0.03"| 2.50 £ 0.02 | 2.51 + 0.02
Phagocytic
activity (%) 24h 704+16 | 69.8+25 | 689+4.9F | 65.0+49F | 66.6+8.4
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3.4.GST cDNA identification using degenerate primers

E. fetida cDNAs were amplified using primers GST.Fd and GRIT. All amplification
conditions tested, except the use of 1.5 mM Mg@th a 45°C annealing step, allowed us to
obtain amplimers closed to the expected size (30)9dhata not shown). Comparison Bf
fetidaamplimer sequence to those available in GenBatkated the identification of a GST
coding sequence (data not shown), the highest st@iag obtained with pi-class GST. This
sequence had been deposited in Genbank databassqan number: ACX35463; Fig.7).

gocoggaaaagoc gcgtacartaagaatcttccaacccaattggoagracttgagasagricttigcgaaaatasagyagycyoccygattcttcge
t

A G K A A ¥ I K NN L P T 0L A Y L EI KUVYL CEWHNI KTGTG R G F F V
1 32
ggcgacaagatcagttttgttgactacaccatctttgatctyctygacaact tyaacatcctctoccocctcacaccotyggatyggcttocgaagct
a

G P K I §S F v p ¥ T I F DL LD N LN IUL S P HTULUDGIL P KL
33 64
aaggcattccattcacygtattgcatcacgtygaaaaaattgoccaagcaccyagctaccyatgccrttaagasactyccaatc

K A FH S R I A S REE K I A KHURMBHAZATD R F KI KIULU?PTI

65 a1

Figure 7. Partial protein and coding sequencds. ¢étidapi-GST

3.5.mRNA expression of immune and detoxification genes

Gene expression was measured after exposure tolliéd by a LPS treatment (500 ng/ml)
for 5 hours. This additional incubation was perfednto stimulate the innate immune
response of ccelomocytes. Expression levels ofifietidd CCF were significantly modified in
ccelomocytes exposed to BiGConcerning fetidin (Fig.8a), a significant incseaof mMRNA
expression was observed at 5 pg/ml after 4 houresxpbsure with a level 4.3 fold higher
compared to control (ANOVA, p=0.002). Following t®urs (ANOVA, p=0.02) and 24
hours (ANOVA, p=0.04) of exposure to 10 pg/ml, mRMAel of fetidin were 2.6 and 2.9
fold higher than corresponding control (Fig. 8a)cbntrast, a significant decrease of mMRNA
expression of CCF was noticed at 10 and 25 pug/nliGt NP after 4 hours of exposure
(ANOVA, p=0.04; Fig.8b). mRNA levels of CCF werespectively, 5.5 and 4.3 fold lower
than control for the shortest time of exposure (#hsimilar pattern was observed for 12
hours of exposure but differences were not sigafiqd ANOVA, p=0.08; Fig.8b). After 24
hours of exposure to THONP, mMRNA level of CCF was relatively stable andsmgnificant
variations of expression was observed (ANOVA, p&0fg.8b).

Concerning detoxification genes, the expressiomM®df GST, CAT and SOD was studied on
MRNA of coelomocytes exposed to BiRP (Fig.9). A significant increase of MT expressio

was noticed in ceelomocytes exposed 4 hours to Blpaf/ TiO, NP (ANOVA, p=0.004;
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Fig.9a). After 12 hours of exposure to 10 and 23mkgf TiO, NP, the level of MT
expression was significantly induced compared twesponding control (ANOVA, p=0.006;
Fig.9a). No significant variations of expressionswabserved for a longer time of exposure
(24 hours) (ANOVA, p=0.45; Fig.9a). For GST and CAfie level of mRNA expression was
not modified after 4, 12 and 24 hours of exposaréhe different concentrations of TAQIP
(Fig.9 b, c). On the other hand, although mRNA egpion of SOD tend to increase at the
higher concentrations for 4 and 12 hours of expmsilvere were no significant variations of

expression at any of the three times tested (Fig.9d

—_
)
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4H 12H 24H

Figure 8. Expression levels of Fetidin (a) and GRFMRNA (arbitrary unit) in ccelomocytes Bf fetidaafter 4,
12 and 24 hours of exposure to different concentiatof TiG, NP: 0 as control (white), 1 (points), 5
(hatchings), 10 (grey) and 25 pg/ml (black), folevby a LPS treatment of 500 ng/ml for 5 hours.eAsk
shows significant difference in comparison with tweresponding control (post-hoc Tukey test aftBlOVA,
p<0.05)
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Figure 9. Expression levels of MT (a), GST (b), C&) and SOD (d) mRNA (arbitrary unit) in ccelomaeybf
E. fetidaafter 4, 12 and 24 hours of exposure to diffei@rtcentrations of Ti@NP: 0 as control (white), 1
(points), 5 (hatchings), 10 (grey) and 25 pg/machk), followed by a LPS treatment of 500 ng/ml $ohours.
Asterisk shows significant difference in compariseith the corresponding control (post-hoc Tukeyt &fser
ANOVA, p<0.05)
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4. Discussion

In vitro exposures oEisenia fetidacocelomocytes to TiOnanoparticles were performed to
assess their behaviour and potential toxicity, gigdifferent biomarkers at molecular and
cellular levels.n vitro exposures are simplified conditions in which tlifedent parameters

may modify the physicochemical characteristics Bf N

In a first approach, it has been determined thatpiimary particles of Ti©Q(41 £ 27 nm)
form aggregates measuring around 135 nm in bicdbgizedium. Cell culture medium is
complex and principally composed of salts, amindsadHEPES, and FBS. Characterization
analyses showed that MEM, concentrated in sodidoride (6.8 g/l), induces an aggregation
of NP up to 1200 nm in size, and strong settlinggrai6h. It is well known that salts,
especially NaCl, induce aggregation of colloidaitigles and a subsequent increase of the
TiO, measured hydrodynamic size (Jiang et al. 2009¢. tDiscreening of the surface charges
by accumulation of ions with an opposite charge,\lan der Waals attractive force between
particles becomes dominant over the electrostatitlsive force, resulting in an unstable,
highly agglomerated dispersion. In our study, téitton of HEPES to MEM, generally used
as buffer, did not modify the size and the aggiegastate of TiQ NP. In contrast, FBS
added in the cell culture medium (MEM and HEPESastically reduced the size of
agglomerates of TiENP, as generally observed (Murdock et al., 200&uAi et al., 2009).

It is worth to noting that although the size of oparticle aggregates in cell media is
documented, the exact properties of the particldase in agglomerated state remains
unknown (Wagner et al., 2007). It can be assumedl ddsorption of proteins from the
medium on the surface of NP results in high eletéitic repulsion because proteins are
polyelectrolytes, or more likely because of stafispersion. However, FBS present in cell

culture medium produces an optimally dispersedstable suspension of TiDIP.

Because of their essential role in the immunityedeé mechanisms of earthworms,
ccelomocytes are supposed to react when exposetOtoNIP. Besides, they are easy to
collect, which allows the study of numerous expental conditions. As previously

mentioned, ccelomocytes are composed of two maimulgpns of cells, the amoebocyte
(hyaline and granular) and the eleocytes also ¢alldoragocytes (Cooper and Stein, 1981).
Ameebocytes are involved in immune reactions cooedipg to phagocytosis and the

encapsulation process, while eleocytes are morehiad in the storage of endogenous
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substances such as lipids, glycogen or bacterigdzkins (Cooper and Roch, 2003). TEM
observations reveal that cocelomocytes showing acationi of TiO, were mainly
amaebocytes. Whatever the duration of exposureaceliular accumulation of TKONP
aggregates in coelomocytes was observed. After 4shduO, NP seems to be present in
lysosomes or free inside the cytoplasm. Large améllsaggregates were included in
granulations corresponding to lysosomes, or eng@pp large vesicles corresponding to
phagosomes after 12 and 24 hours of exposure. i processes seem to be implied in
the penetration process of NP into cells. The f&st phagocytic mechanism concerning O
particles of 0.1 to 10 um in size. This processagtivated after interaction of ingested
particles with specific receptors. It can be hypsteed that NP use receptors devoted to the
uptake of large proteins (Simon-Deckers et al.,8200he second way of uptake of these
particles is receptor-mediated endocytosis whoseethrincipal types are: clathrin-mediated
endocytosis (< 200 nm), caveolae-mediated endasyt200 nm - 1 pum) and
macropinocytosis (> 1 um). Endocytosis leads tofdhenation of lysosomes containing NP.
According to Rejman et al. (2004), the size of ipl$ can determine the pathway of entry.
Due to their size, aggregates of FifP (100 - 400 nm) certainly enter into the celia v
clathrin-mediated endocytosis, caveolae-mediatedo@osis or macropinocytosis as
membrane ruffling was observed in some cases. bfaste studies suggest the same uptake
route for TiIQ NP in mammalian cells (Singh et al., 2007; Simackers et al., 2008;
Barillet et al., 2010; Hussain et al., 2009; Thatral., 2011). Nanoparticles free in cytoplasm
were small (cluster of 3- 4 NP) and were only pnés@ the shortest time of exposure.
Multiple uptake mechanisms could co-exist and tasulhe entrapment of free nanopatrticles
in large cytoplasmic vesicles (Barillet et al., 2D10n our TEM observations, TIONP were
never observed in mitochondria, nucleus or Golgbaaptus. Nevertheless we can not
conclude that NP do not enter these structuresgsifEM is a qualitative tool which allows

only to observe a limited number of cells.

As NP could interfere with toxicological assayisitecommended to evaluate cytotoxicity of
NP with at least two different assays (MonteiroiBig et al., 2009; Stone et al., 2009). In our
study, the two assays performed, MTT and LDH, shibtveat TiQ NP did not affect cell
viability of ccelomocytes. Even if TEONP are efficiently internalized in cells, no dareamn
cell membrane or disruption of mitochondrial funatiwas observed. The lack of effect on
membrane integrity could be explained by the nariomeize of TiQ particles, whereas
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larger particles (micrometric) induce more heavyrphological changes than nano-sized
particles (Park et al., 2007). Studies of the ¢ftdd\NP on invertebrate cell viability are still
poorly documented in contrast to mammal cells. gnigicant increase of LDH release was
observed in mouse fibroblasts exposed 48h to 6@Mluaf TiO, NP (Jin et al., 2008). This
study showed a drastic decrease of cell viabiligytsg from 6 pg/ml after 48 h of exposure
with MTT assay. These results confirmed that MT3agsis more sensitive compared to the
LDH leakage (Fotakis and Timbrell, 2006). Simon-Kess et al. (2008) have measured a cell
death rate of 24% for TiKDegussa P25) with MTT assay after 48 h of humdis ¢A549
pneumocytes) exposed to 100 pg/ml of NP. Theirystisb showed that cell death increased
with duration of exposure with a cytotoxicity reaa 50% when cells were exposed to 50
png/ml of TiG-P25 during 72h. In our study, as time of exposmas shorter< 24 hours),
concentrations tested were lower and J/NIP was not detected in mitochondria by TEM,

therefore no cytotoxicity was observed.

The phagocytosis assay was designed to investidpgeefficiency of ccelomocytes in
assimilating 2 pum latex particles after being exbso different concentrations of TiO
nanoparticles for 24 h. T¥aggregates observed by TEM in large vesicles sigieat
particles were internalized by phagocytosis as ather foreign material. This primary
phenomenon did not overload the phagocytic capaoity ccelomocytes because no
modifications were measured compared to contrdé.c€b our knowledge, few studies have
evaluated the toxicity of TIONP on phagocytosis. A decrease of macrophage pitgoc
ability after only 8h of exposure to 0.78 pg/fmof TiO, ultrafine particles (29 nm) or fine
particles (250 nm) has been reported in mouse (R&net al., 2001). These results are in
contradiction with our results showing no impairmen ccelomocyte phagocytic activity.
Nevertheless, our previous study showed decreaseetdmocyte phagocytic activity from
earthworm exposed to different particles called ;Tlyproducts (Bigorgne et al., 2011).
Although these byproducts are composed of a cofé@f NP, they are coated with a layer of
aluminum. It could be suggested that the absenceffett is due to physico-chemical
properties of TiQ NP of our study, which are different from TLiGyproducts.

Although phagocytosis was not affected by Z1IP, modifications of immune gene mRNA
expression were noticed. CCF mRNA level expresgias reduced at 10 and 25 pg/ml after 4
hours. No variations of CCF expression were obskafeer 12 and 24 hours. CCF is a protein
pattern recognition located in chloragocytes (Bilej al., 1998), implied in the
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prophenoloxidase-activating system (pro-PO) whishan important invertebrate defence
mechanism of humoral immunity (Bilej et al., 2008% CCF binds specifically the O-antigen
of LPS (Beschin et al., 1998), coelomocytes weresag to LPS after TIONP to stimulate
immune reactions. After recognizing the bacterith wall component, CCF can trigger the
activation of the pro-PO cascade. Melanin, the Ifipeoduct of pro-PO system, has
antibacterial, cytolytic, opsonizing, and hemolypioperties (Cerenius and Sdderhall, 2004).
Interactions between TYONP and bacteria could modify recognition of LPS, mRNA
expression of CCF is reduced after 4 hours of ex@oto the two higher concentrations of
TiO, NP tested. Even if this impairment is not mainggirwith the exposure time, it could
decrease the melanization process. So, the ProaB€ade seems to be affected by ;NP
after 4 hours, without effect on longer time. Fetsdare cytolytic proteins, secreted by
chloragocytes and implied in several immune reasti@@ilej et al., 2000; Cooper and Roch,
2003). Peroxidase activity is responsible for thetericidal properties of fetidins (Lassegues
et al., 1997). In our study, after 4, 12 and 24lexgfosure to TIQNP, mRNA expression of
fetidin was induced at 5, 10 and 10 pg/ml, respebti The induced production of fetidins by
TiO, NP reveals an activation of the immune responisgeect to the secretion of bactericidal
proteins. These results highlight the fact that immresponse was affected at the molecular

level by TiG: NP inducing an inappropriate response to LPS sétiar.

The response of immune genes to JJNIP and the detection of these particles in lys@som
suggest an activation of the detoxification syst@welomocytes exposure was performed in
the dark, so SOD, CAT and GST gene expression wasmpaired by the photocatalytic
effect of TIG NP. Only metallothionein mMRNA were induced at Smigat 4 hours, 10 and 25
png/ml after 12 hours of exposure. Metallothionesme metal-inducible proteins implied in
metal homeostasis, sequestration and detoxificatiamd they have been found in
ccelomocytes (Dallinger et al., 1997; Brulle et 2006). TiQ NP effects on detoxification
genes have been previously studied. An inductioM®fand SOD transcript expression was
observed in gut tissues of earthwor,fetidg exposed 24 h to 10 mg/l of Ti®yproducts
(Bigorgne et al., 2011). In contrast, the exposirthe nematodeZaenorhabditis eleganso

1 mg/l of TiG, NP (7 - 20 nm) did not modify MT, SOD and GST mRN®pression after 24
hours (Roh et al., 2010). Results obtained withmaulary cells exposed to TiOIP show an
increase of CAT, GST, heme oxygenase-1 expressienanly 3 hours (Park et al., 2008).
These authors observed that the induction of thelative stress—related gene, heme
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oxygnase-1, decreased between 3 and 24 h to réaclkontrol level. Cui et al. (2010)
observed a decrease of MT, GST, SOD and CAT mRNaige exposed 60 days to TLIQP

(10 and 50 mg/kg). These results suggest that lottimineins and other detoxification genes
could have a hormetic response to 7P stress, with an induction followed by a deceeas
when the antioxidant system is overwhelmed. In study, expression of SOD, CAT and
GST mRNA tend to increase with exposure to J/NPP in the dark, without any significant
variation. Oxidative stress generated by JiP was certainly not sufficient to strongly
induce the antioxidant system of the ccelomocytesn éf TiO, NP can produce ROS and
oxidative damages without photoactivation (Guralkt 2005; Sayes et al., 2006; Reeves et
al., 2008).

4. Conclusion

This study gives new insight into physico-chemicegllular and molecular aspects of
exposure ofEisenia fetidacoelomocytes to TiONP. The FBS contained in the culture
medium induces optimal dispersion of the NP, soctisbomocytes are exposed to individual
particles or small aggregates. The observations/ shat TiQ-NP are certainly internalized
by ccelomocytes by endocytosis without significandifications of the cell structure. No cell
toxicity of TiO, NP was observed but the mRNA expression of imnuameeins and MT is
modified. Thisin vitro study reveals that immune genes involved in defemechanism
appear to be very sensitive to BiQIP exposure. Although TEONP were absorbed by
ccelomocytes, oxidative stress of these particlesvad proven since antioxidant system was

not induced.
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Bilan

Le sérum de veau fétal présent dans le milieu ttareua permis d’exposer les coelomocytes a
une suspension de nanoparticules de, EBi@ble et dispersée pendant 24 heures. Bien que le
nanoparticules de TiOsoient internalisées par endocytose par les coele®) elles n'ont

pas altéré la structure et la viabilité des ceflule

Une modification de la réponse du systéme immumeitaiété mesurée avec I'induction des
fétidines et la diminution de I'expression du CQR. métallothionéine apparait comme un
biomarqueur sensible a la présence de nanopadiddeTiQ puisque son expression est
rapidement induite aux plus fortes concentratioBs. revanche, les nanoparticules ne

semblent pas avoir produit d’ERO puisque les systeamtioxydants n’ont pas été modifiés.

Cette étude montre que les nanoparticules de $ddt capables d’étre internalisées et de
modifier les réponses du systeme immunitaire eti@exication dans le cadre d’'un tést
vitro. Ces travaux au niveau cellulaire sont a complgterdes études sur des organismes
entiers afin d’évaluer non seulement I'écotoxicies nanoparticules elles-mémes, mais aussi
celle de nanomatériaux (résidus ou les sous pmodliitération) susceptibles d’étre plus

frequemment introduits dans I'environnement et @mtact avec les organismes du sol.
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2. Evaluation de la toxicité des sous-produits d’altétion de

TiO, en milieu liquide sur le ver terre,Eisenia fetida

Avant propos

Les premiers résultats obtenus sur les ccelomoagesers de terre, montrent que les
nanoparticules de Tidsont capables de modifier la réponse du systemeuiritaire et de
détoxication (Bigorgne et al., submitted to JouwfaNanoparticle Research). Cependant, trés
peu d'études concernant la toxicité des sous pit®ddialtération, appelés également
« byproducts », ont été réalisées. Dans le cadmoddravaux, le nanocomposé étudié est a
base de Ti@rutile (T-lite™ SF, BASF, Germany) et utilisé dans la formulatites crémes
solaires. Une altération artificielle de ce nanopose a été réalisée pour mimer la
dégradation des nanomatériaux dans I'environnenhestsous produits d’altérations obtenus
sont alors composés d’'un noyau de dioxyde de titammebé d’'une couche de d’aluminium.
Une exposition courte (24h) en milieu liquide a étélisée dans des conditions artificielles
afin de contrdler le comportement des SPA de,180Ode favoriser la biodisponibilité ainsi
gue les contacts entre les particules et leEigenia fetida

Les objectifs de cette étude sont d’évaluer le amtement des sous produits d'altération
(SPA) de dioxyde de titane et leur potentielle ¢dgi en utilisant une batterie de

biomarqueurs a différentes échelles biologiques.

