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Introduction géneérale

Au cours des derniéres décennies, les nanotechnologies ont connu un essor
considérable. L’utilisation de nanomatériaux dans des produits de consommation courante n’a
cessé d’augmenter de telle sorte que selon « The Project on Emerging Nanotechnologies »
(Inventory, 2013), plus de 1600 produits contenant des nanomatériaux ont déja été identifiés.
D’autre part, grace a ’obligation de déclarations des substances importées, fabriquées ou
distribuées en France, environ 424 000 tonnes de substances a 1’état particulaire ont été

déclarées produites ou utilisées en France en 2017 (Tableau I, Rapport R-nano 2017, (R-

Nano, 2017).

Tableau I : Quantités produites et importées déclarées entre 2014 et 2017 (Rapport R-
nano).

i 1
ﬂuantltér: de :fubstanr.asilélat 2014 2015 2016 2017
nanoparticulaire
‘u"nllume tqtal - quantités produites 397 131 415 774 475 766 424 323
et importées en France (t)
Volume produit total en France (t) 274 667 300 822 350 487 304 282
Volume importé total en France (t) 122464 | 114 951 125 279 120 041

L’utilisation de nanomatériaux dans de nombreux procédés industriels, provient du fait
que ces matériaux presentent des propriétés physico-chimiques nouvelles ou spécifiques.
Cependant ces nouvelles propriétés physico-chimiques nous questionnent sur les propriétés
toxicologigues de ces nano-objets manufacturés, leurs agrégats et agglomérats (NOAA) ; ainsi
que sur leur éventuel impact sur la santé des salariés qui les manipulent, et de la population

générale qui utilisent des produits manufacturés en contenant.
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Les nanomatériaux sont des matériaux dont la taille ou la structure comporte au moins
une dimension comprise entre 1 et 100 nm. Ils possédent des propriétés physiques, chimiques
ou biologiques particulieres, en lien avec leur taille nanométrique (ANSES, 2016).

Cependant, de nombreuses définitions existent. En effet, I’établissement d’une
définition précise, basée sur des données scientifiques est complexe ; cette derniére ne devant
étre ni trop globale (empéchant d’appréhender les propriétés spécifiques a chaque
nanomatériau), ni trop restrictive. Le 18 octobre 2011, la Commission Européenne a publié
ses recommandations relatives a la définition des nanomatériaux (2011/696/UE). Ce
document spécifie qu’on entend par "nanomatériau” un matériau naturel, formé
accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou
sous forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la répartition numérique
par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm.
Cependant cette definition basée sur la taille présente des limites. En effet, en fonction du type
de nanomateériau considéré, les valeurs seuils en termes de toxicité difféerent. De plus, la valeur
seuil fixe de 100 nm ne fait pas I'unanimité chez les scientifiques qui la jugent arbitraire.
D’autre part, la majorité des nanomatériaux sont constitués de particules de différentes tailles.
Il serait donc pertinent de se baser sur une courbe de distribution de taille des particules. De
plus, les nanomatériaux peuvent se retrouver sous forme d’agglomérats ou agrégats de taille
supérieure a I’échelle nanométrique, mais posséder des propriétés en lien avec cette derniére.
Ces agrégats/agglomérats peuvent également se décomposer en particules nanométriques
primaires sous certaines conditions (CIEL, 2014, Lacour, 2011).

D’autre part, la taille n’est pas le seul paramétre a prendre en compte, notamment la forme, la
surface spécifique, la chimie de surface des particules, interviennent dans la toxicité des

nanomatériaux.
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Les nanomatériaux sont classés en deux grandes familles : les nano-objets dont au
moins une dimension externe est a 1’échelle nanométrique. Cette famille comprend les
nanoparticules (nano-objets dont les trois dimensions externes sont a 1’échelle nanométrique
notamment le dioxyde de titane), les nanofibres, nanotubes, nanofilaments ou nanobatonnets
(nano-objets dont deux dimensions externes sont a 1’échelle nanométrique tel que les
nanotubes de carbone), et enfin les nanofeuillets, nanoplats ou nanoplaquettes (nano-objets
dont une dimension externe est a 1I’échelle nanométrique notamment les nanofeuillets d’argile)
(Figure 1). La seconde famille concerne les matériaux nanostructurés, possédant une structure
interne ou de surface, a I’échelle nanométrique. Cette famille regroupe les agrégats et
agglomérats de nano-objets, les nanocomposites et enfin les matériaux nanoporeux (ISO,

2015).

Nanomatériaux

I
! |

} }

nano-objets _a*
* Nanofibre, nanotube X&i * Nanocomposite : nano-
objets incopores dans une ‘
_~__ matrice ou sur une surface
* Nanofeuillet, nanoplaquette . / * -
i » Matériaux nanoporeux

Figure 1: Classification des nanomatériaux (1SO, 2015).
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Le terme de «nanomatériaux manufacturés » désigne des nanomatériaux produits
intentionnellement par I’homme a des fins d’applications précises, et possédant des propriétés
specifiques (Ricaud and Witschger, 2012).

Actuellement I’'utilisation des nanomatériaux est en pleine expansion. Les domaines
d’applications sont multiples ; notamment le secteur industriel (batiment, automobile,

emballage), la santé, la cosmétologie et I’alimentation (ANSES, 2014).

Dans ce contexte, le nombre de salariés pouvant étre exposés augmente sans que pour
autant les propriétés toxicologiques de ces substances soient parfaitement connues.
L’inhalation représente la voie majeure d’exposition professionnelle, et les premiers tissus
exposés sont ceux de 1’appareil respiratoire. Ainsi, les études de toxicologie expérimentale
menées par inhalation chez les animaux, semblent étre les plus pertinentes pour I'évaluation
précoce du danger associé a I'exposition aux nanoaérosols.

Ce travail de thése s’intégre dans une étude menée conjointement entre ’EA3452 et
I’Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS), pour la prévention des accidents du
travail et des maladies professionnelles, organisme de référence dans les domaines de la santé
au travail et de la prévention des risques professionnels (accidents du travail, maladies
professionnelles). Cette étude consiste a évaluer chez le rat de laboratoire, les propriétés
toxicologiques pulmonaires a court terme et a long terme d’un échantillon de dioxyde de
titane (TiOy) inhalé, un des nanomatériaux les plus utilisés actuellement, par des approches de

toxicologie conventionnelles et moléculaires.
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1. Nanoparticules de dioxyde de titane

1.1.Propriétés physico-chimiques

Un matériau de taille nanométrique peut posséder des propriétés physico-chimiques
différentes du méme matériau a 1’échelle micro- ou macroscopiques, notamment dd a
I’augmentation de sa surface spécifique.

Le dioxyde de titane ou oxyde de titane (IV) est un oxyde métallique, composé de
titane et d’oxygene, de formule chimique TiO,. A 1’état naturel, le TiO, est présent sous 3
formes cristallines; anatase, rutile (plus dense et plus stable thermodynamiquement que la
forme anatase) ; ou brookite (Figure 2). Il peut également se combiner a I’oxyde de fer pour

former I’ilménite.

(b)

(a) i

(c)

0 \Ti

Figure 2: Formes cristallines du TiO; ; (a) anatase, (b) rutile, (c) brookite
Les atomes de titane sont représentés par les spheres vertes et les atomes d’oxygenes par les
sphéres rouges (Zhang et al., 2014).

Le TiO, pur (CAS 13463 -67 -7) est une poudre cristalline, blanche, inodore, non

combustible, insoluble dans 1’eau, 1’éthanol et autres solvants organiques ; de masse molaire
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de 79,9 g/mol. Les propriétés physiques des 3 formes cristallines sont présentées dans le
tableau 11. Le TiO, est capable d’absorber les rayons ultraviolets, d’ou son utilisation dans les
créemes solaires en tant que filtre UV. Le degré d’absorption est fonction de la forme
cristalline, ainsi que de la taille des particules et agrégats/agglomérats le constituant. Les NP
de TiO, possédent une meilleure activité photocatalytique que les particules fines, de méme
que la forme anatase comparée a la forme rutile et sont ainsi capables de former des especes
réactives de ’oxygéne, (Binet et al., 2017, INRS, 2013, NIOSH, 2011, Ricaud and Witschger,

2012, Shietal., 2013).

Tableau Il : Propriétés physiques des 3 formes cristallines du TiO, (INRS, 2013).

PR N® CAS 1317-80-2
Etat Physique Solide
Masse molaire 73,9
Point de fusion 1830 - 1855 °C (avec décomposition & 1 860
o)
Point d'ébullition d partir de 2 500 *C
Densité 4,13-4,24
Anatase N CAS 1317-700
Etat Physique Solide
Masse molaire 79,9
Point de fusion Se transforme en rutile a partir de 915 °C
Point d'ébullition dpartirde2500°C
Densité 3.8-39
Brookite N® CAS 12188-41-9
Etat Physigue Solide
Masse molaire 73,9

Point de fusion
Point d'éb ullition

Densité

Se transforme en rutile & partir de 750 °C
dpartirde2500°C

4,13
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Le TiO, existe sous différentes tailles. Le TiO, fin (forme micrométrique) se compose
de particules primaires dont le diamétre est généralement compris entre 0,1 et 3 pm et posséde
une surface spécifique BET (Brunauer-Emmet-Teller) d’environ 5 & 15 m?/g (soit 20 a
60 m?/cm? pour une densité de 4 g/cm®).

Le TiO, ultrafin (nanométrique) est constitué de particules primaires possédant un diamétre
généralement compris entre 10 et 50 nm et une surface spécifique d’environ 10 a 300 m%/g
(soit 40 & 1200 m?/cm®). Ces particules primaires sont rarement sous forme individuelle mais
ont plutdt tendance a former des agglomérats ou agrégats de plus grande taille (1 & 20 um). Le
procédé de fabrication ainsi que le milieu dans lequel se trouvent les particules vont

influencer 1’état d’agglomération/agrégation.

1.2.Utilisation actuelle

Le TiO; est un des nanomatériaux les plus utilisés actuellement en France. En 2017,
entre 10 000 et 100 000 tonnes de TiO, ultrafin ont été produites, importées ou distribuées
selon le dispositif de déclaration des substances a I'état nanoparticulaire ; R-Nano 2017 (R-
Nano, 2017).