108



Environmental Pollution 159 (2011) 2698—2705

journal homepage: www.elsevier.com/locate/envpol

Contents lists available at ScienceDirect

Environmental Pollution

ENVIRONMENTAL
POLLUTION

Ecotoxicological assessment of TiO, byproducts on the earthworm Eisenia fetida

Emilie Bigorgne *, Laurent Foucaud ?, Emmanuel Lapied ®, Jérome Labille ©¢, Céline Botta “¢,
Catherine Sirguey®, Jairo Falla?, Jérdme Rose ©9, Erik J. Joner ¢, Francois Rodius?, Johanne Nahmani?

2 Laboratoire Interactions Ecotoxicité, Biodiversité, Ecosystémes, Université Paul Verlaine — Metz, CNRS UMR 7146, Rue du Général Delestraint, 57070 Metz, France

b Bioforsk, Soil and Environment, Fredrik A. Dahls vei 20, N-1432 Aas, Norway

€ CEREGE UMR 6635 CNRS/Aix-Marseille Université, Europdle de I'Arbois, 13545 Aix-en-Provence, France
9 International Consortium for the Environmental Implications of Nanotechnology iCEINT, Europole de I'Arbois, 13545 Aix en Provence, France
€ Nancy Université, INPL/INRA, UMR 1120, Laboratoire Sols et Environnement, BP 172-2, Avenue de la forét de Haye, F-54505 Vandceuvre-lés-Nancy Cedex, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 25 January 2011
Received in revised form
6 May 2011

Accepted 21 May 2011

Keywords:
Nanocomposite
TiO, byproducts
Earthworm
Biomarker

The increasing production of nanomaterials will in turn increase the release of nanosized byproducts to
the environment. The aim of this study was to evaluate the behaviour, uptake and ecotoxicity of TiO;
byproducts in the earthworm Eisenia fetida. Worms were exposed to suspensions containing 0.1, 1 and
10 mg/L of byproducts for 24 h. Size of TiO, byproducts showed aggregation of particles up to 700 um
with laser diffraction. Only worms exposed at 10 mg/L showed bioaccumulation of titanium (ICP-AES),
increasing expression of metallothionein and superoxide dismutase mRNA (Real-time PCR) and induc-
tion of apoptotic activity (Apostain and TUNEL). TiO, byproducts did not induce cytotoxicity on
ceelomocytes, but a significant decrease of phagocytosis was observed starting from 0.1 mg/L. In
conclusion, bioaccumulation of byproducts and their production of reactive oxygen species could be
responsible for the alteration of the antioxidant system in worms.

Crown Copyright © 2011 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Engineered nanomaterials are produced in large amounts and
employed in an ever increasing range of applications due to their
novel physico-chemical properties (Masciangioli and Zhang, 2003).
Titanium dioxide (TiO,) nanoparticles are one of the most
commonly used in commercial products such as UV filter in
cosmetics, self cleaning glasses, food packaging, paint or waste-
water treatments (Bae and Tak, 2005; Aitken et al., 2006).
According to the classification of Hansen et al. (2007), TiO, nano-
composites incorporated in sunscreens or paints enter into
a particular category of high environmental mobility where free
nanoparticles are suspended in a liquid. The production, use and
wastes of nanomaterials lead to the release of pristine nano-
materials, as well as their aged and transformed byproducts into

Abbreviation: BSA, bovine serum albumin; FBS, fetal bovine serum; GGE,
guaiacol glyceryl ether; ICP-AES, inductively coupled plasma-atomic emission
spectrometry; LBSS, lumbricus balanced salt solution; MEM, minimum essential
medium; MT, metallothionein; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; PBS, phosphate buffered saline; ROS, reactive
oxygen species; SOD, superoxide dismutase; TUNEL, terminal transferase dUTP nick
end labelling.

* Corresponding author.
E-mail address: emilie.bigorgne@umail.univ-metz.fr (E. Bigorgne).

the environment. For TiO, nanocomposites in sunscreens, an
important route is washing off during swimming and through
showering where the nanomaterials end up in wastewaters and
sewage sludge (Botta et al., 2011; Johnson et al., 2011). Recently,
quantities of TiO, engineered nanoparticles released into the
environment have been modelling (Mueller and Nowack, 2008;
Gottschalk et al., 2009). TiOy-based nanoparticles used in
sunscreens consist of a TiO, core coated with magnesium, silica,
alumina or zirconium to eliminate UV reactivity (Wakefield et al.,
2004; Pan et al., 2009). The nanocomposite tested in this study is
also used in sunscreens and it consists of a TiO; core with a shell of
Al(OH)3 to inhibit photocatalytic properties, and a coating of an
organic polymers like polydimethyl siloxane (PDMS). Most of the
organic coating is rapidly lost from the mineral core/shell compo-
nent during weathering and other alteration processes, whereas
the AI(OH); shell is more resistant (Auffan et al., 2010; Labille et al.,
2010). With such a remaining Al(OH)3 coating, no superoxide ions
are produced from the photoactive/phototoxic TiO, core. These
byproducts are thus a pertinent material to study with respect to
environmental fate, ecotoxicological effects of TiO,-based nano-
materials in sunscreens (Auffan et al., 2010; Labille et al., 2010).
Ecotoxicity of pristine TiO, nanoparticles has been studied, espe-
cially on aquatic organisms (Federici et al., 2007; Blaise et al., 2008;
Aruoja et al., 2009; Canesi et al., 2010), though their effects in
terrestrial ecosystem have received less attention (Hu et al., 2010).

0269-7491/$ — see front matter Crown Copyright © 2011 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Earthworms play a key role for soil functioning, and are therefore
used extensively in terrestrial ecotoxicity studies. Thus, the toxicity
of metals (Reinecke et al., 2001; Spurgeon et al., 2004; Nahmani
et al., 2007; Bigorgne et al., 2010), pesticides (Xiao et al., 2006;
Garcia et al., 2008), polycyclic aromatic hydrocarbons (Eom et al.,
2007; Qiao et al.,, 2007) and other environmental pollutants to
earthworms are well known, but a similar examination of the
effects of nanomaterials on earthworm are only starting to appear
(Oughton et al., 2008; Scott-Fordsmand et al., 2008; Hu et al., 2010;
Unrine et al., 2010a,b; van der Ploeg et al., 2011).

TiO, nanoparticles may induce oxidative stress due to their
photocatalytic properties (Almquist and Biswas, 2002). Anti-
oxydant systems, such as superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathione S-transferases and metallothioneins (MT)
protect organisms from reactive oxygen species (ROS) and their
mRNA expression level may be used as a biomarker for toxicity
(Spurgeon et al., 2004; Asensio et al., 2007; Brulle et al., 2007,
2008). At a cellular level, other immunological biomarkers are
well developed on earthworms, such as ceelomocytes phagocytosis
(Ville et al., 1995; Fournier et al., 2000) and cell viability (Eyambe
et al., 1991). Apoptosis, or programmed cell death, which at low
rates is a normal phenomenon in multicellular organisms and that
plays a key role in their immune response (Pulido and Parrish,
2003) may be also assessed quantitatively and used as a sensitive
ecotoxicological endpoint, even for sublethal effects of engineered
nanoparticles (Lapied et al., 2010).

In this paper, which constitutes a preliminary step of ecotox-
icological risk assessment, we aim to evaluate the potential effects
of TiO, byproducts for earthworms, enhancing their bioavailability
and contact with Eisenia fetida. That's why this first experiment was
done using a liquid medium to simulate the worst case of exposure.
Next step will be to compare these effects to those obtained during
more ecologically relevant exposure in soil medium, and will
permit to assess the role of abiotic factors on byproducts availability
and toxicity.

Thus, the aims of the present paper were to evaluate the
behaviour of TiO, byproducts and their potential acute toxicity after
only 24 h of exposure. This was assessed by measuring: 1) any
changes in the size of TiO, byproducts during exposure in a liquid
medium; 2) the potential bioaccumulation of aluminium and tita-
nium in earthworm tissues; 3) a battery of earthworm biomarkers,
including mRNA expression of detoxification genes, frequency of
apoptosis in different cell type, and immunotoxicity using cell
viability and phagocytic activity of celomocytes.

2. Materials and methods
2.1. Nanocomposite alteration and suspension characterization

We used a commercially available nanocomposite (T-lite™ SF, BASF, Germany)
which is commonly used in cosmetic creams as UV blockers. T-lite™ SF is composed
of a TiO, core (14—16 nm) coated with a layer of aluminium hydroxide [Al(OH)3] and
a second layer of polydimethyl siloxane (PDMS). According to the manufacturer, the
TiO, cristallites used in T-lite™ SF are nano-rutile rods of 50 nm length per 10 nm
width. In order to simulate the alteration that this nanocomposite is bound to
undergo in contact with environmental matrices, an accelerated ageing process was
performed (Labille et al., 2010). This alteration process consists in mixing 100 mg of
nanocomposite (T-lite) in 250 mL of ultrapure water. The mixture was submitted to
magnetic stirring at 690 rpm under a white light (400 W Philips® 114 Master HPI-T
Plus) during 48 h. After alteration, this mixture was settled for 48 h and the
supernatant of stable TiO, altered nanocomposites, called byproducts, was used for
the tests. This alteration process removed most of the PDMS layer (Auffan et al.,
2010) and produced stable suspensions of TiO, byproducts. The observation of
these byproducts with TEM reveals that sticks of nano-TiO, are embedded in an
amorphous layer of Al(OH); (Fig. 1). The quantity of TiO, byproducts was measured
by filtering an aliquot of suspension (20 mL) through a 25 nm membrane filter and
drying filter at 105 °C for 24 h. The concentration measured was 100 mg/L TiO;
byproducts. ICP-AES measurement showed that byproducts suspension (100 mg/L)

Fig.1. TEM image of TiO, byproducts recovered just after the 48 h alteration process of
nanocomposite (T-lite™ SF, BASF, Germany).

contains 3.5 + 0.3 mg Al/L and 53.6 & 5.6 mg Ti/L. The size distribution of TiO;
byproducts ranged from 100 to 700 nm (Labille et al., 2010).

After shaking TiO, byproducts, this suspension was diluted 10, 100 and 1000
times referred to as 10,1 and 0.1 mg/L using a 1:1 (v/v) mixture of mineral water and
ultrapure water (later referred to as “the medium”). A low concentration of mineral
salts was provided in order to avoid that worms suffered from osmotic stress. The
mineral water contained (nominal value in mg/L): Ca: 80; Mg: 26; Na: 6.5; K: 1; Si:
15; COs3: 360; SO4: 12.6; Cl: 6.8; NOs: 3.7. The pH of the medium measured before
exposure was 7.66 + 0.17. All experiments included a control treatment containing
only the medium. Laser diffraction (Malvern Mastersizer S, Malvern Instruments,
UK; range: 50 nm to 900 um) was used to measure the size distribution of TiO;
byproducts in the medium after 20 s, 10 min, 2 h and 10 h exposure to worms.

Turbidity measurements were used to determine limit conditions for colloidal
stability of TiO, byproducts dispersion as a function of its concentration. The
suspension (100 mg/L) was diluted to obtain suspension from 0.1 to 10 mg/L in the
mixture of ultrapure water and mineral water (1:1; v/v), and left 24 h in the dark to
allow settling of particles. The supernatant turbidity was measured using a Hach
2100AN turbidimeter.

2.2. Earthworm exposure

Healthy, immature (without clitellum) earthworms (E. fetida) of similar size
(265 + 40 mg) were selected from the breeding stocks of our laboratory, washed
with deionised water and maintained for 48 h at 20 °C in Petri dishes containing
moist Whatman No. 1 filter paper to clear their gut of soil residues. Filters were
changed three times per day to prevent coprophagy. Following depuration, groups of
6 worms were introduced in glass petri dishes (experiment unit) containing TiO;
byproducts (0.1, 1 or 10 mg/L) freshly prepared or only mixture of water (control
treatment) for a period of 24 h. Suspension of TiO, byproducts was resuspended
three times during the exposure. Bioaccumulation and immune cells analyses were
examined with 5 and 4 replicates per treatment respectively, while for mRNA
expression of detoxification genes and apoptosis, 3 replicates per treatment were
used.

After 24 h of exposure to the different concentrations (0.1,1 and 10 mg/L) of TiO,
byproducts, all worms were alive.

2.3. Bioaccumulation measurements

After exposure, one worm per replicate of each treatment were rinsed with
deionised water and frozen at —20 °C. Then, these worms were dried at 40 °C for
24 h and weighed. Metal concentrations in worms were measured by dissolving
them in 2 mL of HNO3 (68%) at room temperature for 2 h and at 80 °C for 20 h. After
cooling, they were digested in 2 mL H,0; (30%) for at least 2 h at room temperature.
After filtration through ash free filters (Prolabo), solutions were adjusted to 10 mL
with deionised water. Aluminium and titanium concentrations were measured
using ICP-AES by INRA (National Institute of Agronomic Research, Arras, France).
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Because biological standard reference materials containing TiO, were not available,
laboratory controls were prepared with earthworm, E. fetida, exposed to TiO;
byproducts (25 mg/L). Triplicate digestions and analyses were performed by three
independant laboratory using ICP-AES. The results indicated titanium concentra-
tions within 5% of the mean value (28.24 mg/kg).

2.4. mRNA expression pattern

2.4.1. Total RNA extraction and cDNA synthesis

After exposure, three worms per replicate of each treatment were rinsed with
distilled water and digestive tissues were immediately dissected and pooled. The
digestive tissues were placed in 4 M guanidium isothiocyanate solution (Fermentas
Life Sciences, Vilnius, Lithuania) and conserved at —80 °C to avoid RNA degradation.
Total RNAs were extracted from 30 mg of each tissue using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Valencia, USA). The RNA integrity was estimated by electrophoresis ona 1.5%
agarose gel in TAE (Tris 40 mM, Acetic acid 1 mM, EDTA 40 mM) buffer and visuali-
zation under UV light. Reverse-transcription was performed on 1 pg of total RNA
using the Revert Aid MuLV RT Kit (Fermentas Life Sciences, Vilnius, Lithuania). The
reaction was conducted at 42 °C for 30 min in 10 mM Tris—HCl, 50 mM KCI, 5 mM
MgCly, 1 mM dNTP mix, 2.5 uM of OligodT primer, 10 U/uL of Revert Aid MuLV RT and
1 U/uL of Ribolock RNase Inhibitor (Fermentas Life Sciences, Vilnius, Lithuania).

2.4.2. Quantitative Real-time PCR

Evaluation of MT and SOD mRNA expression was carried out by Real-time
quantitative PCR using an SYBR Green dye (Applied Biosystems, Foster City, USA)
in a MiniOpticon system according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad,
Hercules, USA). Specific primers MT.F200, MT.R100, SOD.F50 and SOD.R200 were
used to amplify cDNA of MT and SOD. Ubiquitin cDNA was co-amplified as a control
using Ubiq.F100 and Ubiq.R100 primers. We chose specific primers according to
E. fetida MT and SOD sequences available in GenBank (accession numbers: AJ236886,
DQ286712) using Primer 3 software. Primers were obtained from Invitrogen
(Carlsbad, USA) and their sequences are given in Table 1.

PCR amplifications were performed in 20 pL of the following mixture: 5 pL of
diluted cDNA, 10 uL of qPCR GoTaq Master Mix, and 500 nM of Ubiquitine, MT or SOD
primers. The following PCR conditions were used: 10 min initial denaturation at
94 °C followed by 40 repeated amplification and quantification steps (denaturation
at 94 °C for 20 s, annealing at 58 °C for 20 s, polymerization at 72 °C for 20 s) and
a 5 min final extension at 72 °C. A melting curve of PCR products (40—95 °C) was also
performed to ensure the absence of artefacts (data not shown). Negative controls
using non reverse-transcribed RNA were performed to confirm the absence of
contamination. cDNA pool was diluted between 1:20 and 1:320 to calculate PCR
efficiencies (E). Efficiency values were 0.890, 0.894 and 1.104 for ubiquitin, MT and
SOD, respectively. Expression levels of the target gene (Tg) were compared to the
expression of the constitutively expressed ubiquitin (ubiq) gene using the 2~24Ct
method (Livak and Schmittgen, 2001). For each condition, results were obtained
from three independent RT-qPCRs from three different samples.

2.5. Apoptosis

After exposure, one earthworm per replicate of each treatment was fixed in 4%
buffered formaline for at least one week. Later, fixed individuals were dehydrated for
72 h, embedded in paraffin and cut into 7 pm transverse sections in the intestinal
region (approximately at segment number 30). Apoptosis was examined using two
methods: Apostain and TUNEL.

The Apostain method was performed according to the manufacture’s protocol
(Absys, Paris, France). To confirm results obtained with Apostain, the TUNEL method
was performed using the in situ Cell Death Detection Kit POD (Roche Diagnostic,
Mannheim, Germany). Procedure of these two methods has been well developed by
Lapied et al. (2010). For both methods, stained cells in five tissues (cuticule, circular
musculature, longitudinal musculature, intestinal epithelium and chloragogenous
matrix) were counted on histological sections using a light microscope (Nikon
Eclipse E 400) connected to a Nikon DXM 1200 digital camera at 945x magnifica-
tion. In order to compare treatment effects and establish dose—response relation-
ships, the number of Apostain and TUNEL positive stained cells per mm? was
recorded. The number of stained cells was counted on 3 different worms and on 5
one-mm? quadrats per tissue type and worm (on a same histological section).

Table 1
Sequences of primers used for PCR amplifications.

Primers Sequences (5'—3')
Ubiq.F100 CACCCTTCACCTTGTGTT
Ubiq.R100 GGAATTCCTTCCTTGTCC
MT.F200 CTGCAAAAAGCTTTGCTGTG
MT.R100 TATTTCAATGCCTCGGCTCT
SOD.F50 TGGATTTCACGTGCATGAGT
SOD.R200 GCCAAGATCGTCCACCAGCT
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Fig. 2. Volumic size distribution of TiO, byproducts (10 mg/L) in the earthworm
exposure medium (1:1 milliQ water:mineral water; v/v) at 20 s (thick black line),
10 min (grey line), 2 h (thin black line) and 10 h (dotted line) measured by laser
diffraction.

2.6. Immunotoxicity

2.6.1. Immune cells extrusion

After 24 h exposure to TiO, byproducts, six worms per replicate for each
treatment were rinsed with LBSS adjusted to 300 mosmol/L (NaCl: 71.5 mM; KCl:
4.8 mM, MgS04: 1.1 mM, KH,PO4: 0.4 mM, NaaHPO4 H>0: 0.3 mM, NaHCOs: 4.2 mM;
pH 7.3) and placed in a 15 mL tube containing 3 mL of extrusion medium (LBSS 300
mosmol/L with 1% GGE and 0.02% EDTA). Then, ceelomocytes (cells from cceelomic
fluid) were spontaneously extruded through dorsal pores for 3 min. After extrusion,
worms were removed and cells centrifuged at 150 x g for 10 min. Supernatants were
removed and 300 pL of culture medium (MEM 85%, FBS 10%, Hepés 1%, L glutamine
2 mM, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL, tetracyclin 60 pg/mlL,
amphotericin B 30 pg/mL) were added. Cells from the same replicate (6 worms)
were pooled and the cell suspensions adjusted to 10® cells/mL in order to evaluate
cell viability and phagocytic activity.

2.6.2. Cell viability

The MTT colouring assay was performed according to Carmichael et al. (1987),
with some modifications. Fifty microlitre of MTT (10 mg/mL) was added to 50 pL of
cell suspension at 108 cells/mL. After 24 h incubation in the dark at 16 °C, 50 puL
DMSO and 50 pL lysis solution (0.1 N HCl in isopropanol/10% Triton X100; v/v) were
added. Absorbance was recorded at 570 nm after 3 h incubation. All readings were
corrected by subtracting blanks (LBSS). Tests were considered valid only if the right
LBSS blank did not differ more than 20% from the left blank (Maleri et al., 2008). As
well as the response of MTT is depending on the cell concentration, results were
standardized based on protein content measured using BCA (bicinchoninic acid)
protein methods following the manufacturer’s procedure.

2.6.3. Phagocytic activity

After earthworm exposure to TiO, byproducts, ceelomocytes were extruded with
the same protocol as the MTT assay. Cells were adjusted to 10 cells per mL and latex
beads (2 pm, Sigma L0905) were added with a ratio of 1:100 (cells:beads). After 18 h
incubation at 16 °C under gentle shaking, the cell suspensions were deposited on
a BSA gradient and a centrifugation at 150 x g during 10 min was performed to
exclude free beads. The supernatant was removed and 100 pL of LBSS was added.
Cells were spread onto a microscope slide and fixed with paraformaldehyde (4%).
Slides were washed twice in PBS buffer. Anti-fading agent (DABCO 0.2 mM; Tris—HCl
200 mM, pH 8; Glycerol 86%) was spread on each slide and a cover slip added. Slides
were observed using an Epi-fluorescence microscope (Nikon eclipse E 800). For each
concentration, 4 slides were prepared and two counts of one hundred cells per slide
were counted blindly. The number of cells with at least 1 bead engulfed was
considered as phagocytic cell among the hundred counted cells.

2.7. Statistical analysis

Normality was tested using Shapiro—Wilk test and the homogeneity of variance
was tested by the Bartlett test. Differences in metal content between treatments
were evaluated by ANOVA followed by a post hoc HSD Tukey test of log transformed
data. mRNA expression levels, cellular viability and phagocytic activity were ana-
lysed by ANOVA followed by a post hoc HSD Tukey test. Differences in apoptotic
activity in stained cells between treatments and tissues were evaluated by ANOVA 2
(2 factors: concentrations and tissues) followed by a post hoc HSD Tukey test.
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Statistical analyses were conducted using R software (R Development Core Team,
2006). Differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. TiO, byproducts characterization

The size distribution of TiO, byproducts in water (pH
7.66 + 0.17) as a function of time is presented in Fig. 2. Initially, the
size distribution was characterized by two particle populations:
one peak around 0.2—0.3 um, corresponding to well-dispersed
stable nanocomposites in suspension, and a second peak around
5—6 pum. The aggregation of TiO, byproducts evolved slowly and the
same pattern was observed after 10 min and 2 h. The size distri-
bution was then composed mainly by particles around 10 pm.
However, between 2 and 10 h a new size class appeared around
700 um. It is worth noting that the size is shown in volume fraction
and that the 700 um particle population is a minor component if
expressed in number of particles. Among such a large poly-
dispersity, aggregates larger than 10 um are expected to not remain
stable in suspension and therefore being rapidly settled out. This is
confirmed by the relative turbidity of the overnight supernatant,
which drops down to 26.9 for the 10 mg/L suspension (Table 2).
However, it appears that the more diluted suspensions (0.1 and
1 mg/L) undergo slower settling, since the measured turbidity
increases with dilution. This is certainly due to the interparticle
collision frequency, which decreases with particle concentration,
and which is a limiting parameter for aggregation kinetics.

3.2. Bioaccumulation

Fig. 3 shows body concentrations of metals in E. fetida exposed
to TiOy byproducts during 24 h. For aluminium (Fig. 3a), body
concentrations were constant at all the four concentrations tested
with 136, 131, 114 and 122 mg/kg for worms exposed to 0, 0.1, 1 and
10 mg/L respectively (ANOVA, p = 0.45). In contrast, a significant
increase of titanium was observed in tissues for worms exposed at
10 mg/L in comparison with controls (19.50 and 9.66 mg Ti/kg,
respectively; Fig. 3b; ANOVA, p = 0.0008).

3.3. mRNA expression pattern

The expression patterns of MT and SOD in gut tissues of earth-
worms exposed to TiO, byproducts showed significantly increased
transcript levels compared to controls (Fig. 4). Metallothionein
levels in worms exposed to 10 mg/L showed a 9.5-folds increase
compared to controls (post-hoc Tukey test, p = 0.004), worms
exposed to lower concentrations were not significantly increased.
Mean SOD transcript levels at 0.1 and 1.0 mg/L were not significantly
different from controls, while at 10 mg/L, SOD mRNA levels were
6.6-fold higher than in controls (post-hoc Tukey test, p = 0.0007).

3.4. Apoptosis

Fig. 5 shows apoptotic activity measured using Apostain after
24 h exposure to TiO, byproducts. Significant differences were found
for different concentrations (ANOVA 2, p = 0.0001; Fig. 5a) and

Table 2
Supernatant relative turbidity of TiO, byproducts suspension at concen-
tration tested after 24 h settling.

TiO, Byproducts (mg/L) Relative turbidity

0.1 96.02
1 63.39
10 26.93
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Fig. 3. Mean (£SD) of Al (a) and Ti (b) body concentrations (mg/kg, d.w.) in Eisenia
fetida exposed for 24 h to TiO, byproducts. Different letters indicate significant
differences (p < 0.01, n = 5).

tissue types (ANOVA 2, p = 0.0004; Fig. 5b). A significant increase of
apoptosis compared to controls was only observed in worms
exposed to 10 mg/L (Fig. 5a). Globally, apoptotic activity was higher
in cuticule cells, intestinal epithelium and chloragogen cells (mean
densities of Apostain positive cells: 5.68, 5.40 and 5.83 cells mm 2,
respectively) compared to circular musculature where the mean
density was 3.07 cells mm~2 (Fig. 5b). Apoptotic activity in longi-

tudinal musculature was not significantly different from that in

80 -
70 -
60 -

50 -

Expression Level (arbitrary unit)
B
o

Fig. 4. Expression levels of MT and SOD mRNA (mean =+ SD) in gut tissues of Eisenia
fetida after 24 h of exposure to different concentrations of TiO, byproducts: 0, 0.1, 1 and
10 mg/L. Different letters indicate significant differences (p < 0.05, n = 3).
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Apoptotic Cells mm-2

0 mg/L 0.1 mg/L 1 mg/L 10 mg/L

Apoptotic Cells mm-2

Circular
Musculature

Cuticule Longitudinal

Musculature

Intestinal Chloragogen
Epithelium Cells

Fig. 5. Mean densities (+-SEM) of Apostain positive cells recorded in Eisenia fetida after
24 h of exposure to different concentrations of TiO, byproducts: a) Comparison of
apoptotic response between different concentrations of TiO, byproducts: 0, 0.1, 1 and
10 mg/L. b) Comparison of apoptotic response between different type of tissue.
Different letters indicate significant differences (p < 0.05, n = 3).

other tissues. These results were confirmed by apoptotic activity
measured by the TUNEL method (data not shown).

3.5. Immunotoxicity

No significant variation of cellular viability was observed at any
of the three concentrations tested compared to control (ANOVA,
p = 0.3; Table 3). Concerning phagocytosis activity (Table 3),
significant decreases corresponding to 45.4, 40.4 and 44.2% of
activity for 0.1, 1 and 10 mg/L of TiO byproducts respectively, were
observed compared to controls which exhibited 59.3% of phago-
cytosis (ANOVA, p = 0.001).

4. Discussion

In this laboratory experiment we showed that in liquid medium,
TiO, byproducts reached pm size and can induce sublethal effects
on the earthworm E. fetida after only 24 h exposure at byproducts
concentrations below 10 mg/L.

Table 3

Viability and phagocytosis activity (mean + SD) of ceelomocytes from earthworms
exposed 24 h to TiO, byproducts. Different letters indicate significant differences
(n=4,p < 0.05).

0 mg/L 0.1 mg/L 10 mg/L

Cell viability (%) 100.0° + 11.4 98.1% + 1.8 95.9* + 10.8 105.2% + 2.6
Phagocytosis activity (%) 59.3% + 12.9 454° £ 8.7 404°> £ 7.5 442° + 4.1

1 mg/L

4.1. TiOz byproducts behaviour and accumulation

The predicted environmental concentrations (PEC) of nano-TiO;
in water and soil at the current rates of use and release has been
estimated to be 0.7-16 pg/L and 0.4—4.8 pg/kg, respectively
(Mueller and Nowack, 2008). Johnson et al. (2011) have also pre-
dicted a sunscreen TiO, ENP of 8.8 pg/L for UK water. They have
estimated that wasted sludge contained 305 g Ti/g. To evaluate the
potential ecotoxicity of TiO, byproducts in our study, worms have
been exposed to higher concentrations than those observed in the
environment, with Ti concentrations from 0.05 to 5.36 mg/L. As
mentioned before, these concentrations were chosen to simulate
the worst case of exposure. In our experiment, worms were
exposed to TiO, byproducts not only in the nanometre range, but
also in the micrometre range with aggregates in the exposure
medium. Nevertheless, characterization results show that worms
were exposed to the same proportion of particles below 1 um at the
3 tested concentrations. At 10 mg/L, worms were also exposed to
larger particles with a size ranging between 100 and 1000 pm.
Settling of these aggregates larger than 10 pm could explain the
strong decrease of turbidity observed at 10 mg/L of byproducts.
Salts added via mineral water modified the pH of the suspension
which reached 7.7 corresponding to the isoelectric point of the TiO,
byproducts (Labille et al., 2010). At this pH, the repulsive forces are
at their weakest due to low surface charge, and the particles are
likely to undergo aggregation (Jiang et al., 2009). Compared to the
initial stable byproducts suspension, the addition of salts in the
aqueous medium could explain the aggregation of TiO, byproducts
and the formation of micrometre-sized aggregates. However it is
important to remind that aggregation due to annihilation of
repulsive forces (pH and salinity modifications) is a reversible
phenomenon and that particles are maintained in the aggregates
only by weak forces (i.e. Details given by the DLVO theory).

Bioavailability measured as uptake in worms showed that tita-
nium was accumulated by worms exposed to byproducts at 10 mg/L
(corresponding to 5.36 mg Ti/L) with a mean body concentration of
19.5 mg Ti/kg dry weight compared to 9.66 mg Ti/kg for controls
Preliminary results obtained by X-ray fluorescent micro-
spectroscopy localize titanium in gut tissues (data not shown). Hu
et al. (2010) also showed a significant bioaccumulation of tita-
nium in E. fetida exposed for 7 days to 1 and 5 g/kg of nanosized
TiO, in OECD soil, resulting in body concentrations of 10 and
30 mg Ti/kg fresh weight, respectively. Differences in exposure
conditions (duration and Ti concentration), but also aggregate size,
could explain higher levels of titanium in this report compared to
our study. For other organisms, like fish, a slight bioaccumulation of
TiO, has also been observed during 14 days exposure to approxi-
mately the same range of concentrations (0.1, 0.5 and 1 mg/L)
(Federici et al., 2007). Galloway et al. (2010) studying the marine
lugworm Arenicola marina observed TiO, nanoparticle aggregates
in microvilli of their lumen, but without uptake from the guts into
cells or tissues. The likely aggregation of nanoparticles into
micrometre-sized aggregates would prevent entry into cells via gap
junctions or nanosized pores and thus prevent uptake of TiO;
nanoparticles across skin and gut tissues. In contrast it seems that
Al was not bioaccumulated by worms exposed to the byproducts. Al
content in worms did not differ between the control treatment
(136 mg Al/kg) and those containing TiO, byproducts
(114—131 mg Al/kg). This is in accordance with the data of Coleman
etal.(2010) and Nahmani et al. (2007) who found Al concentrations
in uncontaminated E. fetida in the same range (114—132 mg Al/kg,
and 126 mg Al/kg respectively).

Moreover, based on the initial Ti/Al ratio in the TiO;, byproducts,
the titanium bioaccumulation by worms at 10 mg/L of byproducts
was expected to be coupled with Al bioaccumulation along the
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same ratio. Therefore, the Al concentration in the body would have
increased by almost 10% of the Ti concentration i.e.
=10 mg x 0.1 =1 mg/kg. As the natural Al concentration in worms
is around 120 + 10 mg/kg, a 1 mg/kg increase could not be detected
from the background.

4.2. TiO, byproducts ecotoxic effects

Induction of metallothioneins in gut tissues coincided with
enhanced uptake of titanium in the whole body of worms exposed
to 10 mg/L of TiO; byproducts. Metallothioneins are metals binding
proteins which maintain intracellular redox equilibrium and are
involved in detoxification of excess metal ions and in antioxidant
defences. Unrine et al. (2010b) showed an increase of metal-
lothioneins expression in worms E. fetida exposed at least to
20 mg/kg of Cu nanoparticles. TiO, byproducts thus seemed to
stimulate the detoxification system, as shown by the increase of
SOD mRNA levels at the highest exposure concentration. This
contrasts with the findings of Cui et al. (2010) who found a reduc-
tion of MT and SOD expression levels in mouse liver after exposure
to TiO, for 60 days at 10 and 50 mg/kg. SOD neutralises free radical
superoxides by catalysing their convertion to peroxides and diva-
lent oxygen (Fridovich, 1989), so the induction of MT and SOD could
protect cells from oxidative stress generated by TiO,. The produc-
tion of ROS associated with nanoparticles could explain the
induction of proteins implied in the antioxidant system in worms
(Foucaud et al., 2007). In the specific case of TiO, byproducts it has
been shown that the protective Al layer prevents direct production
of ROS through photocatalytic effect (Auffan et al., 2010). However
in the gut, presence of organic ligands potentially complexing Al
may favour alteration and/or dissolution of the Al(OH); protective
layer. This would imply exposition to the underlying bare nano-
TiO, core, and thus its potential photoactivation. This may assume
that oxidative stress could be induced. Then, increase of MT and
SOD may be related to ROS production by TiO, byproducts at
10 mg/L.

An enhanced rate of apoptosis is another biomarker that has
been used to demonstrate adverse effects of nanoparticles in
earthworms (Lapied et al., 2010). The increased rate of apoptosis
that we observed in worms exposed to TiO; byproducts at 10 mg/L
could be also explained by the formation of ROS. Moreover, the
structure of the titanium dioxide nanocomposite corresponds to
rutile, which is known to be an initiator of apoptosis through
formation of ROS (Braydich-Stolle et al., 2008). In our study, the
highest rates of apoptosis were observed in cuticule, intestinal
epithelium and chloragogenous tissues. The same tendency was
observed in the earthworm Lumbricus terrestris exposed to the
same particles, TiO, byproducts (also called aged TiO, nano-
composites) in water for 7 days (Lapied et al., in press). These
authors showed that cuticule and intestinal epithelium are affected
in worms exposed to 100 mg/L of TiO, byproducts.

In our study, no effect on ceelomocyte viability was observed at
any concentration tested using MTT. The fact that we exposed the
worms to TiO2 byproducts in vivo could explain this lack of effect,
as ceelomocytes were not directly exposed to TiO, byproducts and
their aggregates. In contrast, cytotoxicity of TiO, has been
observed using ccelomocytes of the lugworm A. marina at higher
concentrations (2 and 3 g/kg) in sediments using neutral red
retention assay after 10 d exposure (Galloway et al., 2010). A
significant decrease of CHO-k1 cells viability starting at 5 mg/L
was also observed using MTT assay after a 24-h exposure to TiO,
in vitro (Di Virgilio et al., 2010). Although ceclomocyte viability was
not affected by TiO, byproducts in our study, a significant decrease
of phagocytosis was observed starting at 0.1 mg/L. Even if
celomocytes seem not to be in contact with the particles their

immune function was modify by the exposure to TiO, byproducts
without any dose-effect relationship. A significant decrease of
phagocytosis has been observed on macrophages (murine cells)
exposed to ultrafine titanium dioxide (Renwick et al., 2001). These
authors showed that TiO; particles were not directly toxic to the
cells. It is well known that phagocytosis is considered as a reliable
biomarker for metal pollution, but the effects of nanoparticles on
this immune function are still poorly known. Our study indicates
that while viability of ccelomocytes seems to be insensitive to TiO;
at low concentrations, phagocytosis appears to be a promising
biomarker.

The different sensitivity and responsiveness of the tested
endpoints show that it is crucial to evaluate ecotoxicity of nano-
materials with a battery of biomarkers. Moreover it is worth noting
that bare TiO, nanoparticles and TiO; byproducts used in sunscreen
can induce different biological effects. This strongly suggests that
surface structure and properties need to be addressed in nano-
ecotoxicological studies.

4.3. Exposure scenario: from microcosms to the real world

In this paper, the aims were to characterize the behaviour of
byproducts in the medium of exposure, and to evaluate (at
reasonable TiO, concentrations) the potential effects of TiO»
byproducts for earthworms, by enhancing their bioavailability for
earthworm. Thus a liquid medium was chosen for the exposure.
Experiments with earthworms in liquid medium have been carried
out for physiological and ecotoxicological researches over periods
of several weeks without severe effects (Oglesby, 1978; Kiewiet and
Ma, 1991; Arnold et al, 2003). Oglesby (1978) states that the
physiology of earthworms is typical of conventional freshwater
invertebrates, and that they are frequently studied as if they were
fully aquatic organisms (Janssen et al., 1997). This experiment in
liquid medium didn’t affect survival of worms after 24 h of expo-
sure. Titanium has been bioaccumulated and the only damages at
molecular and cellular level were observed on worms exposed to
10 mg/L of TiO; byproducts.

Generally, natural organic matter (NOM), clays, and others
colloidal materials present in environmental systems are known to
chelate heavy metals and to modify their mobility and bioavail-
ability. Wiesner and Bottero (2007) show that NOM may alter
characteristics of nanoparticles, in such a way that aggregation may
unfavour direct contact with organisms, and imply a decrease of
toxicity. Conversely, Domingos et al. (2009) showed that humic acid
could decrease the aggregation of TiO, nanoparticles. Actually, the
ratio between nanoparticle surface and adsorbing molecules is
a driving parameter that may favour either bridging flocculation or
steric stabilization, so that opposite tendencies may be encoun-
tered with the same constituents (Labille et al., 2010). These
considerations emphasize the need for more ecologically relevant
experiments, with soil medium, in which abiotic (in progress), and
biotic interactions can be taken into account.

Acknowledgements

This study was performed in the framework of project INSU
EC2CO Cytrix « Nanoalter » The authors also acknowledge the
French Environment and Energy Management Agency (ADEME)
and the Region Lorraine for their financial support.

Appendix. Supplementary material

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.envpol.2011.05.024.


http://dx.doi.org/10.1016/j.envpol.2011.05.024

2704 E. Bigorgne et al. / Environmental Pollution 159 (2011) 2698—2705

References

Aitken, RJ., Chaudhry, M.Q., Boxall, A.B.A., Hull, M., 2006. Manufacture and use of
nanomaterials: current status in the UK and global trends. Occupational
Medicine 56, 300—306.

Almquist, C.B., Biswas, P, 2002. Role of synthesis method and particle size of
nanostructured TiO; on its photoactivity. Journal of Catalysis 212, 145—156.
Arnold, RE., Langdon, CJ., Hodson, M.E., Black, S., 2003. Development of a meth-
odology to investigate the importance of chemical speciation on the bioavail-
ability of contaminants to Eisenia andrei: the 7th international symposium on

earthworm ecology, Cardiff, Wales, 2002. Pedobiologia 47, 633—639.