Le TiO, ultrafin est utilisé dans de nombreux domaines notamment en cosmétique ; pour son
pouvoir absorbant UV dans les crémes solaires, son action antibactérienne dans les
déodorants, ou comme colorant (ClI 77891) dans le maquillage, les crémes de soins et le
dentifrice. Son pouvoir photocatalytique lui conférant des propriétés auto-nettoyantes et/ou
dépolluantes, conduit a son utilisation dans le secteur du BTP ou il entre notamment dans la
composition de vitres, de ciments, de revétement routier ainsi que dans le secteur automobile
(pots catalytiques). Il est également retrouvé dans les peintures pour ses propriétés
antibactériennes, autonettoyantes, ou comme filtre UV. D’autre part, il est fréquemment

utilise dans 1’industrie agroalimentaire en tant qu’additif connu sous le nom E171 en Europe,
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retrouvé notamment dans les bonbons, chewing-gums, biscuits, compléments alimentaires. Le
E171 partiellement nanométrique, n’est pas soumis a 1’étiquetage « nano » (les nanoparticules
ne représentant pas plus de 50 % de sa composition). Enfin, il est utilisé dans le secteur
pharmaceutique comme colorant (Cl 77891) entrant dans la composition des médicaments ou
comme excipient dans les vaccins (ANSES, 2014, ANSES, 2017a, Binet et al., 2017, INRA,

2017, INRS, 2013).

1.3.Classification et VLEP

La classification du TiO, dépend de la voie d’exposition. Concernant 1I’exposition par
inhalation, le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a classé en 2006, le TiO,
comme cancérogene possible pour ’homme (2B) ; toutes tailles confondues en se basant sur
des preuves suffisantes chez 1’animal de laboratoire mais insuffisantes provenant d’études
épidémiologiques (IARC., 2010). En effet, Lee et coll. ont mis en évidence le développement
de tumeurs pulmonaires chez des rats exposés par inhalation pendant 2 ans a de fortes
concentrations de particules fines de TiO, (250 mg/m®) (Lee et al., 1985). Ces tumeurs
résulteraient d’une surcharge pulmonaire plutdét que d’un pouvoir cancérogene spécifique de
ces particules fines (ILSI, 2000). En mai 2016, ’ANSES a demandé a 1’agence européenne
des produits chimiques (ECHA) de classer le TiO, comme cancérogene 1B par inhalation
(substance dont le potentiel cancérogéne pour 1’étre humain est supposé). En juin 2017, le
Comité d’évaluation des risques (RAC) de ’ECHA, a proposé une classification en catégorie
2, comme cancérogene suspecté par inhalation pour ’'Homme. La Commission européenne
statuera sur [’éventuelle inclusion de la classification du TiO, dans le cadre de la
réglementation CLP (classification, étiquetage et conditionnement). Si cette proposition est
acceptée, les industriels devront a 1’aide d’un étiquetage approprié, informer les travailleurs

des risques encourus lors de la manipulation de produits contenant du TiO,. Ils devront
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également essayer de substituer la substance afin de mieux protéger la population générale.
D’autre part, I’ANSES effectuera en 2018, une évaluation des risques du TiO, pour la santé
humaine et ’environnement dans le cadre de la réglementation REACh (Enregistrement,
évaluation, autorisation et restriction des substances chimiques), obligeant les industriels a
fournir des informations supplémentaires sur les usages et dangers du TiO, (ANSES, 2017a,
Binet et al., 2017, INRS, 2013, VeilleNanos). En raison de la toxicité pulmonaire plus
importante du TiO, sous sa forme nanométrique, aux Etats-Unis, le NIOSH a proposé une
valeur recommandée d’exposition professionnelle pondérées sur 10h par jour et 40h par
semaine ; de 2,4 mg/m® concernant le TiO, fin (fraction alvéolaire, particules primaires de
diamétre supérieur & 100 nm ainsi que leurs agrégats et agglomérats) ; et de 0,3 mg/m®
concernant le TiO, ultrafin (fraction alvéolaire, particules primaires de diamétre inférieur a
100 nm ainsi que leurs agrégats et agglomérats). Au Japon, la VLEP pour le TiO, ultrafin est
de 0,6 mg/m?® (fraction alvéolaire). En Europe, différentes valeurs limites d’exposition au
TiO, nanométrique existent selon les pays. En France, le TiO, quel que soit la taille des
particules unitaires, est encore classé parmi les poussieres réputées « sans effet spécifique ».
Ainsi, une VLEP indicative de 10 mg/m3 a été définie dans ’air des locaux de travail, se
basant sur une circulaire du ministére du travail datant de 1987, pondérée sur 8h par jour et

40h par semaine. Cependant, aucune VLEP spécifique au TiO, ultrafin n’existe.

Concernant 1’exposition orale au TiO,, ’EFSA (Autorité européenne de sécurité des
aliments), a prolongé en septembre 2016, [I’utilisation de I’additif alimentaire E171
(partiellement nanométrique) ; estimant qu’aucun probléme de santé n’a été observé.
Cependant, une étude récente de I’'INRA (NANOGUT) publiée en janvier 2017, a mis en
évidence pour la premiére fois, une apparition de lésions colorectales précancéreuses suite a

une exposition chronique de rats a I’additif E171 par voie orale (Bettini et al., 2017). Ces

24



résultats ne permettent pas de conclure a des effets chez ’homme. Cependant, les ministeres
chargés de la consommation, de la santé et de 1’alimentation ont saisi I’ANSES afin de
déterminer si cet additif est dangereux pour les consommateurs. En avril 2017, I’ANSES a
publié un avis expliquant que bien que I’¢tude de Bettini et coll. ne permette pas a ce stade, de
remettre en cause 1’évaluation de 1’additif E171 réalisée par I’EFSA, de nouveaux effets ont
été identifiés notamment des effets promoteurs potentiels de la cancérogenése. Ainsi, de
nouvelles études doivent étre réalisées afin de caractériser le danger associé a 1’ingestion de
cet additif. Ces études devront étre prises en compte par L’EFSA lors de sa ré-évaluation des

additifs alimentaires (ANSES, 2017b).

Concernant I’exposition dermique lors de 1’utilisation de cosmétiques, notamment
créemes solaires et produits de beauté, le Comité scientifique européen pour la sécurité des
consommateurs (CSSC), un organe consultatif de I'Union européenne; a approuvé
I’utilisation des NP de TiO; en tant qu’anti-UV (concentration maximale autorisée de 25 %).
Depuis aolt 2016, les NP de TiO; sont inscrites a I’annexe VI du Reglement européen relatif
aux cosmétiques (Afssaps, 2011b, Cancer-Environnement, 2018) ; elles sont autorisées sous
formes micrométrique et nanométrique (concentration de 25 % du total de la préparation préte
a Pemploi, sauf pour les sprays pouvant donner lieu a une exposition des poumons par

inhalation). Le plus souvent les produits solaires contiennent entre 2 et 10 % de TiO,.
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2. Toxicité du TiO,

2.1. Facteurs influencant la toxicite du TiO,

Le TiO, appartient a la famille des particules faiblement solubles et faiblement
toxiques (ECETOC, 2013). Ainsi la forme micrométrique du TiO, a souvent été utilisée
comme contréle négatif dans des études de toxicologie des particules (Donaldson et al.,
2008). Cependant, en 1985, des effets toxiques de type inflammation ainsi que le
développement de tumeurs pulmonaires, ont été mis en évidence suite a des expositions
chroniques par inhalation chez le rat a de hautes concentrations de TiO; (Lee et al., 1985). Ces
effets s’expliqueraient par la présence d’une surcharge pulmonaire, diminuant la clairance
ainsi que la mobilité des macrophages alvéolaires (Morrow, 1988). La faible solubilité du
TiO; est en faveur d’une biopersistance élevée, notamment au niveau pulmonaire (Gate et al.,
2017). La biopersistance peut également s’expliquer par le phénoméne de surcharge
pulmonaire associé a la diminution de 1’élimination médiée par les macrophages.

De nombreuses variétés de TiO, sont disponibles, comme mentionné précédemment.
Ainsi, il est nécessaire de définir et caractériser précisement le TiO, utilisé, les effets toxiques
pouvant étre différents. Plusieurs facteurs sont susceptibles d’influencer la toxicité,
notamment les propriétés physico-chimiques incluant la taille, la forme, la surface spécifique

et la composition chimique (Hsiao and Huang, 2011).

2.1.1. Taille

La taille nanométrique confére des propriétés physico-chimiques particulieres. Elle est
corrélée a une augmentation de la surface spécifique, et donc de la réactivité chimique et
biologique (INRS, 2014). Ceci se traduit souvent par une plus grande toxicité. En effet, plus

les particules sont petites et plus elles peuvent pénétrer profondément dans 1’organisme,
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traverser certaines barriéres biologiques, se retrouver dans la circulation sanguine, ou a
I’intérieur des cellules et agir facilement sur les composants biologiques. Ainsi, les NP de
TiO;, sont plus toxiques que les particules de TiO, fines. A la méme «dose retenue en
masse », elles entrainant notamment une réponse inflammatoire pulmonaire plus forte
(Oberdorster, 2001, Oberdorster et al., 1994, Oberdorster et al., 2005, Sager et al., 2008).
Malgré cette différence de toxicité, les échantillons de TiO, fin et ultrafin sont tous deux
considérés comme faiblement toxiques et peu solubles (ECETOC, 2013, NIOSH, 2011).
Ainsi, il est nécessaire de réévaluer la classification du TiO, en fonction de sa taille ; comme

évoqué précédemment.

2.1.2. Surface spécifigue

La surface spécifique représente la surface totale des particules normalisée par la
masse. Elle est souvent corrélée a la taille des particules. La méthode la plus utilisée pour la
déterminer est celle qui utilise la théorie Brunauer, Emmett et Teller (BET, (Brunauer et al.,
1938). Elle est basée sur I’adsorption a basse température d’azote ou de krypton radioactifs a
la surface de 1’échantillon.