Aruoja, V., Dubourguier, H.-C., Kasemets, K., Kahru, A., 2009. Toxicity of nano-
particles of CuO, ZnO and TiO, to microalgae Pseudokirchneriella subcapitata.
Science of the Total Environment 407, 1461—1468.

Asensio, V., Kille, P, Morgan, A]., Soto, M., Marigomez, 1., 2007. Metallothionein
expression and Neutral Red uptake as biomarkers of metal exposure and effect
in Eisenia fetida and Lumbricus terrestris exposed to Cd. European Journal of Soil
Biology 43, S233—S5238.

Auffan, M., Pedeutour, M., Rose, J., Masion, A., Ziarelli, F., Borschneck, D., Chaneac, C.,
Botta, C,, Chaurand, P,, Labille, J., Bottero, ].-Y., 2010. Structural degradation at
the surface of a TiO,-based nanomaterial used in cosmetics. Environmental
Science & Technology 44, 2689—2694.

Bae, T.-H., Tak, T.-M., 2005. Effect of TiO, nanoparticles on fouling mitigation of
ultrafiltration membranes for activated sludge filtration. Journal of Membrane
Science 249, 1-8.

Bigorgne, E., Cossu-Leguille, C., Bonnard, M., Nahmani, J., 2010. Genotoxic effects of
nickel, trivalent and hexavalent chromium on the Eisenia fetida earthworm.
Chemosphere 80, 1109—-1112.

Blaise, C., Gagné, F., Férard, J.F., Eullafroy, P., 2008. Ecotoxicity of selected nano-
materials to aquatic organisms. Environmental Toxicology 23, 591—598.

Botta, C., Labille, ]., Auffan, M., Borschneck, D., Miche, H., Cabié, M., Masion, A.,
Rose, J., Bottero, J.-Y., 2011. TiO,-based nanoparticles released in water from
commercialized sunscreens in a life-cycle perspective: structures and quanti-
ties. Environmental Pollution 159, 1543—1550.

Braydich-Stolle, LK., Schaeublin, N.M., Murdock, R.C, Jiang, ]., Biswas, P,
Schlager, ].J., Hussain, S.M., 2008. Crystal structure mediates mode of cell death
in TiO, nanotoxicity. Journal of Nanoparticle Research 11, 1361—-1374.

Brulle, F, Cocquerelle, C., Mitta, G., Castric, V. Douay, F, Leprétre, A,
Vandenbulcke, F., 2008. Identification and expression profile of gene transcripts
differentially expressed during metallic exposure in Eisenia fetida coelomocytes.
Developmental & Comparative Immunology 32, 1441—-1453.

Brulle, F,, Mitta, G., Leroux, R., Lemiére, S., Leprétre, A., Vandenbulcke, F., 2007. The
strong induction of metallothionein gene following cadmium exposure tran-
siently affects the expression of many genes in Eisenia fetida: a trade-off
mechanism? Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology 144, 334—341.

Canesi, L., Ciacci, C,, Vallotto, D., Gallo, G., Marcomini, A., Pojana, G., 2010. In vitro
effects of suspensions of selected nanoparticles (C60 fullerene, TiO5, SiO2) on
Mytilus hemocytes. Aquatic Toxicology 96, 151—158.

Carmichael, J., DeGraff, W.G., Gazdar, A.F,, Minna, ].D., Mitchell, J.B., 1987. Evaluation
of a tetrazolium-based semiautomated colorimetrie assay: assessment of che-
mosensitivity testing. Cancer Research 47, 936—942.

Coleman, J.G., Johnson, D.R,, Stanley, K., Bednar, AJ., Weiss Jr, CA., Boyd, RE.,
Steevens, J.A., 2010. Assessing the fate and effects of nano aluminum oxide in
the terrestrial earthworm, Eisenia fetida. Environmental Toxicology and
Chemistry 29, 1575—1580.

Cui, Y., Gong, X., Duan, Y., Li, N,, Hy, R, Liu, H., Hong, M., Zhou, M., Wang, L., Wang, H.,
Hong, F., 2010. Hepatocyte apoptosis and its molecular mechanisms in mice caused
by titanium dioxide nanoparticles. Journal of Hazardous Materials 183, 874—880.

Di Virgilio, A.L,, Reigosa, M., Arnal, P.M., Ferndndez Lorenzo de Mele, M., 2010.
Comparative study of the cytotoxic and genotoxic effects of titanium oxide and
aluminium oxide nanoparticles in Chinese hamster ovary (CHO-K1) cells.
Journal of Hazardous Materials 177, 711-718.

Domingos, R.F, Tufenkji, N., Wilkinson, K.J., 2009. Aggregation of titanium dioxide
nanoparticles: role of a Fulvic acid. Environmental Science & Technology 43,
1282-1286.

Eom, I.C,, Rast, C., Veber, A.M., Vasseur, P., 2007. Ecotoxicity of a polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH)-contaminated soil. Ecotoxicology and Environmental Safety
67, 190—205.

Eyambe, G.E., Goven, AJ]., Fitzpatrick, L.C., Venables, BJ., Cooper, E.L., 1991. A non-
invasive technique for sequential collection of earthworm (Lumbricus terrestris)
leukocytes during subchronic immunotoxicity studies. Laboratory Animals 25,
61-67.

Federici, G., Shaw, BJ., Handy, R.D., 2007. Toxicity of titanium dioxide nanoparticles
to rainbow trout (Oncorhynchus mykiss): gill injury, oxidative stress, and other
physiological effects. Aquatic Toxicology 84, 415—430.

Foucaud, L., Wilson, M.R., Brown, D.M,, Stone, V., 2007. Measurement of reactive
species production by nanoparticles prepared in biologically relevant media.
Toxicology Letters 174, 1-9.

Fournier, M., Cyr, D., Blakley, B., Boermans, H., Brousseau, P., 2000. Phagocytosis as
a biomarker of immunotoxicity in wildlife species exposed to environmental
xenobiotics. American Zoologist 40, 412—420.

Fridovich, L., 1989. Superoxide dismutases. An adaptation to aparamagnetic gas. The
Journal of Biolological Chemistry 264, 7761-7764.

Galloway, T., Lewis, C., Dolciotti, L., Johnston, B.D., Moger, ]., Regoli, F., 2010. Suble-
thal toxicity of nano-titanium dioxide and carbon nanotubes in a sediment
dwelling marine polychaete. Environmental Pollution 158, 1748—1755.

Garcia, M., Rombke, ]., de Brito, M.T., Scheffczyk, A., 2008. Effects of three pesticides
on the avoidance behavior of earthworms in laboratory tests performed under
temperate and tropical conditions. Environmental Pollution 153, 450—456.

Gottschalk, F, Sonderer, T., Scholz, RW., Nowack, B., 2009. Modeled environmental
concentrations of engineered nanomaterials (TiO;, ZnO, Ag, CNT, Fullerenes) for
different regions. Environmental Science & Technology 43, 9216—9222.

Hansen, S.F, Larsen, B.H., Olsen, S.I,, Baun, A., 2007. Categorization framework to aid
hazard identification of nanomaterials. Nanotoxicology 1, 243—250.

Hu, CW, Li, M., Cui, Y.B, Li, D.S., Chen, ]., Yang, L.Y., 2010. Toxicological effects of
TiO; and ZnO nanoparticles in soil on earthworm Eisenia fetida. Soil Biology and
Biochemistry 42, 586—591.

Janssen, M.P.M., Glastra, P., Lembrechts, . EM.M., 1997. The effects of soil chemical
characteristics on the 134Cs concentrations in earthworms. Uptake from liquid
medium. Journal of Environmental Radioactivity 35, 313—330.

Jiang, J., Oberdérster, G., Biswas, P., 2009. Characterization of size, surface charge,
and agglomeration state of nanoparticle dispersions for toxicological studies.
Journal of Nanoparticle Research 11, 77—89.

Johnson, A.C., Bowes, M., Crossley, A, Jarvie, H.P,, Jurkschat, K., Jirgens, M.D.,
Lawlor, AJ., Park, B., Rowland, P, Spurgeon, D., Svendsen, C., Thompson, LP,
Barnes, RJ., Williams, RJ., Xu, N., 2011. An assessment of the fate, behaviour and
environmental risk associated with sunscreen TiOnanoparticles in UK field
scenarios. Science of The Total Environment 409, 2503—2510.

Kiewiet, A.T., Ma, W.-c, 1991. Effect of pH and calcium on lead and cadmium uptake
by earthworms in water. Ecotoxicology and Environmental Safety 21, 32—37.

Labille, J., Feng, J., Botta, C., Borschneck, D., Sammut, M., Cabie, M., Auffan, M.,
Rose, J., Bottero, J.-Y., 2010. Aging of TiO, nanocomposites used in sunscreen.
Dispersion and fate of the degradation products in aqueous environment.
Environmental Pollution 158, 3482—3489.

Lapied, E., Moudilou, E., Exbrayat, J.-M., Oughton, D.H., Joner, EJ., 2010. Silver
nanoparticle exposure causes apoptotic response in the earthworm Lumbricus
terrestris (Oligochaeta). Nanomedicine 5, 975—984.

Lapied, E., Nahmani, J.Y., Moudilou, E., Chaurand, P, Labille, J., Rose, J., Exbrayat, J.-M.,
Oughton, D.H., Joner, EJ. Ecotoxicological effects of an aged TiO, nanocomposite
measured as apoptosis in the anecic earthworm Lumbricus terrestris after
exposure through water, food and soil. Environment International, in press.

Livak, KJ., Schmittgen, T.D., 2001. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2-[Delta][Delta]CT method. Methods 25, 402—408.

Maleri, R.A., Fourie, F.,, Reinecke, AJ., Reinecke, S.A., 2008. Photometric application
of the MTT- and NRR-assays as biomarkers for the evaluation of cytotoxicity
ex vivo in Eisenia andrei. Soil Biology and Biochemistry 40, 1040—1048.

Masciangioli, T., Zhang, W.-X., 2003. Environmental technologies at the nanoscale.
Environmental Science & Technology, 102—108.

Mueller, N.C., Nowack, B., 2008. Exposure modeling of engineered nanoparticles in
the environment. Environmental Science & Technology 42, 4447—4453.

Nahmani, J., Hodson, M.E., Black, S., 2007. Effects of metals on life cycle parameters
of the earthworm Eisenia fetida exposed to field-contaminated, metal-polluted
soils. Environmental Pollution 149, 44—58.

Oglesby, L.C., 1978. Salt and water balance. In: Mill, PJ. (Ed.), Physiology of Annelids.
Academic Press, London, pp. 555—658.

Oughton, D.H., Hertel-Aas, T., Pellicer, E., Mendoza, E., Joner, E.J., 2008. Neutron acti-
vation of engineered nanoparticles as a tool for tracing their environmental fate
and upake in organisms. Environmental Toxicology and Chemistry 27, 1883—1887.

Pan, Z., Lee, W, Slutsky, L., Clark, R.A.F, Pernodet, N., Rafailovich, M.H., 2009.
Adverse effects of titanium dioxide nanoparticles on human dermal fibroblasts
and how to protect cells. Small 5, 511-520.

Pulido, M.D., Parrish, A.R., 2003. Metal-induced apoptosis: mechanisms. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis 533, 227—-241.

Qiao, M., Chen, Y., Wang, C.-X., Wang, Z., Zhuy, Y.-G., 2007. DNA damage and repair
process in earthworm after in vivo and in vitro exposure to soils irrigated by
wastewaters. Environmental Pollution 148, 141—147.

R, Developement Core Team, 2006. R: a Language and Environment for Statistical
Computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, ISBN 3-
900051-07-0. URL. http://[www.R-project.org.

Reinecke, A.J., Reinecke, S.A., Maboeta, M.S., 2001. Cocoon production and viability
as endpoints in toxicity testing of heavy metals with three earthworm species.
Pedobiologia 45, 61—68.

Renwick, L.C., Donaldson, K., Clouter, A., 2001. Impairment of alveolar macrophage
phagocytosis by ultrafine particles. Toxicology and Applied Pharmacology 172,
119-127.

Scott-Fordsmand, ].J., Krogh, P.H., Schaefer, M., Johansen, A., 2008. The toxicity
testing of double-walled nanotubes-contaminated food to Eisenia veneta
earthworms. Ecotoxicology and Environmental Safety 71, 616—619.

Spurgeon, DJ., Stiirzenbaum, S.R., Svendsen, C., Hankard, PK. Morgan, AJ].,
Weeks, J.M,, Kille, P., 2004. Toxicological, cellular and gene expression responses
in earthworms exposed to copper and cadmium. Comparative Biochemistry
and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology 138, 11-21.

Unrine, J.M., Hunyadi, S.E., Tsyusko, O.V. Rao, W., Shoults-Wilson, W.A.,
Bertsch, P.M., 2010a. Evidence for bioavailability of Au nanoparticles from soil
and biodistribution within earthworms (Eisenia fetida). Environmental Science
& Technology 44, 8308—8313.

Unrine, J.M., Tsyusko, O.V., Hunyadi, S.E., Judy, ].D., Bertsch, P.M., 2010b. Effects of
particle size on chemical speciation and bioavailability of copper to earthworms


http://www.R-project.org

E. Bigorgne et al. / Environmental Pollution 159 (2011) 2698—2705 2705

(Eisenia fetida) exposed to copper nanoparticles. Journal of Environmental
Quality 39, 1942—1953.

van der Ploeg, MJ.C., Baveco, ].M., van der Hout, A., Bakker, R., Rietjens, LM.C.M., van
den Brink, N.W., 2011. Effects of C60 nanoparticle exposure on earthworms
(Lumbricus rubellus) and implications for population dynamics. Environmental
Pollution 159, 198—203.

Ville, P, Roch, P, Cooper, E.L, Masson, P, Narbonne, J.F, 1995. PCBs increase
molecular-related activities (lysozyme, antibacterial, hemolysis, protease) but
inhibit macrophage-related functions (phagocytosis, wound healing) in earth-
worms. Journal of Invertebrate Pathology 65, 217—224.

Wakefield, G., Lipscomb, S., Holland, E., Knowland, J., 2004. The effects of manga-
nese doping on UVA absorption and free radical generation of micronised
titanium dioxide and its consequences for the photostability of UVA absorbing
organic sunscreen components. Photochemical & Photobiological Sciences 3,
648—652.

Wiesner, M.R,, Bottero, ].Y., 2007. Environmental Nanotechnology, Applications and
Impact of Nanomaterials. McGraw-Hill. 544.

Xiao, N.-W,, Song, Y., Ge, F,, Liu, X.-H., Ou-Yang, Z.-Y., 2006. Biomarkers responses of
the earthworm Eisenia fetida to acetochlor exposure in OECD soil. Chemosphere
65, 907—-912.



Résultats

Analyses supplémentaires

La technique d’'ICP-AES a permis de mettre en éwdda bioaccumulation de titane dans les
vers entiers exposés au SPA de JliCependant, cette méthode ne permet pas de déermi
la zone de bioaccumulation. Une analyse par mipextsoscopie a fluorescence X a éte
utilisée pour localiser le titane bioaccumulé. Lessultats obtenus sur des coupes

transversales de vers ont localisé du titane asanivdu tube de digestif du ver de terre
(Fig.6).

Figure 6. Analyses par p-XRF d’'une section trarsalerde ver de terre aprés 24h d’exposition a 8GR/l
Distribution du soufre (a), calcium (b), phosphde, titane (d) et S/Ti/P combiné en rouge, vertbktu
respectivement (1 px=28 um, 128 px)
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Bilan

Les particules de SPA de Ti®ndent a s’agréger pour atteindre plusieurs mietees dans

le milieu d’exposition (eau ultrapure/eau minéralgv). Une exposition de 24h aux SPA de
TiO, n'a pas d'effet sur la survie des vers de teres tésultats de bioaccumulation de ces
particules (aluminium et titane) montrent que deutitane a été bioaccumulé par les vers
exposes a la plus forte concentration en SPA (10).n@s analyses supplémentaires laissent

supposer gue le titane est présent au niveau @udigestif des vers.

Ces résultats de bioaccumulation sont en concoedaxec I'induction de I'expression des
ARNmM de la metallothionéine, protéine chelatricext#aux, dans les tissus digestifs des vers
exposeés a 10 mg SPA/. La production de ROS pamoau de TiQ des SPA semble
expliquer l'induction de I'expression des ARNm de $OD ainsi que l'augmentation de
I'activité apoptotique chez les vers exposés alua forte concentration en SPA TiC.a
phagocytose a été diminuée dés la plus faible cdraten testée, alors qu’aucun effet sur la

viabilité cellulaire des ccelomocytes de ver dectera été observe.

Cette étude montre qu’'une exposition courte (2érhjnilieu liquide suffit pour générer des
modifications a I'échelle moléculaire et cellulades vers sans altérer leur survie. Il est donc
important d’évaluer les effets sublétaux des nanérizx a long terme en utilisant des

biomarqueurs a différentes échelles biologiques.
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1. Ecotoxicité des nanoparticules de Ti@et des sous produits
d’altération de TiO, sur le ver de terre,Eisenia fetida dans

des sols artificiels

Au cours de nos précédents travaux, la toxicité $leA de TiQ et des NP de TiDa été
évaluée suEisenia fetida lors d’exposition des ccelomocytes ou des orgarssememilieu
liquide (Bigorgne et al., 2011; Bigorgne et al.,bsutted to Journal of Nanoparticle
Research). Ces études ont montré que ces partjp@igtrent dans les tissus et les cellules.
Elles modifient la réponse du systeme immunitable, détoxication et induisent une
augmentation de l'activité apoptotique. Ces effietsiques sont-ils toujours perceptibles
lorsque les SPA Ti®et NP TiQ sont déversés directement sur les sols ? Le tiéshd
toujours bioaccumulé par les vers ? La reproducties vers de terre est-elle altérée ?
L’expression des ARNmM des geénes du systeme immuenifCF et fétidines) et de
détoxication (MT, GST, SOD) est-elle modifiée ?

Pour répondre a ces questions, le but de cettee éstl d’évaluer I'accumulation et la
potentielle toxicité des sous-produits d’altérataa TiQ, et des NP de Ti§) sur le ver de
terre, Eisenia fetida, dans des conditions d’exposition plus proche de réalité

environnementale.
1. Protocole d’exposition

1.1. Contamination des sols

Cette expérience est réalisée en utilisant desastificiels contaminés aux SPA Ti@u aux

NP TiO,. Le sol artificiel a été choisi du fait de la simpé de sa composition en vue des
analyses de caractérisation et de son utilisatio@écetoxicologie pour cette espéce de ver. En
effet, il est composé de tourbe tamisée (10%),gd&@rkaolinique (20%) et de sable de
Fontainebleau (70%). Le pH est ajusté a 6 +0.5 duetarbonate de calcium.

Le substrat est humidifié avec de I'eau déminétali@émoin) ou la suspension de particules
(SPA TiG; ou aux NP TiQ) entre 40 et 60% de sa capacité de rétention erctale afin
d’atteindre les concentrations nominales suivangest 20 mg/kg pour les SPA de TiéX 2,

20, 200 mg/kg pour les NP de TO
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Les récipients sont placés a I'obscurité pendas@rdaines dans une chambre climatisée a une
température moyenne de 18+/- 2°C pour permettreinesactions et liaisons entre les
constituants du sol et les ions métalliques deispansion. Pour cela, le sol est regulierement

mélangé et pesé pour maintenir la teneur en eau.
1.2. Exposition des vers de terre

Les expositions sont realisées a 18 + 2°C pendé@m@irience 1) et 28 jours (expérience 2) a

I'obscurité.

Expérience 1 : dix vers de terie,fetida (417 £ 74 mg), dépurés sont peseés puis placés dans
un cristallisoir contenant le sol artificiel contem® ou non. Trois replicats sont réalisés pour
chaque condition. Les vers n'ont pas été nourrisdaet I'exposition. A la fin des 2 jours
d’exposition, les ccelomocytes des vers (3 verscpatallisoir pour chaque condition) sont
collectés par choc électrique pour étudier I'expims des ARNm des genes du systeme
immunitaire et de détoxication. Les cellules sgos@es a 10/ml puis conservées dans du
GATC 4M a -80°C.

Expérience 2 : dix vers de terie, fetida (426 + 67 mg) dépurés sont pesés puis placés dans
un cristallisoir contenant le sol artificiel contaw® ou non. Cing replicats sont réalisés pour
chaque condition. Chaque semaine, les vers degentenourris avec 5 g de crottin de cheval
séché, tamisé et exempt de toute trace de polludibliexcédent de nourriture est ensuite
enlevé. La procédure normalisée du test reprodudlies vers de terre a été suivie (ISO
11268-2, 1998). Aprés 28 jours d’exposition, laviiet la production de cocons par les vers
sont mesurés. Les ccelomocytes des vers (3 vergipllisoir provenant de 3 réplicats pour
chaque condition) sont collectés par choc éleatrigour étudier I'expression des ARNm des
génes du systéme immunitaire et de détoxication. dedlules sont ajustées a°1énl puis
conservées dans du GATC 4M a -80°C. Les cocons mpiacés dans leurs substrats
respectifs afin de mesurer le taux d’éclosion ae®os et la production de juvéniles aprés 28

jours supplémentaires.
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1.3. Analyses physico-chimiques
1.3.1. Teneurs en métaux dans les sols

Les teneurs totales en titane sont mesurées dasslketémoins et contaminés aux plus fortes
concentrations en en SPA TLi@0 mg/kg) ou NP Ti@ (200 mg/kg). Les teneurs totales en
aluminium sont également déterminées dans lesté&uolsins et contaminés aux SPA 7iO
Ces analyses sont réalisées par I'INRA, Institutidfel de la Recherche Agronomique

(Arras, France), en utilisant la technique d'ICPSAE
1.3.2. Bioaccumulation des métaux

Apres 28 jours d’exposition, un ver de terre pglicat pour chaque condition est rincé puis
dépuré pendant 48 heures. Les vers de terre ssnitecongelés a -20 °C. Les concentrations
en titane sont mesurées dans les vers témoinpesé&x aux SPA Tifet aux NP TiQ, alors
que les concentrations en aluminium sont mesurées lés vers témoins et exposés aux SPA

TiO,. Ces analyses sont réalisées par I'INRA, en atilisa technique d'ICP-AES.

1.4. Statistiques

Le test de Shapiro-Wilk et de Bartlett ont étéisd pour veérifier respectivement la normalité
et 'homogénéité des variances. Les données dudpsdduction (production de cocons, de
juvéniles et taux d’éclosion) ont été analyséesumatest Anova suivi du test post-hoc HSD
Tukey. Les difféerences d’expression des ARNm efgsetraitements ont été mesurées en
utilisant un test Anova suivi du test post-hoc HBlikey sur des données log transformées.
Les teneurs en titane dans les sols et les verdténtaitées en utilisant le test Anova suivi du
test post-hoc HSD Tukey alors que les teneurswaniaium ont été traitées en utilisant le test
L.

Les analyses statistiques ont été réalisées egantille logiciel R(R). Les différences sont

considérees significatives pgor0.05.
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2. Résultats

2.1. Analyses physico-chimiques
2.1.1. Teneurs en métaux dans les sols

La teneur moyenne en titane dans un sol artifieeel contaminé est de l'ordre de 122 + 7
mg/kg alors que celle dans un sol artificiel corit@raux SPA a 20 mg/kg est de 133 = 8
mg/kg (Fig.1). Néanmoins, cette difference n’es$ pagnificative. En revanche, les sols
contaminés aux NP de Ti@200 mg/kg) ont une teneur moyenne en titane det22 mg/kg
ce qui correspond a un ajout de 99 mg de Ti /kg ¥8h mg de Ti@kg par rapport au sol
artificiel témoin (Anova, p=1,7.1%) (Fig.1).

Les teneurs en aluminium dans les sols témoin®m@iaminés aux SPA TiOsont 38 = 5
mg/kg et 33 + 1 mg/kg, respectivement. La contationades sols artificiels aux SPA de TiO
a 20 mg/kg n’est donc pas suffisante pour doperstds en titane et aluminium (test t,
p=0,14).

250 - - 250
w * 7.}
E & K]
2 200 - - 200 &
v =1
g >
-l <
£ 150 - L 150 5:
o S w
s ¢ ¢ £7%
v £
€ 100 4 - 100 5
= <
= c
@ e
£ 501 L 50 3
s [}]
s s

0 : : 0
0 SPA20 NP TiO2 200

Figure 1. Teneurs en titan®) et en aluminium¥) dans les sols atrtificiels t¢émoins (0) et contaimiaux SPA
(20 mg/kg) ou aux nanoparticules de T{@00 mg/kg). Les astérisques montrent les difféesrsignificatives

comparées au témoin correspondant (Anova, p<0;8%); n
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2.1.2. Bioaccumulation des métaux dans les vers

Les teneurs moyennes en titane et aluminium dangdies témoins sont de I'ordre de 16,9 *
8,9 mg/kg et 141,3 + 74,6 mg/kg respectivemenedlifferent pas significativement de celles
mesurées dans les vers exposés aux sols contaifigey.

250 -~

Teneurs en métaux dans les vers
{mgfkg)

. 4 * ™

a 5PAZO MP TiOZ 200

Figure 2. Teneurs en titan®) et en aluminium ) dans les vers. fetida, exposés aux sols artificiels témoins
(0) et contaminés aux SPA (20 mg/kg) ou aux narimpdes de TiQ (200 mg/kg). Les astérisques montrent les
différences significatives comparées au témoinespondant (Anova, p<0,05 ; n=5)
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Test reproduction

Résultats

Apres 28 jours d’exposition aux sols contaminés 8BA TiQ ou aux NP TiQ, tous les vers

sont vivants et aucune variation de productionamis n’est observée entre les vers exposés

et les témoins (Anova, p=0,3 ; Tab.l). Aucune w#iadu taux d’éclosion n'a été observée

quelles que soient les conditions testées (Anov8,1p Tab. I). Le nombre de juvéniles par

cocon produit dans les sols contaminés aux SPA DO aux NP TiQ ne differe pas

significativement des témoins (Anova, p=0,1 ; Tiab.

Tableau I. Parameétres du test reproduction mesurés chez everreE. fetida, exposé au sol témoin ou
contaminé aux SPA TiKX2, 20 mg/kg) ou aux NP T2, 20 et 200 mg/kg). Une méme lettre signifieiloquy

a pas de différences significatives (Anova, p<Q,055)

Témoin SPATIO, NP TiO,
négatif 2 20 2 20 200
Nombre de cocons - g5, 45 | 61+03" | 6,1404° | 62403 | 62£0,2° | 660,6°
produits par ver
Nombre de juveniles ) 4022 | 3,1£03° | 31£03° | 284017 | 322027 | 29+0,2°
produits par cocon
Tauxd'eclosiondes | g3, 3121 90247,8%|94,7+1,7% | 8594637 |8657,9° [ 87,3445°
cocons (%)
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2.3. Expression des ARNmM des genes du systéme immunigiret de

détoxication

Une exposition de 2 jours aux sols contaminés &K 5O, ou aux NP TiQ ne modifiepas

le niveau d’expression des ARNm des génes du sgsit@dmunitaire, fétidine (Anova, p=0.5)
et CCF (Anova, p=0,3) (Fig.3a, b). De méme, ap&$ors d’exposition, aucune variation
d’expression n'a été observée pour la fétidine (Ana=0,2) et le CCF (Anova, p=0,9)

(Fig.3a,
b)
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Figure 3. Niveaux d'expressions des ARNm (u.a. &miarbitraires) des génes du systéme immunitaire
(Fétidines, a; CCF, b) des ccelomocytes duBueietida exposé a des sols contaminés aux SPA, T&) 20
mg/kg) ou aux NP Ti@(2, 20, 200 mg/kg) apres 2 (gris) et 28 joursrjndine méme lettre signifie qu'il n'y a

pas de différences significatives (Anova, p<0,853)
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Concernant le systeme de détoxication, le niveanpiession de la MT n’a pas été modifié
apres 2 (Anova, p=0,6) et 28 jours d’expositionad¥a, p=0,48) aux sols contaminés par les
différents nanomatériaux de Ti@QFig.4a). Les mémes profils d’expression ont éigeoves
pour la GST aprés 2 (Anova, p=0,1) et 28 jours plesition (Anova, p=0,9) (Fig.4b). Apres 2
jours d’exposition, les coelomocytes des vers exgpasg0 mg de SPA Tilkg montrent une
diminution significative de I'expression des ARNma lh SOD par rapport aux ccelomocytes
des vers exposés aux sols contaminés aux NP (Bi©oncentrations testées) et a 2 mg SPA
TiO2/kg (Anova, p=0,009 ; Fig.4c). En revanche, aucdif&érence significative n'a été
observée par rapport au témoin (Fig.4c). ApresoR@sj d’exposition aux sols contaminés aux
NP TiO; ou aux SPA TiQ ces variations ne sont pas maintenues, en affeyne variation
significative n'a été mesurée (Anova, p=0,1; Fiy.4c
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Figure 4. Niveaux d’expressions des ARNm (u.a.@sdrbitraires) des génes du systéme de détoxicettio
antioxydant (MT, a; GST, b ; SOD, c) des ccelomaoytie verE. fetida exposé a des sols contaminés aux SPA
TiO; (2, 20 mg/kg) ou aux NP T2, 20, 200 mg/kg) apres 2 (gris) et 28 joursinadies lettres différentes

indiquent les différences significatives par rapgartémoin correspondant (Anova, p<0,05 ; n=3)
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3. Discussion

Le but de notre étude était d’évaluer la toxiciés $PA de Ti@et des NP de Tigsur le ver

de terre,E. fetida, dans des sols contaminés. Les vers ont été exposeblP TiQ a des
concentrations qui s’étendaient entre 2 et 200 gad?bur les SPA de TiQles vers n'ont pas

pu étre exposés a des concentrations supérie@@sn@/kg a cause de contraintes techniques
qui n'ont pas permis de produire des suspensionsSka TiQ, plus concentrées pour
contaminer les sols.

Les analyses physico-chimiques réalisées montreatlegs teneurs totales en titane et en
aluminium dans les sols contaminés aux SPA, B@ht de méme ordre que celles retrouvées
dans les sols témoins. En effet, le dopage desceokmminés aux SPA TiG 20 mg/kg est
trop faible, il correspond a un ajout de I'ordre 518 mg de titane et 0,35 mg d’aluminium,
alors que les teneurs en titane et en aluminiurs tEnsols témoins sont de I'ordre de 122 + 7
mg/kg et 38 £ 5 mg/kg, respectivement. Le dopageeh20 mg/kg n’est pas suffisant ce qui
explique lI'absence de bioaccumulation et d'effeisldgiques sur les vers. Il aurait été
intéressant de tester des concentrations plus tanes, cependant les contraintes techniques,
et plus particulierement la concentration de lgpension mere, n'ont pas permis de tester des
concentrations plus fortes. En revanche, le doplegesols artificiels aux nanoparticules de
TiO; a la plus forte concentration (221 + 4 mg/kg) é sffisant puisque les teneurs totales
en titane sont supérieures a celles retrouvéesldarsls témoins (122 + 7 mg/kg). En effet,
la concentration en dioxyde de titane ajoutée nées(env. 165 mg/kg) est légerement plus
faible que la concentration nominale (200 mg/kg.dopage aux NP de Ti®e suffit pas
pour que les vers bioaccumulent significativementifane, ce qui explique certainement
I'absence de réponses biologiques aux concentsatéstées.

En effet, quel que soit la concentration et le tgpenanomatériaux testés, la reproduction des
vers n'a pas été affectée. Seule, une légere dimimde I'expression des ARNm de la SOD a
été observée apres 2 jours d’exposition a 20 mgRik TiO/kg. D'autres études portant sur
I'écotoxicité des nanomatériaux de TiGsur le ver de terre ont été réalisées. La
bioaccumulation du titane ainsi que des effetsogigjues tels que des dommages a I’ADN,
'augmentation de l'activité de la catalase et a@dipoperoxidation ont été observeés cliez
fetida exposé 7 jours a des sols contaminés a des coaibens bien supérieures en NP TiO
(a partir de 1 g/kg) (Hu et al., 2010). En revanates auteurs n'‘ont montré aucun effet sur

I'activité de la SOD. Concernant les SPA de Zi@ucun effet sur 'apoptose n’a été mesuré
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chez les verd, umbricus terrestris, exposés 4 semaines a des sols contaminés a Mg
TiOJ/kg (Lapied et al., 2011). En revanche, ces autentsnontré que lors d’'une exposition
en milieu liquide, I'activité apoptotique dans tessus des vers exposés 7 jours a 100 mg/l de
SPA TiG était significativement plus élevée que dansitss des vers témoins. Lors d’'une
exposition en milieu liquide, nous avons montré angmentation de I'expression des ARNm
de la MT et SOD, de I'apoptose et une diminutiodadphagocytose aprés une exposition de
24 heures . fetida a 10 mg SPA Tigll (Bigorgne et al., 2011). Ces résultats souligrien
fait que les nanomatériaux de i®mblent plus biodisponibles en milieu liquide aiaas

les sols. Des résultats similaires ont été obseavés les NP d’argent qui induisent des effets
apoptotiques 2 a 4 fois supérieures dans les x@sés en milieu liquide par rapport a ceux
exposés a des sols contaminés (Lapied et al., 20165t possible que les particules soient
séquestrées par la matiere organique ou les argilgs’elles ne soient plus disponibles pour
les organismes. Des analyses supplémentaires sécéssaires pour comprendre la
biodisponibilité des ces nanomatériaux de,liEPA et NP) en étudiant leur comportement et
leur devenir dans les sols artificiels.

De rares travaux ont déja étudié la mobilité desd¥PTiQ, dans des matrices solides en
utilisant des expériences appelées « batch attathex@eriment » (Lecoanet et al., 2004;
Fang et al., 2009; Solovitch et al., 2010). Cettdhhique a été utilisée avec du sable et il a été
montré que la plupart des NP de Ti€dnt attachés au sable (charges de surface ogp@sée
des pH faibles, et que cette affinité diminue alaagmentation du pH pour une force
ionique de 18M (Solovitch et al., 2010). Cette étude a égalemeit em évidence
d'importants dépbts de NP Ti@0-120 um) distribués aléatoirement dans le mifiereux

en utilisant la micro-spectroscopie fluorescence €. comportement des NP de TiO
(anatase, 35 nm) a été étudié dans un sol natungilesant la technique des colonnes de sol
(Fang et al., 2009). Ces auteurs montrent quealssgec des teneurs en argiles de I'ordre de
32 a 45% retiennent les NP de FiQe carbone dissout, les teneurs en argiles, tengiel
zeta et la force ionique semblent étre les prinegparopriétés des sols qui modifient la
mobilité des NP de Ti© La matiere organique est connue pour diminuelidponibilité des
métaux dans les sols. En effet, les interactiotiedas NP et la matiére organique naturelle
(MON) peuvent modifier la mobilité et I'état d’agigtion des NP de Tiddans un milieu
naturel liquide (Chen et Elimelech, 2007). Par eplesmnune concentration en acide fulvique
supérieure a 1 mg/l induit une diminution de I'agation des NP de T#¥JDomingos et al.,

2009). Les suspensions de NP en présence de NOMgsmeralement stables grace a
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'augmentation des répulsions électrostatiqueséeiosies (Deonarine et al., 2011; Thio et al.,
2011). La présence de NOM peut ainsi modifier leppétés physico-chimiques des NP en
les enrobant et par conséquence diminuer leur dpodibilité et toxicité (Lee et al., 2011).
Comme nous n'avons pas observeé d'effets biologiquesles vers de terre, nous pouvons
supposer que les particules de Tt été retenues par I'argile ou qu'elles ontefiwbées
par la matiére organique ce qui a diminué la bjpoldbilité de ces particules. Nous
envisageons d’étudier la mobilité des NP de ,T&d des SPA de TiDen utilisant des
colonnes de sol selon les protocoles de Fang €0419) et Solovitch et al. (2010) avec
quelques modifications. Les résultats obtenus dam® etude sont en concordance avec le
Quotient Risque (PEC/PNEC) calculé pour les NP,Tp@r Gottschalk et al. (2009). Le
Quotient Risque (RQ) dans les sols et les sol@srgiar les boues de station d’épuration est
estimé a 0.004 et 0.3 en Europe ce qui suggereesnfdible risque pour les organismes a
I'heure actuelle. Cependant, une premiere étude amtrd la biomagnification des
nanoparticules a travers la chaine trophique teerqdudy et al., 2011). Des recherches
supplémentaires sont donc nécessaires car le RQIgoINP de Ti@ dans les effluents de
stations d’épuration a déja atteint 3.5 en Eurdpspparait donc essentiel de développer des
analyses physico-chimiques supplémentaires etalseédes biomonitoring afin de s’assurer
gue les boues de stations d’épuration épandudssgpls agricoles n'ont pas d’effets sur la
qualité des sols a long terme.
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L’évaluation de la toxicité des nanoparticules d®@,Test devenue une priorité du fait
de leur utilisation exponentielle dans les proddesconsommation. Par exemple, elles sont
frequemment intégrées dans les crémes solairedguasrpropriétés d’absorption des UV. La
surface des nanoparticules de J7&3t alors modifiée pour empécher l'effet photdgttpue
et la production d’'ERO (Wakefield et al., 2004, jRders, 2006; Lee et al., 2007). Ces
nanoparticules sont ensuite enrobées de polymgreghiles pour faciliter leur dispersion
dans les cremes solaires et elles constituent des:ianocomposés de Fj@omme le T-lite
SF'M utilisé dans notre étude. L'usage de ces nanocséspet des nanomatériaux de FiO
entraine généralement leur déversement dans l@mement et plus particulierement dans
les effluents de traitements des eaux et dansdisstités par I'épandage des boues de
stations d’épuration (Kiser et al., 2009; Aschbergeal., 2011; Johnson et al., 2011). Il
apparait donc essentiel d’évaluer les risques emv@mentaux des nanomatériaux non
seulement par des études utilisant les nanopaticuhis aussi les produits issus du cycle de

vie des nanomatériaux commercialisés (Ostertagising, 2008; Som et al., 2010).