De nombreuses €études ont montré qu’il est plus pertinent de prendre en compte le
paramétre « surface » plutét que celui de « masse », afin de déterminer 1’activité biologique
des NP et leur toxicité. (Donaldson et al., 1998, Ferin et al., 1992, Monteiller et al., 2007,
Oberdorster, 1996, Oberdorster et al., 1992, Oberdorster et al., 1994, Sager and Castranova,
2009, Sager et al., 2008). Oberdorster et coll. ont mis en évidence une corrélation entre la
surface totale des particules de TiO, et les effets inflammatoires pulmonaires observés. En
exposant des rats par inhalation & la méme dose (= 20 mg/m®) de particules ultrafines (20 nm
de diametre) et fines (250 nm de diamétre) de TiO, (anatase) pendant 12 semaines, les auteurs

ont observé que les particules ultrafines entrainaient une réponse inflammatoire plus
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importante avec un afflux de neutrophiles. Ces observations ont confirmé des résultats
précédent par instillation intratrachéale de particules ultrafines de TiO, (20 nm, anatase) chez
le rat et la souris (Ferin et al., 1991, Oberdorster et al., 1992). En exprimant cette fois-ci, la
dose administrée en terme de surface totale de particules, les particules ultrafines et fines
induisent une réponse inflammatoire identique, a surface équivalente (Figure 3) (Oberdorster

et al., 1994, Oberdorster et al., 2005).
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Figure 3: Pourcentage de neutrophiles dans le lavage broncho-alvéolaire de rats (A, B)
et de souris (C, D), indicateurs d'une inflammation 24 h apreés instillation intratrachéale
de différentes doses de particules de TiO; (20 nm et 250 nm).

(A, C) En exprimant la dose en terme de masse, les particules ultrafines entrainent une
réponse inflammatoire plus importante. (B, D) En exprimant la dose en termes de surface
totale, les particules ultrafines et fines induisent une réponse inflammatoire identique, a
surface équivalente. Le paramétre surface semble donc plus pertinent pour comparer les effets
de particules de différentes tailles. Moyennes et écart-types sont représentés sur les courbes
(Oberdorster et al., 2005).
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2.1.3. Charge de surface

La charge de surface des particules (charge électrique présente a une interface et
toujours présente quand I’objet est placé dans un fluide) influence leur réactivité, leur
absorption, la réponse biologique et la toxicité (Florence, 2005, Geys et al., 2008, Herlin-
Boime et al.,, 2013, Shah et al., 2012, Torrano et al., 2013). Notamment, les particules
chargées positivement sont mieux absorbées que les particules neutres ou chargées
négativement (Florence, 2005). D’autre part, Geys et coll. ont mis en évidence une
implication de la charge de surface sur 1’effet prothrombotique et la toxicité aigué de forte
dose de quantum dots, des nanoparticules couramment utilisées en imagerie in vivo (Geys et

al., 2008).

2.1.4. Modification de surface

La toxicité des NP dépend de leur surface ou revétement, ainsi que de la présence de
composés chimiques adsorbés en surface. Ainsi, les NP de TiO, utilisées dans les crémes
solaires, sont généralement recouvertes de matériaux supprimant leurs propriétés
photocatalytiques, tel que magnésium, silice, aluminium, alumine ou zirconium, afin d’éviter
la formation d’ERO suite a une exposition au soleil (Contado and Pagnoni, 2008, Labille et
al., 2010). De plus la présence d’impuretés, notamment métalliques, peut influencer la toxicité
des NP. Warheit et coll. ont administré chez le rat par inhalation ou instillation intratrachéale,
des échantillons de TiO, (rutiles, 290-440 nm) ayant subi différents traitements de surface. lls
ont montré que seules les formulations de particules de TiO; traitées en surface avec les plus
fortes doses d’alumine ou de silice amorphe, entrainaient des effets indésirables pulmonaires
par inhalation (1130-1300 mg/m®pendant 4 semaines) / instillation (2 et 10 mg/kg) chez le rat

(Warheit et al., 2005).
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D’autre part, Horh et coll. ont étudié le role de la surface et du revétement de surface
(hydrophile ou hydrophobe) dans [I’inflammation pulmonaire, suite a [I’instillation
intratrachéale (1 ou 6 mg) de TiO, fin (180 nm) et ultrafin (20-30 nm). La surface hydrophobe
semble moins active, méme si les écarts observés ne sont pas statistiquement significatifs.
Cependant, ils ont conclu que la réponse inflammatoire pulmonaire est d’avantage influencée
par la surface totale que la nature du revétement (Hohr et al., 2002). Dick et coll. ont observé
apreés instillation intratrachéale de particules ultrafines de TiO, chez le rat (20 nm; 49.8 m%qg),
que la formation de radicaux libres en surface serait impliquée dans la réponse pulmonaire
(Dick et al., 2003). Enfin, Rahman et coll. ont effectué une analyse toxicogénomique suite a
I’instillation intratrachéale chez la souris de 6 NP de TiO, de taille (8, 20, 300 nm), de
structure cristalline (anatase, rutile ou anatase/rutile), ou de revétement de surface
(hydrophobe ou hydrophile) différents. Ils ont noté une réactivité plus importante concernant
la surface hydrophile. Ainsi, les modifications de surface influencent la seéverité de

I’inflammation pulmonaire (Rahman et al., 2017).

2.1.5. Structure cristalline

Le TiO, existe sous forme amorphe ainsi que sous 3 formes cristallines : anatase,
rutile, la plus présente sur Terre, et brookite. La structure cristalline peut influencer la toxicité
du TiO,. La forme brookite posséde une structure cristalline orthorhombique ; tandis que les
formes anatase et rutile ont une structure cristalline quadratique. La forme anatase posséde
une plus grande activité photocatalytique, se traduisant notamment par une plus grande
capacité a genérer des especes réactives de I’oxygene (ERO) en présence de lumiere. Ceci
contribue a augmenter sa toxicité. Sayes et coll. ont mis en évidence une cytotoxicité in vitro
de NP d’anatase 100 fois supérieure a celle de NP de rutile (~ 3-10 nm, 3 pg/mL-3 mg/mL),

semblant corrélée avec la formation d’ERO (Sayes et al., 2006). Warheit et coll. ont observe

30



par instillation intratrachéale (1 ou 5 mg/kg) chez le rat, une augmentation de la réponse
inflammatoire pour un mélange anatase/rutile P25 ultrafin (~25 nm) comparé a la forme rutile
pure fine (~300 nm) et ultrafine (~100 nm) (Warheit et al., 2007b). Inversement, Rahman et
coll. ont observé par instillation intratrachéale unique chez la souris, que les NP de rutile (20
et 21 nm) induisaient une réponse inflammatoire plus forte, un plus grand nombre de génes
differentiellement exprimés, ainsi que des changements histopathologiques de type fibrose, a

la plus forte dose soit 486 pg/souris (Rahman et al., 2017).

2.1.6. Forme

La forme des nanoparticules peut influencer leurs propriétés et donc leur toxicité.
Ainsi, les nanotubes de TiO; sont plus toxiques que les nanosphéres de diametre équivalent.
En effet, ils ont tendance a s’accumuler dans les tissus, étant plus difficilement éliminés,
induisant inflammation et fibrose (Porter et al., 2013). De plus, ils possédent une activité
photocatalytique augmentée par rapport aux nanospheres de structure cristalline et surface
specifique identiques, entrainant une production accrue d’ERO et donc une toxicité supérieure
(Wu et al., 2010). D’autre part, les nanotubes longs sont plus toxiques et provoquent une
inflammation plus importante que les nanotubes courts (Hamilton et al., 2009, Porter et al.,

2013).

2.1.7. Etat d’agglomération/agregation

Les particules ont tendance a former des agrégats soit un ensemble de particules
comprenant des particules fortement liées ou fusionnées, et/ou des agglomérats soit un amas
de particules unitaires ou d’agrégats, reliés par des liaisons faibles. Ces agrégats/agglomerats
ont des tailles comprises entre 0,1 et plusieurs dizaines de microns (INRS, 2013). Les

propriétés physico-chimiques ainsi que les effets biologiques peuvent étre différents de ceux
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observés avec les particules idéalement dispersées. Notamment I’activité photocatalytique du
TiO, diminue avec I’augmentation de son état d’agglomération/agrégation (Li et al., 2010a).

De plus, la taille des agglomérats/agrégats influence la réponse biologique. Okuda-
Shimazaki et coll. ont montré que des agrégats/agglomérats de taille moyenne de 596 nm,
issus de particules unitaires de TiO, P25 d’environ 20 nm, avaient un impact plus important
sur I’expression de génes et la viabilité de la lignée leucémique monocytique humaine THP-1
que des agrégats/agglomérats plus petits, de 166 nm (Okuda-Shimazaki et al., 2010). Dans
une autre étude, Noel et coll. ont testé par inhalation chez le rat la toxicité pulmonaire
d’aérosols nanostructurés issus de 3 nanopoudres de TiO,, composes de particules de taille
unitaire de 5, 10-30 ou 50 nm, et générés sous forme d’aérosols contenant de gros (> 100nm)
ou de petits agglomérats (< 100nm). Les résultats montraient que les aérosols les plus
agglomérés induisaient une réponse inflammatoire plus importante alors que les aérosols les
moins agglomérés étaient plus cytotoxiques (Noel et al., 2013a).

La taille des agglomérats influence également le dépbt des particules dans le systéme
respiratoire. En effet, ils sont comparables a des particules ayant un diamétre aérodynamique
équivalent, et vont donc se déposer de maniére différentielle dans les différentes régions de
I’appareil respiratoire. En outre, la reconnaissance et la phagocytose des particules par les
macrophages alvéolaires dépendent fortement de leur taille. Ainsi, des particules de 20 nm
seront moins efficacement phagocytés que des particules ou des agglomérats/agrégats de
plusieurs centaines de nanometres (Oberdorster et al., 2005). Enfin, la dynamique
d’agglomération/désagglomération des nanoparticules au contact des fluides biologiques et en

particulier du surfactant pulmonaire, n’est pas bien caractérisée.
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2.2.Voies d’exposition

La voie principale d’exposition professionnelle aux NP de TiO; est I’inhalation. Elles
peuvent également pénétrer dans 1’organisme par voie orale, lors de I’ingestion d’aliments en
contenant. Elles peuvent ainsi passer dans la circulation et s’accumuler ensuite dans le foie, la
rate, les poumons et les reins. Cette voie est moins pertinente dans le cadre de 1’exposition
professionnelle. Le passage percutané pourrait se produire suite a I’application de cosmétique
ou creme solaire notamment. Enfin, les NP peuvent penétrer par voie IV principalement dans

le contexte de la nanomédecine (INRS, 2013).