Alors que la toxicité des nanoparticules de J#Dété largement étudiée, celle des
nanocomposeés de TiCGet de leur sous-produits d’altération (SPA) estoem largement
méconnue(Pan et al., 2009; Wiench et al., 2009). A notrenzissance, I'écotoxicité des
SPA n’'a été évaluée que sur la plantia faba (Foltéte et al., 2011) et le ver de terre
Eisenia fetida (Bigorgne et al., 2011; Lapied et al., 2011) aun s projet Nanoalter. Les
travaux sur la plant&/icia faba montrent une diminution des activités de la ghitat
réductase (50 mg/l) et de l'ascorbate peroxydaset(85 mg/l) dans les racines et une
internalisation du titane dans les tissus racisagerficiels apres 48 h d’exposition aux SPA
a pH 6,5 (Foltéte et al., 2011). Dans ces mémeditions a 25 mg/l (pH 6,5), les SPA TiO
induisent chezE. fetida une augmentation de l'apoptose qui semble étre &é la
bioaccumulation du titane (Lapied et al., in pregian). Nous avons montré que les cellules
les plus sensibles aux SPA sont les cellules oipmyenes, de la cuticule et de I'épithélium
intestinal car elles présentent une densité deilesllapoptotiques plus importante que les
cellules musculaires. Ces résultats suggerent am@mination des vers par voie dermique et

orale.
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C’est pourquoi, au cours de cette thése, nos reclubies se sont focalisées sur
'impact des nanoparticules de TiQ et des sous-produits d’altération de TiQ. Ces
travaux ont pour but d’évaluer leur biodisponibilité et leur écotoxicité a différentes
échelles biologiques chez le ver de terrBjsenia fetida.

Pour atteindre cet objectif, quatre hypothésestintestées:

H1: Dans les milieux d’exposition, les nanomatéua ont tendance a s'agréger bien
gu’une proportion de particules reste a I'échell@anométrique. Cette proportion diminue a

mesure que le milieu d’exposition se complexifie.

Au cours de ces travaux, trois modes d’expositimmsété utilisés. Dans un premier
temps, une exposition des cellules immunitaires/els aux nanoparticules de Ti@ été
réalisée. Ce tesh vitro réalisé sur des cultures primaires avait pourdeupermettre la mise
en contact entre les cellules et les nanoparticdiess des conditions physico-chimiques
controlées. Ce type d’approchie vitro peut étre envisagé pour mettre en évidence une
toxicité potentielle des contaminants avant deiséaldes expositions vivo. Le milieu de
culture est un milieu liquide complexe qui a néitésdutilisation de technique de
caractérisation pour controler I'état de dispersides nanoparticules. Il est composé
principalement de MEM (85%), HEPES (1%) et sérumvdau fétal (SVF) (10%). Le
comportement des nanoparticules de ;TEDété étudié en mesurant la turbidité, la taille
unitaire des nanoparticules par MET, et en évallaadtistribution de taille. Les analyses par
DLS ont montréaine agrégation drastique et rapide des nanopartices de TiQ (env. 1000
nm) dans le MEM qui est principalement composé els. d’ajout d’HEPES, molécule
organique tampon, ne modifie pas le comportemeatrdmoparticules. Ces résultats sont
confirmés par les mesures de turbidité qui montrem diminution de la turbidité des
suspensions suite a l'augmentation de la taille pagicules et a leur sédimentation.
L’agrégation des particules est certainement empbkgpar la forte concentration en chlorure
de sodium (6,8 g/l) dans le MEM qui serait respblesae l'instabilité de la dispersion de
nanoparticules. Il est bien connu que les sels fieodile comportement des nanoparticules et
induisent leur agrégation en modifiant la forceigore des milieux (Jiang et al., 2009). En
revanche, I'ajout de sérum de veau fétal au mitleucultureaméliore la dispersiondes
nanoparticules de TiQavec une taille de I'ordre de 135 nm proche déeamlesurée par
MET. La stabilité de la dispersion est confirmée yoze turbidité stable en fonction du temps.
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Plusieurs travaux ont déja montré que la présemceséum de veau fétal favorisait la
dispersion des nanoparticules (Murdock et al., 2@0®uni et al., 2009)Les ccelomocytes

étaient donc exposés a des nanoparticules Ti@ispersées et stables en suspension.

Dans un deuxieme temps, une exposifiowivo en condition aqueuse a été choisie
pour tester la potentielle toxicité des sous-prizddialtération de Ti@ En effet, des vers ont
éte exposés a un milieu liquide constitué d’eatapiire et d’eau minérale (1/1; v/v). La
cinétique de la distribution de taille montre dee SPA de TiQ s’agrégentau cours du
temps pour former des particulés taille micrométrique (>10 pum)peu stable En revanche,
la proportion de particules inférieures a 780 nstaeelativement stable au cours du temps.
Nos résultats de turbidité ont mis en évidencel@qggeégation et la sédimentation sont plus

fortes lorsque les milieux sont plus concentrés

Apres ces expositionis vitro et en milieu liquide permettant un bon suivi dwetgr
et du statut des NP et SPA et une évaluation dettedcité potentielle, les vers ont été
exposes dans des sols artificiels, ce qui constiee conditions environnementales plus
réalistes. Le sol artificiel utilisé est un sol malisé composé principalement de sable,
d’'argile et de matiére organique. Les suspensiansiahoparticules ou de sous-produits
d’altération de TiQ utilisées pour doper les sols étaient stablesspiedsées. Les analyses
physico-chimiques (ICP-AES) réalisées montrent tpge teneurs totales en titane et en
aluminium dans les sols contaminés au SPA, BE@nht du méme ordre que celles retrouvées
dans les sols témoinke dopage a 2 et 20 mg/kg n’est donc pas suffisapbur étre
détecté. La concentration de la suspension-meére était trafpled pour tester des
concentrations plus importantes. En revanche, page des sols artificiels aux nanoparticules
de TiG, a la plus forte concentration (221 + 4 mg/lggté suffisant pour étre détecté
puisque les teneurs totales en titane sont supési€ucelles retrouvées dans les sols témoins
(122 + 7 mg/kg). Néanmoins, la biodisponibilité desoparticules de Tilest certainement
tres faible.
Le pH (Ma et al.,, 1983; Morgan et Morgan, 1988; et Morgan, 1991; Janssen et al.,
1997), la CEC (Morgan et Morgan, 1988; Corp et Morgl991; Lock et Janssen, 2001), la
teneur en matiére organique (Ma et al., 1983; @brglorgan, 1991), la taille et le type des
particules d’argiles (Janssen et al., 1997) sanpiancipales propriétés des sols qui modifient
la biodisponibilité des métaux. Quelques études éualué le comportement des
nanomatériaux de Tikdans les matrices solides. Les Matieres Organilyadsrelles (MON)
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peuvent modifier les propriétés de surface des peioules, favoriser l'agrégation et
diminuer leur biodisponibilité (Wiesner et Botterd007). Les acides humiques peuvent
diminuer I'agrégation des nanoparticules de ;T{ODomingos et al.,, 2009). L'étude de la
mobilité des nanoparticules de TGi@ans des matrices solides est quant a elle en plei
développement (Fang et al., 2009; Solovitch e28110). Le pH et la force ionique sont deux
facteurs qui modifient la mobilité des nanoparésutie TiQ dans des sols poreux (Solovitch
et al., 2010). En effet, pour des pH faibles (3I€3,charges entre les nanoparticules de TiO
et les particules de sable sont opposées et latigriedes nanoparticules est presque totale,
alors qu'a pH 8 les NP et particules de sable sbargées négativement, seules 5% des
nanoparticules sont retenues. Ces auteurs momtentagrégation des nanoparticules, leur
affinité pour les particules de sable et leur tdexrétention augmente avec la force ionique.
Le contenu en Ti@dans la suspension de sol est corrélé positivermest la teneur en
carbone organique dissout et les teneurs en argitésents dans le sol, et corrélé
négativement avec le pH, la force ionique et lepti¢l zéta (Fang et al., 200@es travaux
soulignent l'importance de contrbler les paramétregphysico-chimiques des sols dopés

pour pouvoir évaluer la biodisponibilité des nanomégeriaux.

UJ

= Conclusion : La présence de sels dans les milieux liquides rised’agrégation de
nanomatériaux de T¥DL'ajout de dispersants (ex : SVF) permets d'olitdes suspensions
stables de taille nanométrique en milieu liquide.domplexité des matrices solides nécessite

des analyses supplémentaires pour comprendre ldithdles nanomatériaux de TiO
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H2 : Ces particules nanométriques sont biodispoeiblpour les vers de terre

Lors d’expositionin vitro, nos résultats ont montré que les nanoparticui®s de taille de
130 nm ontété internaliséespar les ccelomocytes dés 4 heures d’expositiontégriées des
24 heures d’exposition par des mécanismes d’endsey({Bigorgne et al., submitted to
Journal of Nanoparticle Research). Ces nanopagscsibnt présentes dans le cytoplagme

majoritairement localisées dans lgsosomesies caelomocytes.

Bien gu’en milieu liquide, la taille des SPA TiPeut atteindre une taille micrométriquae
bioaccumulation significative de titane a été mesurée chez les vers exposés a la ples fort
concentration (25 mg/l) aprés 24 heures. La mipecgoscopie a fluorescence X a mis en
évidence le titane au niveau du tissu digestif elu Cette technique ne permet pas de savoir
si les SPA de Ti@sont présentes dans la lumiere du tube digestihtaunalisées par les
cellules digestives. Le vdr. terrestris exposé aux SPA TiOa montré la présence de titane
dans le tube digestif par analyses de coupes bdgtples par microspectroscopie a
fluorescence X (Lapied et al., 2011). Cependaandlyse de ces coupes par microscopie
optique a révélé que le titane était situé darsraeére du tube digestif au niveau de résidus
de sols non éliminés au cours de la dépuratiorvees En effet, il est important de rappeler
que le titane est naturellement présent dans les Gontrairement a nos travaux ou seul le
titane est bioaccumulé par les vers, I'étude spitdateV. faba montre la bioaccumulation du
titane et de I'aluminium par les racines aprées dérés d’exposition a une suspension de SPA
de TiQ, constituée principalement de particules de tallpérieure a 10 um (Foltéte et al.,
2011). La technique de pu-XRF a pu révéler uniquersprésence de titane dans les tissus
périphérigues racinaires sans permettre toutetoétierminer s'’il avait été internalisé par les
cellules. Les analyses de teneurs en métaux dans les organégsmdoivent donc étre

considérées avec précaution sans une localisatiorépise des nanomatériaux.

Lors des expositions dans des sols contaminés BAxdB aux NP TiQ nous avons
montré que les verse bioaccumulent pasle titane ou I'aluminium (pour les SPA). Les
analyses physico-chimiques des sols montrent quedacentrations testées en SPA (<20
mg/kg) sont trop faibles pour doper significativernées sols ce qui explique I'absence de
bioaccumulation de titane et d’aluminium par lessveEn revanche, bien que les sols
contaminés aux NP de Ti@ontiennent un dopage de I'ordre de 165 mg/kgra@port aux

sols témoins, les vers n'ont pas bioaccumulé émditce qui est certainement di ddible
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biodisponibilité des nanoparticulesdans les matrices solides. Une bioaccumulatidolefai
mais significative du titane a été observée danwvées,E. fetida, exposés 7 jours a des sols
artificiels contaminés aux nanoparticules de ;léles concentrations largement supérieures
(1 et 5 g/kg) a celles testées dans notre étud2@2 mg/kg) (Hu et al., 2010).

= Conclusion : Les nanomatériaux de TiQde taille nanométriques ou micrométriques
semblent biodisponibles pour les organismes bigleeg dans des conditions d’expositiar
vitro ou liquide. La complexité des matrices solides idirant drastiquement leur

biodisponibilité.

H3 : Leur internalisation et/ou bioaccumulation ingit des effets toxiques aux échelles

moléculaire, cellulaire et individuelle

Lors de I'expositionin vitro, nos résultats ont montré que l'internalisation cgs
nanoparticules dans des lysosomes ou phagolysosoenesodifie pas les biomarqueurs
cellulaires testés : la phagocytose et la viabilité des coetgies. En revanche, elles
engendrent degmodifications significatives des biomarqueurs moladaires comme
I'expression des ARNmM des genes du systéme immreitd de détoxication. En effet,
I'expression des fétidines est augmentée des 4beallexpositiorin vitro des ccelomocytes.
L’augmentation n’est pas dose-dépendante mais p@ns& immunitaire humorale des
ccelomocytes semble perturbée par la présence departicules de Ti© Ces résultats sont
en accord avec ceux de Ville et al. (1995) qui manitque la présence de xénobiotiques a
tendance a stimuler I'activité humorale des ccelofescdes vers. Les fétidines sont des
protéines mélangées au mucus qui constituent umgaantibactérienne externe (Cooper et
al., 2004). Seules les bactéries pathogénes samiues pour induire I'expression des
fétidines (Lasségues et al., 1989), il est alossjtde que les nanoparticules de Fifuisent
I'expression des fétidines via un mécanisme indlifén revanche, I'expression du CCF, une
protéine de reconnaissance des LPS, est diminuédeaix plus fortes concentrations apres 4
heures d’exposition. Ces résultats laissent suppase possible interaction entre les
nanoparticules et les LPS, ce qui modifierait I€ase de charge des LPS et par conséquent

diminuerait la reconnaissance du LPS par le sit€€@¥. Il a été démontré que I'ajout de
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bactéries Gram-, Gram+ ou de LPS augmente I'exjpreski CCF (Kohlerova et al., 2004).
Concernant les genes de détoxication, I'expresdiesm ARNm de la métallothionéine est
induite aux deux plus fortes concentrations a l@rdge d’exposition. Aucun effet dose-

réponse n’'a été observé.

Au cours de I'exposition en milieu liquide, nousoas montré que l'immersion des
vers,E. fetida, pendant 24 heures dans une suspension a 10 mgdi®R/Asuffit pouraltérer
la réponse de biomarqueurs cellulaires et moléculas. En effet, une diminution de la
phagocytose ainsi qu’une induction de I'apoptosdectexpression des ARNm de la MT et
de SOD ont été mesurées (Bigorgne et al., 20119.dffets peuvent étre expliqués par la
production d’'ERO par les nanoparticules de JTliDérées de leur enrobage d’aluminium,
suite & une possible altération des SPA au codestvers. Bien que nos expositions soient
réalisées a [I'obscurité, les nanoparticules de ,Tiuvent présenter des effets
photocatalytiques en I'absence de lumiere (Gual.e2005; Sayes et al., 2006; Reeves et al.,
2008). De plus, les modifications de la réponsdolgigue des vers semblent étre liées a la
bioaccumulation du titane dans les tissus des rs.augmentation de I'activité apoptotique
a eté également observée chez leluanbricus terrestris exposé a 100 mg/l de SPA TiO

pendant 7 jours (Lapied et al., 2011).

En revanche, lors d’exposition de vers dans des@witaminés, les nanomatériaux de
TiO, (SPA ou NP)ninduisent aucun effet tant a I'échelle individuele (survie,
reproduction), que moléculaire (génes des systéemele détoxication, antioxydant et
immunitaire). Une étude réalisée sur le \lerterrestris exposé a un sol contaminé aux SPA
(15 mg/kg) montre que ces particules n’ont pasfefefur I'apoptose des vers (Lapied et al.,
2011). Ces auteurs supposent une faible biodispit@ies SPA en matrice solide. Des
expériences réalisées dans des conditions proeheallds de nos travaux montrent que le ver
Eisenia fetida est sensible aux nanoparticules de;[(i@tile) a des concentrations supérieures
a 1 g/kg (Hu et al.,, 2010). En effet, ces auteumntnent des effets génotoxiques et une
augmentation de I'activité enzymatique antioxydatdda catalase aprés 7 jours d’exposition.
Il est important de noter que les effets biologgjmesurés dans les travaux de Hu et al.
(2010) sont observés a des concentrations en nditopes de TiQ irréalistes et tres
largement supérieures (1 et 5 g/kg) a celles quvemat étre retrouvées dans I'environnement
(0,4 — 4,8 nug/kg) (Mueller et Nowack, 2008)est donc important d’examiner les effets de
ces nanomatériaux de TiQ a des concentrations réalistesBien que les nanoparticules de
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TiO, aient des effets toxiques a des concentratiorérags, aucun effet biologique n’a été
observé dans notre étude ou les concentrationsnaesi testées (2, 20, 200 mg/kg) étaient
proches de celles mesurées dans les boues dastdépurations (100 - 800 mg/kg) utilisées

pour I'épandage (Gottschalk et al., 2009).

= Conclusion : La présence de nanomatériaux de ;Tians les systemes biologiques

modifie leur fonctionnement.

H4 : Les biomarqueurs moléculaires sont plus pesints et sensibles que ceux mesurés aux

échelles cellulaires et individuelles

Les travaux réalisés au cours de cette étude mmintee sensibilité de certains
biomarqueurs en présence de F{®ig.20). Bien que les nanoparticules et les SBA D,
présentent des propriétés physico-chimiques diftéseen termes de structure cristalline, de
surface et de taille, I'expression des ARNm de létathothionéine apparait comme un
biomarqueur sensible a la présence de particuleBi@g En effet, les coelomocytes et les
tissus digestifs montrent une augmentation de tesgion de la MT suite a I'exposition aux
nanomatériaux de T La métallothionéine peut étre considérée comme unubl
prédictif pour évaluer la présence des nanoparticas et des sous-produits d’altération
de TiO, sur les vers de terre.Bien que les nanoparticules de dioxyde de titamiens
connues pour produire des ERO, seules les SPAdnOinduit I'expression des ARNm de la
SOD. Les différences de propriétés de surface, tdectgre cristalline et de taille des
particules de TiQtestées expliquent certainement leur difféerenceagacité a produire des

effets photocatalytiques.

Parmi les marqueurs du systéme immunitd&rgghagocytose apparait sensible a la
présence de SPA TiQ(Fig.20). lls induisent une diminution de I'act&iphagocytaire, ce
qui est caractéristique de la réponse cellulairepeisence de contaminants. En effet, de
nombreux métaux et autres contaminants entraiaediniinution de l'activité phagocytaire
des ccelomocytes (Fugere et al., 1996; Sauvé et2@02; Sauvé et Fournier, 2005).
Actuellement trés peu de travaux évaluent la répahes la phagocytose en présence de
nanomateériaux. Des tests vitro (Renwick et al., 2001) oun vivo (Renwick et al., 2004)
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montrent que les particules ultrafines de J{@9 nm) induisent une diminution de l'activité
phagocytaire des macrophages. D’aprés ces autémmpact des nanoparticules sur les
cellules semble indirect et indépendant de laetailes particules. Dans nos travaux, les
nanoparticules ne modifient pas la phagocytosecdbsles exposéem vitro alors que les
SPA de TiQ entrainent sa diminution aprés une expositiorivo en milieu liquide. Cette
observation suggére que les particules de SPA @e pourraient altérer la capacité de
phagocytose des ccelomocytes de maniere indireateles facteurs humoraux ou par un
composeé autre que le TiOll a été montré que des nanoparticules compog@esméme
élément meétallique peuvent avoir des effets difftyesur la phagocytose (Wagner et al.,
2007). Les différences de propriétés de surfackestrobage des nanoparticules et des SPA

TiO, peuvent expliquer les différences de réponses.

Contrairement a la réponse de la viabilité cellelau aucun effet n’a été obserles
marqueurs moléculaires de la réponse immunitaire honorale se sont révélés
particulierement sensibles a la présence des nanapeules de TiO, en conditionin vitro
(Fig.20) En effet, les fétidines ont répondu aux trois temestés a des concentrations
différentes, alors que le CCF a répondu rapiderpent se stabiliser a plus long terme. Ces
biomarqueurs ont été testés uniquement dans dektioos in vitro, d’autres tests seraient

nécessaires pour valider la sensibilité de ces &iqueurs.
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Figure 20. Schéma des réponses des différents jomars des vers de terre aux NP et aux SPA dg ddfs
différentes conditions d’exposition: les flechesipés pour le tesh vitro, les fleches épaisses pour I'exposition
en milieu liquide et les fleches fines pour I'exjpios en sol. Les pointillés correspondent aux dods non

testées

= Conclusion : Dans le cadre de nos travaux, hous avons pu majueesles biomarqueurs
moléculaires de détoxication (métallothionéineg)tssensibles aux nanomatériaux de JjO
dans des conditions ou ils sont biodisponibliesvitro ou liquide). Contrairement a des
contaminants classiques, I'ensemble des résulbsos au cours des travaux montrent que

les effets des nanomatériaux de Fi@ sont pas dose-réponse.
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Les études concernant I'écotoxicité des nanomatéida TiQ sont en plein essor, mais tres
peu de travaux étudient le devenir des nanomatédauTiQ, dans I'environnement et leur
potentielle toxicité sur les invertébrés terrestr€ette étude avait pour but d’évaluer
I'écotoxicité des nanoparticules et des sous-ptediialtération de Ti@sur le ver de terre
utilisé classiquement en écotoxicolodie fetida. Un ensemble de biomarqueurs a différents
niveaux biologiques ont été mesurés en réponsaawmatériaux de Tidestés en utilisant
différentes approches. Bien que les marqueurs mialiées se soient révelés au cours de nos
recherches étre des outils sensibles et potemtieite prédictifs de la toxicité des
nanoparticules et des sous-produits d’altérationTid® dans des conditions d’expositions
artificielles {n vitro et liquide), ces nanomatériaux de Ti@ont pas modifié les réponses
biologiques des vers de terre dans des matricedesotontaminées a des concentrations
proches de celles retrouvées dans des boues denstal’épuration. La tres faible
biodisponibilité de ces nanomatériaux de Jg@mble étre le facteur responsable de I'absence

d’effets biologiques.

Ces travaux mettent en évidence 3 paramétres edseatconsidérer pour permettre une

évaluation pertinente des risques des hanomatédaxQ;, pour I'environnement:

- la nécessaire caractérisation physico-chimiques nasomatériaux incluant la
connaissance de leur principales propriétés phhoniques (propriété de surface,

taille, potentiel zéta) et de leur mobilité darseilieux testés.

- I'évaluation de la biodisponibilité des nanomatéxisen mesurant les teneurs en
métaux dans les milieux d’exposition et I'évaluatide la bioaccumulation suivie
d’une localisation par des techniques de microgcppur s'assurer de la présence des

nanomatériaux dans les cellules.

- I'évaluation de [I'écotoxicité de ces nanomatériaem utilisant une batterie de
biomarqueurs qui s’étendent de I'échelle molécalar celle de lindividu, voir
populationnelle, tout en s’assurant que les nanémaaix n’interferent pas avec les

milieux réactionnels des tests biologiques.

La combinaison de ces 3 parametres, CaractérisBtamisponibilite-Ecotoxicité, est
devenue essentielle dans les études de nano-é&mtggie pour comprendre le potentiel

danger des nanomatériaux suite a leur utilisatioajet dans I'environnement.
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Ces premiers travaux sur les nanomatériaux de di@rent de nombreuses perspectives sur
le développement de biomarqueurs plus sensiblesireties expérimentations plus proches

des conditions environnementales (ex : mésocosmes).

Dans le cadre de nos travaux, une étude compléimeata la mobilité des nanomatériaux de
TiO, dans le sol artificiel utilisé doit étre réaliséén de comprendre leur devenir dans les
sols et leur biodisponibilité. Il est envisagé duier la mobilité des SPA de Ti@n utilisant
des colonnes de sol selon les protocoles de Faaly @009) et Solovitch et al. (2010) avec
guelques modifications. En effet, la réalisation3deolonnes serait nécessaire: une premiere
avec du sable, la seconde avec sable et argidedstrhiere avec sable, argile et tourbe. Cette
technique consiste a comparer la concentration aticples dans la suspension avant
I'injection et a la sortie de la colonne, ce quirmettrait d’évaluer la fraction mobile des
particules. L'affinité des SPA Tiet des NP de Tigpour les différentes composantes du sol

serait déterminée en comparant les résultats obtetaisortie de chaque colonne.

Par ailleurs, suite a cette étude, la sensibiktd’apoptose, biomarqueur cellulaire, aux sous
produits d’altération de Ti©suscite l'intérét de rechercher les séquencesgdass pro-
apoptotiques (Bax) et anti-apoptotiques (ex : BctRez le verE. fetida, afin de pouvoir
prédire la toxicité de ces nanomatériaux en évaligam expression en tant que biomarqueurs
moléculaires prédictifs. Le développement de ce g biomarqueurs permet d’'anticiper les

effets au niveau populationnel, souvent irréveesibl

Au commencement de cette these, peu d’études aveieméalisées pour évaluer les effets
des nanomatériaux sur les vers. C’est pourquois raaxons souhaité mener une approche
multi disciplinaire (physico-chimie des nanoparkes) immunologie et génétique) et multi
scalaire (des génes aux individus). Pour abordeeffets des nanoparticules a ces différentes
échelles biologiques et notamment sur les geneserlele fumierEisenia fetida, constituait

un macroinvertébré du sol adapté a ce type d’émdéait du séquencage d’'un grand nombre
de ses genes. Cependant, il serait intéressantaslailler également avec desspeces
communes et plus représentativesle nos sols commeumbricus rubellus, L. terrestris,
Aporrectodea caliginosa, A. longa ou encoreAllolobophora tuberculata. En effet, la réponse
d’'un biomarqueur pour un contaminant peut étretdifiite selon les especes (Spurgeon et al.,
2000; Fourie et al., 2007; Maleri et al., 2008lh)edt d’ailleurs généralement recommandé
d’utiliser plusieurs espéces dans les tests éamilmgiques pour avoir une meilleure gestion
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environnementale et pour avoir des procédures Hiétian des risques écologiques plus
précises (Van Straalen, 2002). Il faudrait doneatger nos efforts sur la recherche des génes
de ces espéces, et renforcer les études écotayigoés aux échelles cellulaires, individuelles
et populationnelles. Par ailleurs, pour ces espéeaiopage de sols devrait se faire dans des
sols naturelset sans doute sur des temps d’exposition plus tpregceux choisis pouE.
fetida (qui a un cycle de vie plus rapide). Il seraigmnessant également d’évaluer I'impact des
nanomatériaux sur les descendants des vers exmrsédvaluant les potentiels effets
reprotoxiques et/ou tératogenes. Il est bien cajuriles vers de terre sont des organismes
fouisseurs et décomposeur qui participent au boctimnnement de I'écosystéme terrestre.
Cependant, une altération de leur reproductiored®tht de santé de la descendance des vers
de terre pourrait entrainer des changements isiles sur la qualité du fonctionnement de

I'écosysteme terrestre.

Les vers de terre sont également des organismesgahs la chaine alimentaire. Une premiére
étude a mis en évidence la biomagnification de paricules d’or dans la chaine trophique
entre un producteur primaif&licotiana tabacum) et un consommateur primair#énduca
sexta) (Judy et al., 2011). L’étude du transfert de sasomatériaux de TiOvia la chaine
trophique permettrait de mettre en évidence lanttile biomagnification de ces nouveaux
contaminants aux organismes supérieurs et le daoger peuvent représenter ces

nanomatériaux pour ’lHomme et 'Environnement.
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Mineral sunscreen nanocomposites, based on a nano-TiO; core, coated with aluminium hydroxide and
dimethicone films, were submitted to an artificial ageing process. The resulting Altered TiO, Nano-
composites (ATN) were then tested in the liquid phase on the plant model Vicia faba, which was exposed
48 h to three nominal concentrations: 5, 25 and 50 mg ATN/L. Plant growth, photosystem Il maximum
quantum yield, genotoxicity (micronucleus test) and phytochelatins levels showed no change compared
to controls. Oxidative stress biomarkers remained unchanged in shoots while in roots, glutathione
reductase activity decreased at 50 mg ATN/L and ascorbate peroxidase activity decreased for 5 and
25 mg ATN/L. Nevertheless, despite the weak response of biological endpoints, ICP-MS measurements
revealed high Ti and Al concentrations in roots, and X-ray fluorescence micro-spectroscopy revealed
titanium internalization in superficial root tissues. Eventual long-term effects on plants may occur.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

With the fastly growing number of commercial products incor-
porating or made of manufactured nanoparticles (MNPs), the
dispersion of MNPs in the environment is not science fiction but
already occurring, causing ethical, sociological (Jacobs et al., 2010)
and potentially environmental problems, even if those are difficult
to assess (Aschberger et al., 2011; Baun et al., 2008; Farré et al., 2011;
Navarro et al., 2008; Nowack, 2009; Nowack and Bucheli, 2007).
Measurements from Kaegi et al. (2008) represent the first direct
evidence of the release of synthetic nanoparticles from MNPs
applications into the environment. They showed the leaching of
titanium dioxide (TiO2) nanoparticles from house facades treated
with paint containing nano-TiO; under the influence of atmospheric
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conditions. A model of the behaviour and expected concentrations
of nano-TiO; in the different compartments of the environment is
proposed by Mueller and Nowack (2008) and by Gottschalk et al.
(2010), reviewed by Menard et al. (2011).

TiO, nanoparticles are more and more included in sunscreen
creams for their good UV filter properties (AFSSET, 2010). Like other
cosmetic products, sunscreen components are likely to end up in
bathing waters, wastewaters and waste disposals, and finally into
the whole environment. During sewage treatment, TiO, nano-
particles seem to show a close affinity for activated sludge, and
consequently, the greater part of these nanomaterials are expected
to end up in soils through sewage sludge application (Johnson et al.,
2011; Kiser et al., 2009).

The photocatalytic properties of TiO, nanoparticles are really
problematic once these particles released into the environment.
Indeed, they are powerful reactive oxygen species (ROS) producers
when exposed to ultraviolet radiations (Reijnders, 2008). In plants,
bare TiO, nanoparticles can show either positive or negative effects
(Brar et al.,, 2010; Ma et al., 2010). In sunscreens, nano-TiO; particles
are surface modified to inhibit ROS generation (Reijnders, 2006;
Wakefield et al., 2004) and prevent toxic effects, but the stability
of the protective layers and the effects of such altered structures on
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ecosystems remain largely unknown. The possibility of the regain
of photocatalytic properties by sunscreen nano-TiO, after use was
proved by Barker and Branch (2008), who noticed an accelerated
weathering (100-fold) of the coating of prepainted steel sheets by
nano-TiO,-containing sunscreens used by workers during handling
of the materials.

Auffan et al. (2010) and Labille et al. (2010) have artificially
mimicked the natural expected alteration of T-Lite SF (BASF),
a nanocomposite entering in sunscreen formula. T-Lite are based on
a nano-TiO, core coated with aluminium hydroxide Al(OH)3 and
polydimethylsiloxane (PDMS) films. In the continuity of these
studies, we investigated the biological effects of their Altered TiO,
Nanocomposites (ATN) on a plant model, the broad bean Vicia faba.
This model was chosen for its well-known sensitivity to pollutants.
Indeed it has been used by numerous authors to assess the eco-
toxicity, and particularly the genotoxicity of substances, radiations,
or liquid or solid polluted matrix (Cotelle et al., 1999; Manier et al.,
2009; Minouflet et al., 2005; Radetski et al., 2004; Unyayar et al.,
2006).

After exposing V. faba to ATN suspensions, ecotoxicological and
genotoxicological endpoints were assessed. Titanium and aluminium
concentrations were determined in roots, and titanium internaliza-
tion was studied by X-ray fluorescence micro-spectroscopy.

2. Material and methods
2.1. Nanocomposites artificial ageing

Mineral sunscreen nanocomposites, based on a TiO, core (10 nm x 50 nm),
coated with aluminium hydroxide and polydimethylsiloxane layers, were submitted
to an alteration process detailed by Labille et al. (2010). Briefly, 100 mg nano-
composite powder (provided by the manufacturer) were introduced in 250 mL
ultrapure water and kept agitated (690 rpm) under a white light (400 W Philips®
Master HPI-T Plus) to mimic solar spectrum during 48 h. The pH was not buffered,
the volume was constant. After alteration, the resulting mixture was rested for 48 h
and the supernatant of stable altered TiO, nanocomposites (ATN) was used for the
tests.

2.2. ATN dilution and size characterization

ATN suspension (120 mg/L) was diluted in a water mix (50% Evian® French
mineral water: 50% ultrapure water, v:v) to the following concentrations: 5, 25 and
50 mg ATN/L. Evian® is a weakly mineralized water. The predominant ions are Ca>*
and HCO3. The 50% dilution provided a mix with low ionic strength (4.8 mM)
minimizing particle aggregation (Petosa et al., 2010), but sufficiently mineralized to
ensure an acceptable plant physiological state. At the beginning of the experiment,
the pH was adjusted to 6.5 with HNOs. The medium was not buffered because of the
rapid ATN aggregation in every tested buffer.

Laser diffraction was used to measure ATN size distribution in the mixture of
ultrapure and mineral waters (50:50, v:v) at 25 mg/L during the first 5 h. The
apparatus used was a Malvern Mastersizer S (Malvern Instruments, Malvern, UK)
displaying a measuring range from 50 nm to 900 um. Two separate particle groups
were specifically studied: particles below 700 nm, considered as stable colloidal
suspension, and particles over 10 um, considered as aggregates undergoing rapid
settling.

Turbidity measurements were used to determine the limit conditions for
colloidal stability of the ATN dispersion as a function of its concentration. The
suspension was diluted from 5 to 50 mg/L in the mixture of ultrapure and mineral
waters (50:50, v:v), and left 24 h in the dark to allow settling of particles. The
supernatant turbidity was then measured using a Hach 2100 AN turbidimeter.

2.3. Plant germination and treatment

Commercial dry seeds of V. faba (var. Aguadulce, Fabre®) were used for the
experiments. In accordance with the French standard NF T90-327 (AFNOR, 2004),
seeds were soaked in deionized water for 24 h, allowed to germinate between two
layers of wet cotton at 22 °C for 3 days. After removing the primary root tips, the
seedlings were suspended in aerated Hoagland’s solution at 22 °C for 4 days to
promote the development of secondary roots.

Each V. faba plantlet was placed in an individual pot (Wheaton® glass) con-
taining 100 mL of the diluted suspension. During exposure, plant roots and ATN
suspension were protected from light while leaves were placed under plant growth
lights (125 W, Envirolite®, 6400 K). Four individuals were used per concentration,
randomly disposed to balance a potentially unequal light distribution. Exposure

lasted 48 h without renewing exposure medium. The pots were briefly agitated 2
times a day to resuspend the particles. Experiments were conducted in a glove box,
at20°C+ 1.

The dilution medium was used as a negative control. Maleic hydrazide 10 yM
(MH; CAS 123-33-1) was used as a positive control for genotoxicity. CdCl, 0.1 mM
(CAS 10108-64-2) was used as a positive control for root elongation and as a refer-
ence metal for thiol levels in tissues and oxidative stress biomarkers (Béraud et al.,
2007; Lin et al., 2007).

2.4. Plant harvesting

After 48 h of exposure, secondary roots were carefully rinsed twice with
ultrapure water and elongation of three secondary roots per plant was assessed by
the difference between their length before and after exposure.

For micronucleus test, In accordance with the French standard NF T90-327
(AFNOR, 2004), root tips were excised and fixed overnight in Carnoy solution (25%
glacial acetic acid: 75% ethanol, v:v) at +4 °C and then stored in 70% ethanol
at +4 °C.

Photosystem Il maximum quantum yield was assessed in leaves through Fv/Fm
ratio using a portable Handy PEA (Handy-Plant Efficiency Analyser, Hansatech
Instruments, Norfolk, UK). Fv/Fm ratio is commonly used as an indicator of overall
plant physiological status.

Fresh weight of shoots was determined. Shoots and roots were divided into 2
groups: the first group was frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C for
glutathione, phytochelatins and oxidative stress biomarker measurements, the
second group was frozen at —20 °C for Ti and Al determinations.

2.5. Metal analyses

Al and Ti concentrations in roots were determined. After drying at 105 °C and
mineralization in HF—HClO4, metal concentrations in tissues were measured by ICP-
MS.

2.6. Element location in plants

In order to localize the metal (Ti) in the plant tissues, X-Ray Fluorescence micro-
spectroscopy (pu-XRF) analysis was performed on secondary roots exposed to
50 mg ATN/L, fixed in Carnoy solution and kept at +4 °C in 70% ethanol. To distin-
guish between Ti trapped in the mucilage from Ti included in the root tissues, the
remaining mucilage was removed from certain roots following the protocol of Brams
(1969) after slight adaptation. Roots conserved in 70% ethanol were rinsed 10 min in
ultrapure water, and then immersed in 1 M NH4Cl (pH 4.15) for 10 min. After that,
they were rinsed 2 x 10 min in ultrapure water before being put back in 70% ethanol.

Resulting “with mucilage” and “without mucilage” roots were then embedded in
resin and cross sections were obtained with a diamond wire saw. u-XRF measure-
ments were carried out at the lab-scale on a microscope (XGT7%%°, Horiba Jobin
Yvon) equipped with an X-ray guide tube producing a finely focused beam with
a 10 um spot size (Rh X-ray tube, accelerating voltage of 30 kV, current of 1 mA).
Major elements (P, S, and Ca) were also detected by pu-XRF and images of their spatial
distribution were obtained. Aluminium mapping was not possible because of the
low p-XRF sensitivity for light element detection.

2.7. Biochemical analyses

Activities of superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
guaiacol peroxidase (GPX, EC 1.11.1.7), ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) and
glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) were measured according to Qiu-Fang et al.
(2005) for SOD, to Chaoui et al. (1997) for CAT, to Roy et al. (1996) for GPX, and to
Garcia-Limones et al. (2002) for APX and GR, each of them modified by Dazy et al.
(2008).

Lipid peroxidation was evaluated by the thiobarbituric assay of Aravind and
Prasad (2003). Briefly, 900 pL of a 0.5% TBA in 20% TCA (w/v) solution were added
to 100 puL of plant extract. The mixture was incubated at 95 °C for 30 min and the
reaction was stopped by transferring tubes on ice. The non-specific absorbance at
600 nm was subtracted from the 532 nm absorbance and ¢ = 155 mM~' cm™! was
used for the calculation of malondialdehyde (MDA) level.

Phytochelatins (PC) 2, 3, 4, 5 and glutathione contents in plant extracts were
measured by HPLC according to the derivatization method of Courbot et al. (2004).
PC standards were commercially provided (Anaspec, San Jose, USA). Protein contents
were determined according to Bradford (1976) using bovine serum albumin as
a standard.

2.8. Micronucleus frequency

As described in the French standard NF T90-327(AFNOR, 2004), the excised root
tips were hydrolyzed in 1 N HCl at 60 °C for 6 min, squashed between a slide and its
coverslip and stained with 1% aceto-orcein solution. Micronucleus frequencies were
scored from 1000 cells per root tip under a 400x microscope magnification. Two
slides were prepared for each of the 4 replicates and a total of 8000 mitotic cells
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from 8 separate slides per experimental group were observed under blindfold
conditions.

2.9. Statistical analyses

Before comparisons were run, care was taken to check for normality of variable
distributions (Shapiro—Wilk test) and homogeneity of variances (Levene test). A
One-way ANOVA was performed between ATN-exposed samples and negative
controls, followed by Dunnett’s t-test, risk level 5%.

Student t-test was performed between negative controls and MH or CdCl,

treated plants.

Root metal concentrations showed no homoscedasticity, that is why a loga-
rithmic transformation was performed before testing. Data were analysed using
Statistica 7.0 software (StatSoft).