2.2.1. Inhalation

L’inhalation est la voie principale d’exposition aux NP de TiO,. Cette voie sera

détaillée en partie 3.3.

2.2.2. Voie orale / Absorption gastro-intestinale

La principale source d’ingestion de particules de TiO, est la nourriture. En effet,
I’additif E171 est fréquemment utilisé dans 1’industrie agroalimentaire. 1l est également utilisé
comme colorant (ClI 77891) entrant dans la composition des médicaments, ou comme
excipient dans les vaccins. En outre, une partie de nanoparticules inhalées est transportée, lors
de son elimination, par 1’ascenseur mucociliaire vers les voies digestives.

L’absorption est influencée par la taille ; en effet, elle est d’autant plus importante que
le diametre des NP diminue (Florence, 2005). Wang et coll. ont administré une forte dose
(5 g/kg) de NP de TiO, (25 et 80 nm, Hangzhou Dayang Nanotechnology Co.Ltd.) chez la
souris par gavage (Wang et al., 2007a). Ils ont observé une absorption des NP par le tractus
gastro-intestinal et un transport via la circulation sanguine, vers d’autres tissus ou organes tel

que le foie, la rate, les reins et les poumons. Une autre étude a montré un faible taux
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d’absorption gastro-intestinale de NP de TiO; (75 + 15 nm ; anatase) administrées chez le rat,
par voie orale a différentes doses de 0, 10, 50, 200 mg/kg, pendant 30 jours, et une absence
de migration dans la circulation sanguine (Wang et al., 2013). La faible perméabilité de la
barriére intestinale ainsi que la formation d’agglomérats de grande taille, environ 2 um, dans
le tractus gastro-intestinal, peuvent expliquer ces taux d’absorption et de translocation limités.
La plupart des études menées chez le Rat et ’'Homme, ont également montré une faible
absorption intestinale de TiO, (Cho et al., 2013, Geraets et al., 2014, Jones et al., 2015).
Cependant, une publication de I’INRA a récemment montré que le TiO, E171 (118 + 53 nm),
est capable de traverser la barriére intestinale via les plaques de Peyer, et d’atteindre le foie,
suite a une administration orale de 10 mg/kg pendant 7 jours. Aucune altération de la
perméabilité intestinale n’a toutefois été observee (Bettini et al., 2017).

En milieu professionnel, 1’absorption de nanoparticules par voie orale provient le plus
souvent d’une contamination manuportée pouvant étre la conséquence d’une mauvaise

hygiéne.

2.2.3. Exposition dermique

L’exposition dermique aux NP de TiO, se produit principalement lors de 1’utilisation
de cosmétiques et de cremes solaires (filtre UV). Les travailleurs peuvent étre exposés dans
une moindre mesure lors de la fabrication ou de 1’emballage de produits contenant des nano-
objets. De nombreux auteurs se sont intéressés a la toxicité des NP de TiO, par voie cutanée
sur des peaux saines et l1ésées, simulant une insolation cutanée. La plupart des études réalisées
ont mis en évidence une absence de pénétration et d’absorption percutanée de ces NP in vitro
(Senzui et al., 2010) ou in vivo (Adachi et al., 2010, NanoDerm, 2007, Sadrieh et al., 2010).
Des auteurs ont observé que 1’application de NP de TiO; sur la peau n’induisait pas d’effet

promoteur de la cancérogenése, di probablement a leur absence de pénétration a travers
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I’épiderme (Sagawa et al., 2012, Xu et al., 2011). En 2011, un rapport de 1’Afssaps a précisé
que « la pénétration cutanée du TiO, et du ZnO sous forme nanoparticulaire, semble limitée
aux couches supérieures de la peau saine. Sur peau 1ésée, il n’est pas possible de conclure sur
I’absence de pénétration cutanée bien qu’aucune étude ne montre le contraire non plus »
(Afssaps, 2011a). En 2013, Jansen et coll. ont observé que les NP de TiO, peuvent pénétrer
dans les couches externes de la couche cornée (cellules non viables), mais avec le
renouvellement régulier de cette derniére, les NP ne s’accumulent pas (Jansen et al., 2013).
Quelques études ont suggéré que les NP de TiO, pourraient penétrer au-dela de la couche
cornée. Cependant, elles présentent d’importantes limites méthodologiques mettant en
question la validité de ces résultats et leur extrapolation aux humains : Tan et coll., effet non
statistiqguement significatif, Wu et coll., effet observé uniquement chez les souris sans poils,
Sadrieh et coll., probable contamination des tissus (Sadrieh et al., 2010, Tan et al., 1996, Wu
et al., 2009).

En 2015, le CSSC a publié une révision d’un avis sur la sécurité de l'utilisation du
dioxyde de titane, de forme nanométrique, dans les produits cosmétiques (SCCS/1516/13). Ce
rapport précise qu’il n’y a pas de preuve concluante d’une pénétration de NP de TiO, a travers
la peau, vers les cellules viables de 1’épiderme et souligne 1’absence d’exposition systémique.
Sur la base des preuves disponibles, le CSSC a conclu que l'utilisation de nanomatériaux de
TiO, (caractéristiques précises, détaillées dans 1’avis), a une concentration allant jusqu'a 25 %
comme filtre UV dans les écrans solaires, peut étre considérée comme ne présentant aucun
risque d’effet indésirable chez les humains aprés application sur peau saine, intacte ou brilée
par le soleil. Toutefois, cela ne s'applique pas a [’utilisation de poudres ou produits
pulvérisables, pouvant entrainer une exposition par inhalation a des nanoparticules de TiO;

(Chaudhry, 2015).

35



En 2016, le TGA, I’organisme de réglementation des produits thérapeutiques en
Australie, a publié un rapport présentant des conclusions similaires. En effet, ce rapport
explique que la majorité des études ne montre pas de penétration cutanée des NP de TiO; et
ZnO. Ces NP resteraient en surface de la peau et dans la couche externe de la couche cornée,
constituées de cellules kératinisées non-viables, mais n’atteindraient ni les cellules cutanées
viables (y compris dans les peaux fragilisées), ni la circulation générale. Ainsi, en respectant
les conditions d’applications des écrans solaires, il semblerait que les NP ne se retrouvent pas
en concentration significative dans la circulation générale (TGA, 2016).

Cependant, une étude datant de 2015, a montré que la pénétration cutanée du TiO, semble
dépendre de la taille des particules : les NP <4 nm peuvent pénétrer a travers la peau intacte,
les NP de 4 a 20 nm peuvent potentiellement pénétrer les peaux intacte et lésée, les NP de 21
a 45 nm peuvent uniquement pénétrer une peau lésée, enfin les NP > 45 nm ne peuvent pas

pénétrer a travers la peau (Larese Filon et al., 2015).

2.2.4. Voie intraveineuse

L’exposition par voie intraveineuse ne semblerait se produire que dans le cadre de la
nanomédecine. A titre d’exemple, des nanocomposites coeur-coquille de TiO, noir, revétus de
silice mésoporeuse (mSiO,), sont utilisés comme nanotransporteurs pour délivrer des
principes actifs de maniére ciblée, notamment de la doxorubicine dans des thérapies

anticancéreuses (Ren et al., 2017).

2.3. Toxicité expérimentale

De nombreux auteurs se sont intéressés a la toxicité des NP de TiO, chez la souris ou
le rat, a travers de multiples voies d’exposition. La voie d’exposition pulmonaire est la plus

étudiée.
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2.3.1. Toxicité pulmonaire : inflammation

L’inflammation est un mécanisme de défense physiologique se traduisant par la
réponse d’un hdte contre des substances exogeénes, notamment des particules ou
microorganismes. Ce mécanisme doit permettre d’¢liminer la/les causes de Iésion cellulaires
et enclencher le processus de réparation (Wong et al., 2016). L’inflammation induite par les
particules est caractérisée par un afflux de granulocytes neutrophiles au niveau alvéolaire,
résultant de la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires par les
macrophages alvéolaires ainsi que les cellules épithéliales. Ainsi, TNFa et IL-18 sont deux
cytokines majeures impliquées dans 1’initiation de la réponse inflammatoire, en stimulant leur
propre production d’une part, ainsi que celle d’autres chimiokines notamment IL-6, IL-8
(CXCL8), CXCL1 et CCL2 (MCP-1). Ceci résulte en un recrutement et une activation de
granulocytes neutrophiles au site de la lésion, qui vont ainsi libérer des chimiokines
amplifiant le recrutement de leukocytes et la réponse inflammatoire. L’inflammation entraine
¢galement la libération d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO), la dégranulation des
granulocytes neutrophiles ainsi qu’un phénoméne de « NETose »; correspondant & un
processus de mort cellulaire programmeée, impliquant la formation de « piéges extracellulaires
de neutrophiles » ou NET (Folkerts et al., 2001, Williams and Chambers, 2014). Ainsi, ces
processus sont responsables d’effets déléteres, pouvant conduire a terme, a des pathologies
respiratoires, notamment bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et fibrose

(Figure 4).
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Figure 4: Réponse inflammatoire pulmonaire
Dans les mécanismes de réponse a I’inflammation pulmonaire, les macrophages alvéolaires
vont sécréter différentes cytokines et chimiokines pro-inflammatoires notamment IL-1p et
CCL2. Ceci provoque le recrutement et 1’activation de granulocytes neutrophiles au site de la
Iésion. lls vont a leur tour libérer des chimiokines, amplifiant ainsi la réponse inflammatoire.
Au cours de cette réponse, une phase de vasodilatation se produit. D’autre part, 1’activation
des neutrophiles provoque la libération d’ERO pouvant entrainer un stress oxydant, la
dégranulation des granulocytes neutrophiles ainsi qu’un phénomeéne de NETose. Ces
mécanismes peuvent étre responsables d’effets délétéres, conduisant a plus long terme, a
I’apparition de pathologies pulmonaires.
Adapté de (Williams and Chambers, 2014)

Il est intéressant de noter que quel que soit le type de particules inhalées, il en résulte
toujours une inflammation a court terme. Cependant, si cette inflammation devient chronique,
elle peut conduire au développement de diverses pathologies : fibrose, BPCO, cancer (Shi et

al., 2013, Song et al., 2016).
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Les principaux effets observés suite a des expositions répétées par
inhalation/instillation sont locaux et systémiques ; se traduisant par la présence d’une réponse
inflammatoire, une cytotoxicité, une prolifération, des altérations histopathologiques, des
modifications de I’expression de certains génes, ainsi qu’une cancérogenése a long terme
(cette partie sera développée dans les paragraphes 2.3.3, 2.3.4).