3. Results and discussion
3.1. ATN physico-chemical properties

Al and Ti total concentrations in 100 mg/L ATN mother
suspension were respectively 3.44 and 52.29 ppm (+5%), as
determined by ICP-AES after acid digestion. These concentrations
correspond to 1.09 + 0.055 mmol/L of Ti and 0.127 + 0.006 mmol/L
of Al Dissolved Al in the mother suspension was below 0.2 mg/L,
corresponding to a maximum of 74 puM of Al dissolved in the
solution. This rate was not depending to the pH (5—9).

Physico-chemical properties of ATN were detailed by Labille
et al. (2010) and Auffan et al. (2010). These authors display that
the original nanocomposites are not completely degraded: the
PDMS outer coating is significantly altered and desorbed, leaving
aluminium hydroxide at the surface of the TiO, nanoparticles
constituting the ATN. Moreover, no dissolved aluminium is
detectable in solution. Labille et al. (2010) showed that the ATN are
constituted of aggregates characterized by a size larger than
100 nm and an isoelectric point around 7.3 typical for Al(OH);
surface coating. These properties confer to the residues a weakly
positive surface charge at environmental pH and a tendency to
aggregate in most common surface waters.

Our results were in accordance with their observations: during
the first 5 h after dilution (25 mg ATN/L), ATN tended to form
aggregates larger than 10 pum in size. The volume fraction of
particles over 10 pm increased from 17 to 88%, while the volume
fraction of particles below 700 nm decreased from 14 to 3% (Fig. 1).
We can also see that the relative turbidity of the suspension
dramatically decreased when ATN concentration increased: 35.39,
16.47 and 3.73 for 5, 25 and 50 mg ATN/L, respectively. Therefore,
ATN suspensions aggregated very rapidly, and the higher ATN
concentration was, the more rapidly aggregation and sedimenta-
tion occurred. This tendency of ATN to self aggregation is certainly
due to a pH close to the isoelectric point of the ATN, favouring
screening of the interparticle electrostatic repulsions. Concerning

ionic strength, Labille et al. (2010) find a critical coagulation
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Fig. 1. Time evolution of particles size in the 5 first hours after dilution of ATN mother
suspension to 25 mg ATN/L in the mixture of ultrapure and mineral waters (50:50, v:v).
White triangles: particles below 700 nm; Black squares: particles over 10 pm.
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Fig. 2. Ti or Al concentrations in V. faba secondary roots after 48 h exposure with
respect to their concentrations in exposure suspensions. *Statistically significantly
different from corresponding controls after logarithmic transformation, Dunnett’s
t-test, p < 0.05.

concentration for ATN suspension of 20 mM NaCl or 8 mM MgCls.
Nevertheless, according to these authors, a slow coagulation is
initiated by 5 mM NaCl or 2 mM MgCl,, corresponding to ionic
strengths of 5 and 6 mM, respectively. In comparison, our exposure
matrix bore an ionic strength of 4.8 mM. Hence, to our sense, ionic
strength played a minor role in ATN aggregation.

Besides, the kinetics of this aggregation mechanism is also
determined by the ATN concentration, which controls their colli-
sion frequency, favouring faster aggregation and sedimentation at
higher concentration. This effect is evidenced by the supernatant
relative turbidities as a function of the ATN concentration. The
turbidity after 24 h settling indeed decreases in a logarithmic way
when the particle number increases. The equation describing the
relative turbidity (t) as a function of the ATN concentration (c) is the
following: t = —13.4In(c) + 57.566; the correlation coefficient is
R?> = 0.98715. However turbidity measurements gave direct
evidence of colloids remaining in suspension. This implies different
potential exposure routes and/or bioaccessibilities of the ATN
according to their concentration.
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Fig. 3. Relationship between Ti and Al in Vicia faba secondary roots after 48 h exposure
to different ATN concentrations. Dotted line: Ti/Al ratio in exposure suspension.
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During exposure, root exudates could also have exerted an
action on ATN physico-chemical properties, probably accelerating
ATN aggregation.

At the end of the exposure, the pH of the exposure suspension
was comprised between 6.18 and 6.87 without any clear correlation
with ATN concentration.

3.2. Ti and Al contents in tissues

Titanium and aluminium concentrations in plant roots are
represented in Fig. 2. Titanium concentrations were highly
different from controls regardless of ATN concentration.
Aluminium concentrations were significantly different only for 25
and 50 mg ATN/L. A strong positive linear correlation exists

[ I 5
T 2mm CaKal* " 2mm 'SKat

CCD camera

between Ti (r = 0.9661, p < 0.001) or Al (r = 0.6707, p = 0.004)
concentrations in the ATN suspension and their respective
concentrations in plant roots. Fig. 3 shows that whatever ATN
concentration was, every individual contained a Ti/Al ratio smaller
than the one existing in the exposure suspension. This implies that
Al was internalized in a relatively larger extent than Ti into plant
roots. This may be due to the higher dissolution constant of
Al(OH);3 coating compared to TiO; core in the ATN, which favoured
more soluble and bioavailable Al species, particularly in root
microenvironment. Indeed, this one is acidified by the release of
H* ions by the root (Hinsinger et al., 2003; Yan et al., 1992) and
some of the Al agglomerated to the roots can have been partially
dissolved in contact with this special environment and preferen-
tially absorbed comparing to Ti.
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Fig. 4. 1-XRF analyses of roots after 48 h exposure to 50 mg ATN/L. (a
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) Ca, S, P and Ti distribution in entire root (total counting time of 15 x 600 s, 256 px?, 1 px = 16 um). (b) Ca, S, P

and Ti distribution in two cross sections and S/Ti combined image (total counting time of 15 x 600's, 128 px?, 1 px = 8 um). (c) P, Ca and Ti distribution in cross section of the treated
root (mucilage removed) and P/Ca/Ti combined image (total counting time of 20 x 600 s, 128 px?, 1 px = 40 um). S was not detected. Contrast and luminosity were modified in the

P/Ca/Ti combined image to ensure a better readability.
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Fig. 5. (a): Secondary root elongation (mean = SD) in V. faba exposed for 48 h to ATN
(3 x 4 individuals). (b): Shoot fresh weight (4 individuals, mean + SD). (c): Fv/Fm ratio
in leaves (4 individuals, mean + SD). Differences are not statistically significant
(ANOVA, p < 0.05) except for positive control Cd. (*Student t-test, p < 0.05).

Fig. 4a shows the spatial distribution of Ti along an entire root
exposed to 50 mg ATN/L. Since the X-ray beam penetrates through
the sample, Ti retention at the root surface (probably in the muci-
lage) or Ti included in the root tissues cannot be discriminated.
Nevertheless, the chemical images of cross sections show high Ti
concentrations, particularly in root periphery. Moreover Ti seems to

Table 1
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have been internalized in the peripheral tissues, at least in the 100
outermost micrometres of the root tissues (Fig. 4b). But it is diffi-
cult, from these chemical images, to precisely identify the interface
between the mucilage and the root tissues: an additional treatment
was performed on the roots in order to totally remove the mucilage.
u-XRF mapping of this treated root (cross section) revealed the
remaining presence of Ti (Fig. 4c). From these results, partial Ti
penetration in root tissues can be validated.

We just showed through p-XRF analysis performed on roots
exposed to 50 mg ATN/L that high titanium concentrations existed
in root peripheral tissues. Yet, ATN particles, principally under the
form of aggregates over 10 um, were not likely to penetrate into the
root cells. In fact, nanoparticles with a diameter greater than 6 or
7 nm have few chances to pass through the cell wall pores (Andrew
et al., 1997; Asli and Neumann, 2009; Baron-Epel et al., 1988; Car-
pita et al., 1979; Proseus and Boyer, 2005). V. faba root cell wall
pores have an average diameter of 10—14 nm that can reach 20 nm
(Hylmo, 1955, 1958). Such coating could result from the adsorption
of the ATN onto the external tissues of the root and/or their trap-
ping by mucilage. This phenomenon could reasonably be expected
considering the opposite surface charges of ATN (+) (Labille et al.,
2010) and cell walls (—) at pH = 6.5, enabling electrostatic attrac-
tions. The deposit of particles in the outer root tissues, leading to
the filling of the cell pores and interstices, bothering or blocking the
normal circulation of water and molecules of interest for the plant,
is called “clogging” by Asli and Neumann (2009), who already
supposed such a phenomenon on maize primary roots exposed to
30 nm TiO, nanoparticles colloidal suspension. This coating could
explain the huge titanium concentrations we observed in V. faba
roots (Fig. 2). It also could increase the smallest ATN particles intake
by endocytosis via root hair (Ovecka et al., 2005), or ATN diffusion
in the root tissues through the intercellular space without entering
the cells. Indeed, 100 nm in size TiO, particles have shown ability to
be transferred from roots towards the leaves in Nicotiana tabacum
(Ghosh et al., 2010).

3.3. Biological effects of ATN on the plants

Both rutile and anatase nano-TiO, (4—6 nm diameter) can
promote growth in spinach (Gao et al., 2008; Ma et al., 2010; Yang
et al., 2006; Zheng et al., 2005). Nevertheless, in our study using
nano-rutile, root elongation was not changed by ATN (Fig. 5a), and
shoot biomass showed a slight tendency to decrease for 25 and
50 mg/L ATN (Fig. 5b). Besides, nano-anatase with 4—6 nm diam-
eter have been proven to increase photosystem II efficiency in
spinach after spraying on the leaves (Su et al., 2007; Zheng et al.,
2007a). In that case, nanoparticles were shown to have been
internalized in the chloroplast and bound to photosystem Il (Zheng
et al., 2007b). Once again, in our work, Fv/Fm ratio did not change
under ATN exposure (Fig. 5¢).

Shoot MDA levels and antioxidant enzyme activities were not
modified following exposure to ATN comparatively to control group.
In Cd-exposed plants similar results were obtained (Table 1). Thiol

Malondialdehyde and oxidative stress enzymes activities in shoot tissues of Vicia faba plantlets after 48 h exposure to ATN (mean + SD). SOD units are U/g fw, where 1 U stands
for the activity that inhibits nitro blue tetrazolium photoreduction by 50% compared with tubes lacking enzyme extract. No statistically significant difference from controls,
ANOVA, p < 0.05. Cadmium treated plants not statistically significantly different from controls, Student t-test, p < 0.05.

Control 5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L CdcCl,
MDA x 10~ (mol/g fw) 493 + 2.02 4.69 + 0.84 5.56 + 2.07 4.65 + 1.29 5.69 +1.21
CAT x 10~* (mol/min/g fw) 8.40 + 3.48 249 +1.37 4,74 + 5.48 438 +2.82 7.48 + 4.66
SOD (U/g fw) 27.00 + 7.87 16.17 +2.32 20.80 + 9.33 17.39 + 4.16 29.86 + 13.72
GR x 1076 (mol/min/g fw) 3.60 + 1.09 2,61 +£0.38 293 +0.57 3.09 +0.53 2.76 £ 0.71
GPX x 1078 (mol/min/g fw) 0.915 £ 0.176 0.884 + 0.157 0.928 + 0.205 0.848 + 0.120 1.024 + 0.310
APX x 10~% (mol/min/g fw) 3.90 + 1.97 2.72 + 0.45 3.46 + 0.96 4.23 + 0.00 3.59 + 0.86
Proteins (mol/g fw) 1.89 + 0.78 2.74 +£ 043 2.00 + 1.16 2.57 +£0.59 1.93 £ 0.79
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Table 2
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Malondialdehyde and oxidative stress enzyme activities in root tissues of Vicia faba plantlets after 48 h exposure to ATN (mean 4 SD). SOD units are U/g fw, where 1 U stands for
the activity that inhibits nitro blue tetrazolium photoreduction by 50% compared with tubes lacking enzyme extract. *Statistically significantly different from controls, ANOVA
followed by Dunnett’s t-test, p < 0.05. #Cadmium treated plants statistically significantly different from controls, Student t-test, p < 0.05.

Control 5 mg/L 25 mg/L 50 mg/L CdCl,
MDA x 10~ (mol/g fw) 2.26 + 0.27 241 4+ 1.82 3.39 £1.32 2.85 £ 0.51 5.50 + 1.55#
CAT x 1077 (mol/min/g fw) 3.56 + 0.94 3.11 £ 0.53 3.44 +0.95 3.77 £ 0.49 5.81 + 1.07#
SOD (U/g fw) 13.83 £ 2.57 12.84 +2.73 15.47 + 6.74 13.44 + 2.58 34.38 + 13.91#
GR x 10~ (mol/min/g fw) 1.177 £ 0.131 1.157 £ 0.131 0.846 + 0.476 0.243 + 0.424* 0.674 + 0.303#
GPX x 107> (mol/min/g fw) 1.717 £ 0.125 1.748 + 0.227 1.681 + 0.561 1.787 + 0.229 3.053 + 0.415#
APX x 10~ (mol/min/g fw) 5.388 + 0.868 3.711 £ 0.517* 3.689 + 0.315* 4,062 + 1.294 7.741 + 3.704
Proteins (mol/g fw) 0.729 + 0.166 0.606 + 0.225 0.539 + 0.265 0.547 + 0.200 0.340 + 0.120#

concentrations in shoots were neither modified by ATN nor by Cd
(data not shown). In roots, lipid peroxidation, MDA levels signifi-
cantly increased in Cd-exposed individuals but not in ATN-exposed
individuals (Table 2). CAT, SOD and GPX enzymes responded simi-
larly to MDA levels (Table 2). On the contrary, GR enzyme and total
proteins decreased in Cd-exposed roots. In ATN-exposed plants, GR
activity decreased significantly at 50 mg ATN/L (ANOVA p = 0.0037).
Nevertheless, APX activity significantly decreased (ANOVA
p =0.0433) only for 5 and 25 mg ATN/L. In other studies, anatase and
rutile nano-TiO, enhanced superoxide dismutase, catalase and
peroxidase activities and decreased malondialdehyde in chloroplasts
exposed to UV (Hong et al., 2005; Zheng et al., 2008). Malondialde-
hyde could also be increased in Allium cepa roots (Ghosh et al., 2010).
To the contrary, our study showed that in shoots, none of oxidative
stress biomarker was affected by ATN. Even when exposed to Cd, anti-
oxidative stress biomarkers in shoots remained unchanged, sug-
gesting a limited transfer from the root tissue. In roots exposed to
ATN, none of these biomarkers was either increased, but roots
remained hidden from light during exposure and, to our knowledge,
no element in the literature deal with a similar case. Another
hypothesis could be that the decrease of GR and APX may be due to
dissolved aluminium, but in the literature, Al at low concentrations in
higher plants is mostly responsible for an enhanced oxidant stress
enzyme activity and/or expression (Boscolo et al., 2003; Darko et al.,
2004; Dipierro et al., 2005; Sharma and Dubey, 2007; Simonovicova
et al,, 2004; Tamads et al, 2006). Therefore, this hypothesis is not
either convincing.

Total GSH in roots was not affected in ATN-treated individuals
(Fig. 6). GSH/GSSG ratio remained constant (data not shown). PC2,
PC3 and PC4 synthesis was stimulated in Cd-treated roots but not in
ATN-treated ones.
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Fig. 6. Thiol concentrations (GSH and PCs, mean + SD) in roots of V. faba exposed 48 h
to ATN (4 individuals). Differences between ATN-treated and control individuals are
not statistically significant, ANOVA, p < 0.05. Cd: reference metal. *Statistically
significant from controls (Student t-test, p < 0.05).

Not surprisingly, positive control (MH) induced a 13-fold increase
of micronucleus frequency and a decrease of mitotic index (8.6 and
5.5% in negative and positive controls respectively). Exposure of
V. faba roots to ATN did not lead to any genotoxicity (Fig. 7). Cell
division, assessed by mitotic index, was not modified too.

In the literature, photogenotoxicity of nano-TiO, was proven
(Nakagawa et al., 1997), but data are contradictory in plants. In A.
cepa, no genotoxicity was found, but only the mitotic index was
modified in root meristems (Klancnik et al., 2011). To the contrary,
Ghosh et al. (2010) proved genotoxic effects of 100 nm in size TiO;
particles in A. cepa roots and N. tabacum leaves.

Comparing effects in plants of bare TiO, nanoparticles with the
effects of altered nanocomposites observed in this study leads us to
suggest that no or very few bare nanoparticles were released from
ATN during our experiment. To summarize, no biomarker was
significantly modified by ATN in shoots, and only few ones in roots,
without any clear concentration response relationship. Moreover,
neither genotoxicity nor phytochelatin synthesis was seen in roots.
Despite a high quantity of aluminium and titanium oxides in roots,
the quasi-absence of neither effects nor defence reaction noticed in
plants would be in accordance with the hypothesis according to
which the metals internalized in the roots were still under a bio-
logically inert form. Nevertheless, since Ti/Al ratio was always
lower in tissues than in exposure suspension (Fig. 3), we can think
that ATN structures presented by Auffan et al. (2010) and Labille
et al. (2010) were not under unchanged form in tissues, since
aluminium seemed to have been partly solubilized.
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Fig. 7. Micronucleus frequency and mitotic index (mean + SD) in V. faba roots exposed
48 h to ATN (2 x 4 individuals). Differences between ATN-treated and control indi-
viduals are not statistically significant, ANOVA, p < 0.05. MH: positive control.
*Statistically significantly different from controls (Student t-test, p < 0.05).
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Ti and Al metals remained in the root peripheral tissues (Fig. 4b
and c). We can suppose that metals found in root tissues represent
a very small proportion of ATN, but our results did not indicate
whether ATN particles were effectively internalized in root cells.
Perhaps they only stayed in intercellular matrix. The small part of
ATN internalized in root tissues and the high quantity of ATN
agglomerated on the root surface could have exerted a mechanic
action, for example by blocking cell connections or cell wall pores
(Asli and Neumann, 2009; Ma et al., 2010), which could explain the
slight decrease of shoot biomass for 25 and 50 mg/L ATN and the
decrease of GR and APX activities in roots.

4. Conclusion

To our knowledge, this work is the first published study related
to the effects of altered commercial sunscreen nanocomposites in
plants. High metal concentrations were detected in the roots
exposed to ATN, and titanium internalization was even observed in
the root tissues. However no biological effect was observed as
opposed to results from the literature obtained on bare nano-TiO».
Therefore, for TiO, nanoparticles risk assessment, this study showed
that apparently, no bare nanoparticle was released from commercial
nanocomposite, which indicate that the behaviour of the nano-
particles is strongly affected by their surface modifications. Our
results were obtained for exposure concentrations fortunately far
above the expected concentrations of such materials in wastewaters
or surface waters (Gottschalk et al., 2010; Mueller and Nowack,
2008) and like for every substance, toxicological data have to be
compared with the real concentration found in the environment
(Nowack, 2009). Moreover, it is noteworthy to specify that in waters
with pH upper than 7.3, ATN will hold a negative charge (Labille
et al., 2010), leading electronic repulsiveness with cells and
possibly reducing the clogging phenomenon. Other phenomena like
organic-matter adsorption could also lead to the creation of nega-
tively charged particles playing a role in the clogging.

Therefore, sunscreen nanocomposites seem not to exert dele-
terious effects on our plant model in 48 h, but the observed
important clogging onto the roots and above all, titanium inclusion
in root tissues are worrying phenomena. Indeed, one can imagine
long-term effects in the plant. A deep improvement of knowledge
about long-term effects of such manufactured nanocomposites
towards living organisms is seriously needed.
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