En effet, les études réalisées chez le rat, la souris et le hamster par inhalation ou
instillation intratrachéale, mettent en évidence la présence d’une inflammation pulmonaire
(Bermudez et al., 2002, Bermudez et al., 2004, Lee et al., 1985, Liu et al., 2009, Ma-Hock et
al., 2009, Roursgaard et al., 2011, Warheit et al., 2007b, Warheit et al., 1996b). Cette réponse
inflammatoire se traduit par une augmentation du nombre total de cellules, principalement des
polynucléaires neutrophiles dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA), ainsi que des
macrophages alvéolaires. De plus, les NP de TiO,, 2-50 nm, forme anatase, rutile, ou mélange
anatase-rutile, par inhalation & raison de 2-50 mg/m? ou instillation intratrachéale de 500 ug &
50 mg/kg, peuvent entrainer une cytotoxicité se traduisant par une augmentation dans le LBA,
des protéines totales, de I’activité d’enzymes tel que la gamma-glutamyl transférase (GGT), la
lactate déshydrogénase (LDH), la phosphatase alcaline (PAL) et la N-acétyl-B-D-
glucosaminidase (NAG), marqueurs de lésions tissulaires et cellulaires (Grassian et al., 2007,
Halappanavar et al., 2011, Liu et al., 2009, Ma-Hock et al., 2009, Roursgaard et al., 2011).
Une augmentation du taux de médiateurs cellulaires dans le LBA a également été rapportée
suite a I’exposition de rats a des aérosols de NP de TiO, (= 25 nm, 86 % anatase et 14 %
rutile, concentrations de 2, 10 et 50 mg/m®), notamment pour : MCP-1, MIP-2, haptoglobine,
myelopéroxidase et ostéopontine (Ma-Hock et al., 2009). Le niveau d’expression de cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires telles que IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-6, G-CSF, Cxcl1, Ccl2,
Ccl3, Ccl4, a augmenté apreés instillation intratrachéale chez la souris de NP de TiO, de forme

rutile, de 8-38 nm, aux doses de 162 et 500 ug (Halappanavar et al., 2015, Roursgaard et al.,
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2011). Liu et coll. ont également observé par instillation intratrachéale (0.5, 5, ou 50 mg/kg)
chez le rat de NP de TiO, (anatase de 5 nm, melange 80 % anatase et 20 % rutile de 21 nm ;
rutile de 50 nm), que les NP anatase de 5 nm entrainent une inflammation pulmonaire plus

marquées que les NP de 21 et 50 nm (Liu et al., 2009).

Il est intéressant de noter que cette réponse inflammatoire différe selon les especes, le
rat développant une inflammation plus sévére et persistante & dose pulmonaire retenue
équivalente, tandis que le hamster présente une clairance pulmonaire plus rapide. Une
augmentation du nombre de macrophages et/ou neutrophiles, a été mis en évidence chez les 3
espéces. Chez le rat et la souris, I’exposition par inhalation pendant 13 semaines a des
particules de TiO, pigmentaire (rutile, 1.40 um) entraine une surcharge pulmonaire avec une
diminution de la clairance des particules & de fortes concentrations (50 et 250 mg/m?). Une
cytotoxicité est également observée, se traduisant par une augmentation de I’expression de
LDH et des protéines totales dans le LBA & 10, 50 et 250 mg/m?®
Chez les hamsters, I’élimination de particules est plus efficace et la cytotoxicité moins
importante. Chez le rat, une prolifération de cellules pulmonaires, une altération de
I’élimination des particules ainsi que des altérations histopathologiques se traduisant par des
modifications épithéliales, métaplasiques et fibroprolifératives, ont été observées (Bermudez
et al., 2002, Bermudez et al., 2004, Warheit et al., 1996b). De méme, 1’exposition de rats et
souris par inhalation pendant 13 semaines, a des NP de TiO, P25 (21 nm), a une concentration
de 10 mg/m®, provoque une inflammation pulmonaire, se manifestant par une augmentation
du nombre de granulocytes neutrophiles et de macrophages, ainsi que par une augmentation
de la concentration en LDH et protéines totales dans le LBA. Chez les hamsters, aucune
modification significative n’a été observée, ce qui est probablement en lien avec leur capacite

d’élimination rapide des particules des poumons. Les réponses chez les souris sont limitées
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aux animaux exposés a 10 mg/m?®, alors que des réponses sont également observées chez les
rats exposés a 2 mg/m°. Enfin, les rats exposés a 10 mg/m® développent des Iésions
fibroprolifératives progressives, contrairement aux souris et hamsters (Bermudez et al., 2004).
Ainsi, a charge pulmonaire retenue équivalente, les rats développent une réponse
inflammatoire plus sévere que les souris et hamsters, ainsi que des modifications épithéliales,
métaplasiques et fibroprolifératives, suite a une exposition par inhalation de particules de
TiO, tant pigmentaires qu’ultrafines.

D’autre part, la taille, la concentration, la composition, la structure cristalline (rutile,
anatase ou amorphe) et I’enrobage des particules, peuvent également influencer la réponse
pulmonaire notamment au niveau inflammation ou lésion tissulaire (Bermudez et al., 2002,
Bermudez et al., 2004, Roursgaard et al., 2011). Notamment, les NP de TiO; (anatase, 20 nm,
23,5 + 2,9 mg/m°) entrainent une réponse inflammatoire plus forte au niveau pulmonaire que
les particules fines (anatase, 250 nm, 22,3 + 4,2 mg/m3) suite a une inhalation de 12 semaines
chez des rats males Fisher 344 (Oberdorster et al., 1994). D’autre part, les NP de type rutile,
anatase ou amorphe ne provoquent pas la méme intensité dans la réponse inflammatoire, avec
des résultats divergents selon les études (Roursgaard et al., 2011, Warheit et al., 2007b).
Ainsi, suite a une instillation intratrachéale de 5, 50 et 500 ug chez la souris de NP de TiO,
type rutile (8 nm), anatase (10,4 nm) ou amorphe, les auteurs ont observés que la forme rutile
était la plus inflammogene, et la forme amorphe celle entrainant le plus de lésions tissulaires
en lien avec les taux de protéines totales dans le LBA (Roursgaard et al., 2011). En revanche,
Warheit et coll. ont observé par instillation intratrachéale (1 ou 5 mg/kg) chez le rat, une
augmentation de la réponse inflammatoire pour un mélange anatase/rutile P25 ultrafin (~
25 nm) comparé a la forme rutile pure fine (~300 nm) et ultrafine (~100 nm). Les auteurs
concluent alors que I’inhalation de NP de TiO, de type rutile semble associée a un moindre

risque d’effets indésirables pulmonaires (Warheit et al., 2007b). D’autre part, une étude
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récente de toxicogénomique par instillation intratrachéale chez la souris a montré que la taille
(8, 20 et 300 nm), la structure cristalline (anatase, rutile ou mélange) et les modifications de
surface (hydrophobe ou hydrophile) pouvaient également induire des différences de nombre
de genes dérégulés, le plus grand nombre de génes dérégulés étant observés avec la forme
rutile. Cependant les mécanismes sous-jacents conduisant a 1’inflammation pulmonaire sont
identiques (Rahman et al., 2017) Ainsi, il est primordial de caractériser précisément et de
maniére adéquate les NP utilisées dans les études de toxicologie, comme mentionné

précédemment.

D’autre part, des effets indésirables ont été rapportés chez des rats exposés par
inhalation a un aérosol de NP de TiO, d’environ 25 nm, sous forme d’un mélange 86 %
anatase / 14 % rutile, ou par instillation intratrachéale de NP de TiO, de forme anatase, de
5 nm de diamétre, aux plus fortes concentrations : 50 mg/m?® ou 50 mg/kg (Liu et al., 2009,
Ma-Hock et al., 2009). En effet, des altérations histopathologiques se sont manifestées par une
infiltration alvéolaire de cellules inflammatoires, un épaississement interstitiel et de la paroi
alvéolaire (hypertrophie, hyperplasie) ; une augmentation du poids des poumons, ainsi que la
présence de NP dans les ganglions lymphatiques. Ces altérations histopathologiques différent
également selon les espéces utilisées. Ainsi, le rat est plus sensible au développement de
Iésions fibroprolifératives progressives comparé aux hamsters et souris, comme mentionné ci-

dessus (Bermudez et al., 2002, Bermudez et al., 2004)

Enfin, des modifications de 1’expression de geénes principalement impliqués dans la
réponse inflammatoire de phase aigué, ou codant des chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires notamment Saal, Saa3, Lcn2, C3, Cxcll, Cxcl5, Ccl2, ont été mises en

évidence suite a I’exposition de souris a des NP de TiO, (rutile, 10-38 nm) par inhalation
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(environ 40 mg/m® ou instillation intratrachéale (162 pg) (Halappanavar et al., 2011,
Halappanavar et al., 2015).

Un récapitulatif de ces différentes études est présenté en Annexe 1.

2.3.2. Toxicité extrapulmonaire

2.3.2.1. Exposition par voie orale

La toxicité par voie orale semble peu importante a court terme. En effet, une étude
réalisée chez des souris exposées par gavage a une unique et forte dose de NP de TiO, (25 et
80 nm, 5 g/kg, Hangzhou Dayang Nanotechnology Co. Ltd), n’a pas mis en évidence de
toxicité systémique (Wang et al., 2007a). Cependant, une réponse inflammatoire se traduisant
par une augmentation du niveau serique des ASAT, ALAT et LDH, ainsi que de légéres
altérations histologiques hépatiques notamment des hépatocytes nécroses, et rénales comme
des protéines retrouvées dans les tubules rénaux et un volume glomérulaire augmenté, ont été
observées. Une autre étude conduite chez des rats exposés a des doses plus faibles de NP de
TiO, (anatase, 75 £ 15 nm) répétées pendant 30 jours (0 a 200 mg/kg), a montré que la
toxicité orale différait entre les rats jeunes (3 semaines) et les adultes (8 semaines), les jeunes
semblant plus sensibles. En effet, les rats adultes ont présenté de 1égéres altérations hépatiques
et rénales ainsi qu’une diminution de la perméabilité intestinale, alors que des cedémes
hépatiques et des lésions cardiaques ont été mises en évidence chez les rats jeunes (Wang et
al., 2013). Récemment, une publication de I’'INRA a montré que le TiO, E171 et le NM-105
administrés par voie orale (gavage, 10 mg/kg de poids corporel/ jour) chez des rats pendant
une semaine, n’initiaient pas d’inflammation intestinale mais du titane a été détecté dans les

cellules immunitaires des plaques de Peyer (Bettini et al., 2017).
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Les effets a plus long terme résultants d’une exposition aux NP de TiO, par voie orale
sont peu documentés. La plupart des études menées chez le rat et ’'Homme, ont montré une
faible absorption intestinale de TiO, (Cho et al., 2013, Geraets et al., 2014, Jones et al., 2015).
Les résultats de 3 études de toxicité orale, dont une de 90 jours, réalisées par gavage chez le
rat et se basant sur des lignes directrices OCDE, ont souligné 1’absence ou la faible toxicité de
particules de TiO,, de taille et revétement de surface variés. Les caractéristiques de ces études
sont les suivantes : (i) rats males et femelles de 8 semaines, TiO, pigmentaire, type rutile,
avec un revétement de surface en alumine , dsp = 145 nm, gavage pendant 90 jours a des doses
de 100, 300, ou 1000 mg/kg poids corporel/ jours ; (ii) rats males, TiO, pigmentaire, type
rutile, sans revétement de surface, dsop = 173 nm, gavage pendant 28 jours a une dose de
24 000 mg/kg poids corporel/ jour ; (iii) rats femelles, NP 79 % rutile / 21 % anatase avec un
revétement de surface en alumine et silice, dsp = 73 nm, simple administration a des doses de
175, 550, 1750 ou 5000 mg/kg de poids corporel (Warheit et al., 2015).

Cependant, des effets toxiques neurologiques, cardiovasculaires, ainsi que des lésions
hépatiques, rénales, spléniques, et plus récemment [’apparition de Iésions colorectales
précancéreuses ; ont été rapportés suite a des expositions (sub)chroniques de rats a des NP de
TiO, par voie orale. En effet, une étude de Hu et coll. datant de 2010, a mis en évidence un
lien entre 1’exposition par voie orale aux NP de TiO, (anatase, 5 nm) et des effets
neurotoxicologiques, notamment une possible altération de la mémoire spatiale pouvant
résulter d’une perturbation de 1’homéostasie d’oligo-éléments; d’enzymes et de
neurotransmetteurs dans le cerveau de souris exposées par gavage a des doses de 5, 10 et 50
mg/kg de poids corporel pendant 60 jours. (Hu et al., 2010). En 2012, Sang et coll. ont
observé des lésions chroniques de la rate chez des souris exposées oralement a des NP de
TiO, (anatase, 5-6 nm) pendant 90 jours, par gavage a des doses de 2.5, 5 et 10 mg/kg de

poids corporel, ainsi qu’une altération de I'expression de cytokines inflammatoires et
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apoptotiques, associée a une baisse de I’immunité (Sang et al., 2012). En 2015, Chen et coll.
ont montré que 1’exposition orale a des NP de TiO, (anatase, 24 + 5 nm) pouvait induire des
effets indésirables cardio-vasculaires, méme a faible dose, chez des rats de 3 semaines, par
gavage a des doses de 2, 10, 50 mg/kg pendant 30 et 90 jours (Chen et al., 2015b). Une autre
¢tude a révélé la présence de 1ésions hépatiques, rénales et cardiaques, ainsi qu’une altération
de la réponse inflammatoire et du systéme immunitaire, suite a I’exposition de rats agés de 3
semaines, a des NP de TiO, de type anatase, 24 £ 5 nm, par gavage a des doses de 2, 10 et
50 mg/kg par jour, avec ou sans consommation journaliére de 1,8 g/kg de glucose pendant 30
et 90 jours (Chen et al., 2015a). Ces auteurs ont également montré des interactions entre le
TiO, administré oralement et le glucose, suggérant la nécessité de limiter la co-exposition NP
de TiO;, et sucre chez les enfants, notamment dans les bonbons.

Récemment, I’étude de I’INRA a mis en évidence pour la premiére fois, une apparition de
Iésions colorectales précancéreuses suite a une exposition chronique (100 jours) de rats a
I’additif E171 par voie orale, par gavage, 10 mg/kg de poids corporel/ jour (Bettini et al.,
2017). Ces résultats ne permettent pas de conclure a des effets chez ’Homme. Cependant, de
nouveaux effets ont été identifiés, notamment des effets promoteurs potentiels de la

cancérogenese.

2.3.2.2. Exposition cutanée

Des études de toxicité a court terme réalisées chez le lapin et la souris ont montré que
le TiO, ultrafin n’était ni irritant, ni sensibilisant cutané (Warheit et al., 2007a). Dans ces
études, 0,5 gde NP de TiO, (= 100 nm, mélange de 79 % rutile/21 % anatase) ont été
appliques sur peau saine, rasée de lapins, ainsi que 5 %, 25 %, 50 % et 100 % de ce mélange
sur des oreilles de souris. Une autre étude de toxicité aigué a mis en évidence des altérations

biochimiques cutanées chez des rats de 8 semaines (maéles et femelles), apres application
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topique de NP de TiO, pendant 14 jours, de forme anatase = 20 nm, & la concentration de
42 mg/kg de poids corporel (Unnithan et al., 2011). Cependant les doses utilisées sont

importantes et ne refletent pas les expositions humaines.

L’exposition cutanée a long terme aux NP de TiO, est peu documentée. En 2009, Wu
et coll. ont observé in vitro, sur des peaux de porcs isolées, une absence de pénétration des NP
de TiO; (forme anatase 4 et 10 nm, forme rutile 25, 60 et 90 nm, concentration finale en TiO,
de 5 %) a travers la couche cornée, 24 h aprés exposition (Wu et al., 2009). In vivo, la méme
¢tude n’a mis en évidence aucun effet indésirable chez le cochon aprés administration de NP
de TiO, de différentes tailles (application sur I’oreille droite de porcs de 24 mg de
formulations contenant 5 % de TiO, (4 ou 60 nm) pendant 30 jours) au niveau de I’oreille,
pendant 30 jours. Cependant, une pénétration des NP a travers la peau, une atteinte de
différents tissus avec induction de lésions pathologiques dans plusieurs organes majeurs,
principalement la peau et le foie ; ont été rapportées chez des souris sans poils apres 60 jours
d’exposition, suite a 1’application sur environ 3 cm? de peau de 24 mg de formulations tests de
TiO, 10 nm, 25 nm, 60 nm, Degussa P25 soit 400 pg de TiO, /cm?. Toutefois, ces
observations sont a analyser avec précaution. En effet, cette étude présente des limitations
méthodologiques, notamment la possibilité d’une exposition orale par léchage, concernant les

souris regroupées dans une méme cage, au nombre de 6 (Wu et al., 2009).

2.3.3. Génotoxicité

La génotoxicité induite par les nanomatériaux a été observée en culture cellulaire ainsi
que sur des modeles animaux. Les donnees obtenues a partir des modeles in vitro qui évaluent
principalement la génotoxicité primaire, sont plus nombreuses. En effet, ces modéles

semblent plus sensibles que les modéles animaux (Magdolenova et al., 2014). Cependant, il
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est actuellement difficile de savoir si les tests de génotoxicité standards développés pour les

substances ou les produits au sens du réglement REACh, sont adaptés aux nanomatériaux.

La génotoxicité des NP de TiO, demeure controversée (Charles et al., 2018, Moller et
al., 2017). En effet, les résultats des études sont contradictoires et difficiles a interpréter,
notamment en raison de la forte influence des conditions expérimentales comme le type de
lignée cellulaire, ainsi que des caractéristiques des particules utilisées : taille, surface
specifique, forme cristalline, enrobage éventuel. ..

In vitro, les NP de TiO, peuvent étre génotoxiques (Charles et al., 2018, Moller et al.,
2017). En 2010, un rapport du CIRC analysant des études in vitro utilisant du TiO; fin et
ultrafin ainsi que de I’ADN purifié, a mentionné une induction de lésions de I’ADN avec un
effet plus important pour le TiO, ultrafin. Ces observations suggérent la capacité de ces 2
types de particules a générer des ERO (IARC., 2010). Cependant, ce méme rapport concluait
que la majorité des études de génotoxicité in vitro donnaient des résultats négatifs. D’autres
études ont mis en évidence la présence de lésions de ’ADN provenant de la formation
d’ERO. Ainsi, Wang et coll. en 2007, ont montré un potentiel génotoxique des particules
ultrafines de TiO, (6,57 nm), a raison de 26, 65 et 130 pg/ml pendant 6, 24 et 48h, sur une
lignée cellulaire lymphoblastoide humaine (Wang et al., 2007b). En 2012, Guichard et coll.
ont observé la capacité de NP de TiO, de forme anatase de 14 + 4 nm, rutile de 10 £ 2 nm, ou
Degussa P25 de 25 + 6 nm ; & des doses de 1-50 pg/cm?, & générer des ERO sur cellules
d’embryons de hamster Syriens (SHE) aprés incubation pendant 24 a 72h. De plus, ils ont
remarqué que les NP produisaient un niveau supérieur d’ERO comparé aux microparticules
de masse équivalente (anatase 160 * 48, rutile 530 + 216); et que la forme anatase induisait
les niveaux de radicaux libres les plus élevés (Guichard et al., 2012). Cependant, un test des

cometes réalisé 24 h aprés I’exposition a révélé la présence de lésions de I’ADN similaires
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entre les NP de forme anatase et les microparticules. Enfin, les auteurs n’ont pas observé la
formation de micronoyaux 24 h aprés 1’exposition, quelles que soient la taille et la structure
cristalline des particules utilisées. En 2011, Shukla et coll. ont rapporté que NP de TiO,
(anatase, = 50 nm, 0.008, 0.08, 0.8, 8 et 80 pg/ml, 6h) induisaient une genotoxicité (test des
cometes et micronoyaux) via la formation d’ERO sur la lignée cellulaire épidermique
humaine A431 (Shukla et al., 2011). En 2016, Armand et coll. ont exposé des cellules A549 a
de faibles doses de NP de TiO, pendant 2 mois (1-50 pg/mL, 86 % anatase/14 % rutile, 24 +
6 nm), et ont observé un effet génotoxique via I’induction de 1ésions de ’ADN (test des

cometes et détection des foyers 53BP1 par immunofluorescence) (Armand et al., 2016b).

In vivo, de rares études fiables permettant d’évaluer le potentiel génotoxique dans des
modeéles animaux, sont disponibles actuellement (Charles et al.,, 2018).
Driscoll et coll. ont observé en 1997, une augmentation de la fréquence de mutation du gene
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (Hprt) dans des cellules alvéolaires de type
I1, chez des rats exposés par instillation intratrachéale a des NP de TiO, de forme anatase (18
nm, 100 mg/kg) pendant 15 mois (Driscoll et al., 1997). Trouiller et coll. en 2009, ont mis en
évidence chez la souris, le potentiel génotoxique de NP de TiO, P25 (75 % anatase/25 %
rutile, 21 nm) dispersées dans de 1I’eau de boisson (60, 120, 300 et 600 pg/ml, 3 a 7 mL
ingéré/souris/jour) via une augmentation de la fréquence des délétions et des cassures de
I’ADN, une induction de la formation de foyers y-H2AX (famille des histones H2A, membre
X), de micronoyaux, de 1ésions oxydatives de I’ADN comme la formation de 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine ou 8-OHdG (Trouiller et al., 2009). En 2011, Sycheva et coll. ont rapporté
I’apparition de lésions de I’ADN du foie et de la moelle osseuse de souris, suite a une
exposition répétée par gavage a 40, 200 et 1000 mg/kg de poids corporel de NP de TiO,

(anatase, 33 nm) pendant 7 jours (Sycheva et al., 2011). En 2012, Naya et coll. n’ont pas
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observé de génotoxicité en réalisant un test des cometes chez des rats instillés
intratrachéalement avec des NP de TiO, de forme anatase (Naya et al., 2012). En 2014, Chen
et coll. ont montré que les NP de TiO, (anatase, 75 + 15 nm) étaient génotoxiques in vivo chez
le rat par gavage, aux doses de 10, 50 et 200 mg/kg de poids corporel/jour pendant 30 jours, et
in vitro a raison de 5, 10, 20, 50 et 100 pg/mL sur cellules V79 (Chen et al., 2014b).
Récemment, Li et coll. ont observé un effet génotoxique de NP de TiO, (anatase, 10 nm) dans
le foie et le poumon de souris, suite a 3 injections intrapéritonéales par jour de 50 mg/kg (Li et
al., 2017). Relier et coll. ont mis en évidence un effet génotoxique pulmonaire retardé apres 3
instillations endotrachéales réalisées sur 8 jours, chez le rat pour des doses cumulées de NP de
TiO, P25 de 0,5 ; 2,5 et 10 mg/kg ou 87, 437 et 1700 cm?/poumon (Relier et al., 2017). Cet
effet était associée a une inflammation persistante a la plus forte dose uniquement soit 10

mg/Kg, ce qui représente une surcharge pulmonaire.

Différents mécanismes peuvent étre a I’origine de la génotoxicité des nanomatériaux.
La génotoxicité primaire résulte de I’interaction directe des particules avec I’ADN ; de leur
capacité a induire la production d’ERO en lien avec leur réactivité de surface ou la libération
de molécules pro-oxydantes (Magdolenova et al., 2014, Pati et al., 2016, Schins and Knaapen,
2007, Wang et al., 2012). La génotoxicité secondaire concerne la libération d’ERO ou
d’espéces réactives de 1’azote lors d’une inflammation prolongée, résultant notamment de
I’activation des neutrophiles comme mentionné dans le paragraphe 2.3.3 ; un autre mécanisme
est médié par une surcharge pulmonaire (Borm et al., 2015). Dans ce cas, les NP n’agissent
pas directement sur I’ADN.

Concernant les NP de TiO,, les mécanismes conduisant a la géenotoxicité ne sont pas
encore elucidés actuellement. Il s’agirait principalement de génotoxicité secondaire a un stress

oxydant entrainant la formation d’ERO (Charles et al., 2018, Gurr et al., 2005, Kang et al.,
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2008). Toutefois, un mécanisme de génotoxicité primaire ne peut étre exclu (Charles et al.,
2018, Trouiller et al., 2009). En effet, les NP de TiO, pourraient en théorie, interagir avec
I’ADN puisqu’elles ont été détectées a I’intérieur du noyau dans diverses études in vitro
(Ahlinder et al., 2013, Browning et al., 2014, Shukla et al., 2011). Cependant le mécanisme de
pénétration n’est toujours pas connu actuellement. La génotoxicité induite par les particules

peut a terme conduire a un processus de cancérogenése.

2.3.4. Cancérogenéese

Les lésions de I’ADN représentent la 1% étape du processus de cancérogenése induit
par les particules suite a I’induction de I’activité mitotique : dans ce cas une lésion fixée d’un
nucléotide peut se transformer en mutation par transition ou transversion, si celle-ci n’est pas

réparée (Figure 5).
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Figure 5: Implication des mécanismes de génotoxicité primaire et secondaire dans la

cancérogenese

Dans les mécanismes de cancérogenese induits par les particules, ces dernieres sont impliquées dans la
génotoxicité et la prolifération cellulaire. La génotoxicité peut étre primaire ou secondaire. La génotoxicité
primaire concerne la formation de Iésions de I’ADN par les particules en absence d’inflammation. La
génotoxicité secondaire concerne I’attaque oxydante de I’ADN par les ERO, produites par les macrophages et/ou
neutrophiles activés lors de I’inflammation induite par les particules. D’autre part, des effets génotoxiques se
produisant sur des cellules en prolifération, peuvent conduire a des modifications génétiques irréversibles
(mutagenése) s’ils ne sont pas correctement réparés. A terme, ils peuvent ainsi étre responsables d’un processus
de transformation de la cellule normale en cellule cancéreuse. Pour prévenir ces effets génotoxiques, la cellule a
mis en place des mécanismes de défense comprenant un arrét du cycle cellulaire afin de permettre la réparation
de I’ADN et le cas échéant, une apoptose de la cellule mutée (Schins and Knaapen, 2007).
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Concernant 1’exposition orale, aucun effet cancérogéne n’avait été observé jusqu’a
récemment (INRS, 2013). En effet, I’étude de I'INRA datant de janvier 2017 a mis en
évidence pour la premiére fois, une apparition de lésions colorectales précancéreuses suite a
une exposition chronique de rats a 1’additif E171 par voie orale, comme expliqué

précédemment (Bettini et al., 2017).

Les NP de TiO, ne semblent pas cancérogenes au niveau cutane, notamment dd a leur
difficulté a atteindre leur cible, a savoir des cellules précurseurs de kératinocytes (Newman et

al., 2009, Sagawa et al., 2012, Xu et al., 2011).

Suite & une exposition pulmonaire aux NP de TiO,, une augmentation du nombre de
tumeurs bénignes et malignes a été observée dans plusieurs études. Ce phénomene semble
specifique au rat. En effet, dans les mémes conditions : TiO, pigmentaire, de forme rutile, de
220 nm, & la concentration de 250 mg/m?®, ou TiO, ultrafin, de 21 nm, & la concentration de 10
mg/m?, aucun effet cancérogéne n’a été observé chez la souris ni le hamster (Bermudez et al.,
2004, Heinrich et al., 1995, Hext et al., 2005). D’autre part, & masse équivalente, 1’effet
cancérogene des NP est supérieur a celui observé pour les fines particules (FP) (Baan, 2007,
Heinrich et al., 1995) ; d’ou la nécessité de développer des recommandations distinctes pour
les FP et NP, dans le cadre des expositions professionnelles. En effet, aucune VLEP
spéecifique au TiO, ultrafin n’a été proposée en France, comme mentionné précédemment.
Seule une VLEP indicative de 10 mg/m? a été définie dans Iair des locaux de travail.

Concernant les études par inhalation chez I’animal, Lee et coll. ont mis en évidence en
1985, le developpement d’adénomes alveolaires et de carcinomes épidermoides du poumon
chez des rats exposés par inhalation pendant 2 ans, a de fortes concentrations de particules

fines de TiO,: 250 mg/m°, rutile, MMAD 1,5 — 1,7 pm (Lee et al., 1985). Ces tumeurs
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résulteraient d’une surcharge pulmonaire plutét que d’un pouvoir cancérogene spécifique des
particules fines de TiO, (Olin, 2000). En 1995, Heinrich et coll. ont montré la présence
d’hyperplasie épithéliale, de fibrose et de tumeurs chez des rats femelles, exposés par
inhalation & du TiO, ultrafin & la concentration de 10 mg/m® pendant 2 ans. En revanche,
I’incidence de tumeur pulmonaire chez les souris n'a pas été significativement affectée. Cet
effet est plus important pour les NP comparé aux FP, a masse équivalente (Baan, 2007,
Heinrich et al., 1995). En 2004, Bermudez et coll. ont souligné la présence d’une prolifération
métaplasique focale, d’une fibrose alvéolaire progressive, chez des rats exposés par inhalation
pendant 13 semaines, & du TiO ultrafin (10 mg/m?, 21 nm) (Bermudez et al., 2004).

Concernant I’instillation intratrachéale, aucune différence dans 1’incidence de tumeurs
pulmonaires n’a été observée chez des souris exposées a 0.5 mg de TiO, par injection unique,
de taille non spécifiée, ni chez des hamsters exposés de maniére répétée a 3 mg de TiO; fin :
97 % <5 um et 51 % < 0,5 um, une fois par semaine, pendant 15 semaines (IARC., 2010,
INRS, 2013, Koizumi et al., 1993, Stenback et al., 1976). En 2000, Borm et coll. ont observe,
chez des rats femelles, 129 semaines aprés instillation de TiO, fin, de 0,25 um, a dose
cumulée de 60 mg, et de TiO, ultrafin, de 21 nm, & dose cumulée de 30 mg ; la formation de
tumeurs pulmonaires corrélée a une inflammation chronique (Borm et al., 2000). En 2005,
une augmentation significative du nombre de tumeurs bénignes et malignes a été rapportée,
chez des rats femelles, suite a des instillations intratrachéales répétées sur 30 mois, de TiO,
ultrafin P25, de 25 nm, mélange 80 % anatase / 20 % rutile, a raison de 5x3, 5x6, 10x6 mg ;
ainsi que de TiO; fin, AL 23-203-3, de 0,2 um, de forme anatase, a raison de 10x6 et 20x6 mg
(Pott and Roller, 2005).

En 2011, le NIOSH a classé le TiO, ultrafin comme « potentiellement cancérogene ».
Ce potentiel cancérogene ne proviendrait pas d’une action directe du TiO,, mais plutdt d’un

mécanisme de génotoxicité secondaire associé a une inflammation pulmonaire persistante. En
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effet, I’importante dose de TiO, retenue au niveau pulmonaire et sa biopersistance, associées a
une surcharge des macrophages, peuvent étre a 1’origine d’une inflammation chronique. Cette
inflammation prolongée entraine la libération d’ERO, pouvant provoquer des lésions de
I’ADN puis des mutations, et induire a long terme la formation de tumeurs (Figure 5)

(Dankovic et al., 2007, Hervé-Bazin, 2007, INRS, 2013, NIOSH, 2011, Shi et al., 2013).

2.3.5. Reprotoxicité

Une exposition par voie orale chez le rat pendant 65 jours a des NP de TiO,, ajoutées
dans la nourriture & raison de 1 & 2 %, fabriquées par Riedel-de-Haén® et dont on ne posséde
aucune précision quant aux caractéristiques physico-chimiques ; ainsi qu’une exposition sous-
cutanée chez la souris 3, 7, 10 et 14 jours post-coit, par injection de 100 pL de NP de TiO; a
1 mg/ml, de forme anatase, de 25-70 nm ; ont mis en évidence une diminution de la
production de sperme ainsi que de la motilité des spermatozoides (EI-Sharkawy et al., 2010,
Takeda et al., 2009). Une exposition par inhalation chez la souris entre le 8°™ et 18°™ jour de
gestation, a des NP de TiO, de forme rutile, de 97 nm, enrobées de polyalcools, a la
concentration de 40 mg/m?, a montré la présence de trés faible quantité de TiO, dans le lait
maternel ainsi que dans le foie des nouveau-nés (Hougaard et al., 2010). De légéres altérations
neurocomportementales ont également été identifiées chez les nouveau-nés, notamment une
modification de leur déplacement et de leur réaction face a un stimulus auditif. Une autre
exposition par inhalation chez des rats femelles Sprague-Dawley entre le 7°™ et 20°™ jour de
gestation, & des NP de TiO, de 170 nm, & la concentration de 10 mg/m?, a mis en évidence des
résultats similaires, notamment une altération du comportement et des fonctions cognitives
chez les ratons males, 5 mois aprés leur naissance (Engler-Chiurazzi et al., 2016). D’autre
part, I’administration intraveineuse de 0.8 mg de NP de TiO, (forme rutile, 35 nm) chez la

souris entre le 16°™ et 17°™ jour de gestation ; est responsable d’une baisse du poids corporel
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maternel et feetal, ainsi que du poids de I'utérus maternel (Yamashita et al., 2011). La
présence de NP a été observée dans le placenta, ainsi que dans le foie et le cerveau feetal.
Récemment, une étude a mis en évidence pour la premiére fois un impact sur 1’épigénome
feetal de I’inhalation d’un aérosol de NP de TiO, P25, 80 % anatase 20 % rutile, de 21 nm, a
la concentration de 10 mg/m?, chez des rates en gestation (Stapleton et al., 2018). En effet, des
changements épigénétiques et transcriptomiques significatifs ont été observés dans le tissu
cardiaque des feetus, principalement des altérations concernant l'adaptation immunitaire et la

croissance des organismes.

2.3.6. Neurotoxicité

Les NP de TiO2 peuvent se retrouver dans le systeme nerveux central (SNC) par
translocation nasale via le bulbe olfactif ou en traversant la barriere hémato-encéphalique
apres translocation sanguine. En effet, une étude sur des modeéles in vitro de BHE a suggéré
un passage de cette barriere par les NP de TiO,, résultant en une altération de sa permeabilité
et de son intégrité, ainsi qu’une réponse inflammatoire (Brun et al., 2012). En 2008, Wang et
coll. ont observé suite a une administration intranasale chez des souris femelles, de NP de
TiO,, de forme rutile de 80 nm, ou de forme anatase de 155 nm, une translocation des NP de
TiO; vers le SNC via le bulbe olfactif, ainsi que des lésions oxydatives du tissus cérébral de
type peroxydation lipidique, et une réponse inflammatoire se traduisant par une augmentation
des niveaux de TNFa et IL-1p concernant la forme anatase (Wang et al., 2008). En 2010, Li
et coll. ont observé un passage de la BHE par les NP de TiO;, de 3 nm, suite a des instillations
intratrachéales répétées pendant 4 semaines, dont la dose totale était de 13,2 mg/kg ; induisant

des lésions cérébrales par un mécanisme de stress oxydant (Li et al., 2010b).
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2.3.7. Toxicité cardio-vasculaire

Une altération du systeme cardio-vasculaire a été observée suite a 1’inhalation chez le
rat, de NP de TiO, ultrafin P25, ~ 21 nm, & la concentration de 6 mg/m® (Kan et al., 2014).
D’autre part, une dysfonction endothéliale et une altération de la vasoréactivité artériolaire a
¢été rapportée suite a 1’inhalation corps entier chez le rat, de TiO; ultrafin P25, ~ 21 nm, a la
concentration de 1,5-12 mg/m® (Knuckles et al., 2012, LeBlanc et al., 2010, Nurkiewicz et al.,
2008, Nurkiewicz et al., 2009). Ces effets sur la circulation sanguine, peuvent résulter de

I’activation de mécanismes inflammatoires (Nurkiewicz et al., 2008).

2.4. Toxicité humaine

Les études épidémiologiques s’intéressant aux effets du TiO, sont peu nombreuses et
présentent des limites méthodologiques comme le faible nombre de participants, une
évaluation de I’exposition inadéquate, une co-exposition a d’autres nanoparticules (Bernstein,
2007, Binet et al., 2017, IARC., 2010, Liou et al., 2015). De plus, les rares études réalisées en
milieu professionnel sont peu concluantes ; méme si certaines ont rapporté des effets
respiratoires et cardiovasculaires (Ichihara et al., 2013, Pelclova et al., 2012, Pelclova et al.,

2016b).

Concernant le risque de cancer, seules quelques données concernant le TiO, sont
disponibles actuellement. En 1987, une étude portant sur 209 employés travaillant dans une
usine de TiO, dans laquelle la concentration en particules totales dans la zone de réduction
(essentiellement du TiO,) est maintenue entre 0,2 et 2,8 mg/m* a mis en évidence la présence
d’un épaississement pleural chez 17 % des sujets. Cependant, cette observation a été critiquee

car les travailleurs avaient également été exposés a I’amiante dans le passé (Garabrant et al.,
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1987). En 1988, Chen & Fayerweather ont réalisé une étude sur I’incidence et la mortalité par
cancer parmi 1576 employés de 2 usines de production de TiO, aux USA, en s’aidant des
registres des sociétés (Chen and Fayerweather, 1988). Les analyses de cohorte ont suggéré
que les risques de développer un cancer du poumon et d'autres maladies respiratoires
mortelles n'étaient pas plus élevés pour les employés exposes au TiO, que pour les groupes
référents. Cependant, un certains nombres de défauts ont été observés dans cette étude,
notamment le manque d’informations concernant 1’exposition dont les dimensions du TiO,
concerné, ainsi que des rapports médiocres sur la mortalité par cancer.

Ainsi un groupe de travail évaluant les monographies du CIRC a estimé que ces résultats
n’étaient pas concluants, fournissant des preuves inadéquates de la cancérogénicité chez
I'nomme du TiO,. En 1991, une étude réalisée a Montréal a suggéré une association entre
exposition au TiO; et des risques excessifs pour le cancer du poumon a cellules squameuses et
le cancer de la vessie (Siemiatycki et al., 1991). En 2001, Boffetta et coll. ont réévalué
I’association entre exposition au TiO, et cancer du poumon observée dans I’étude de
Montréal, en utilisant une classification l1égérement différente des sujets exposés. En effet,
bien qu’il était impossible d’attribuer des valeurs quantitatives aux niveaux d’exposition, 3
niveaux de concentration ont été déterminés: faible de 0.05 & 1 mg/m® concernant les
soudeurs & arcs et peintres avec rouleaux; moyen de 1 & 10 mg/m® concernant les peintres
avec aérosol en spray; et fort > 10 mg/m?® concernant les travailleurs mal protégés impliqués
dans le broyage et ensachage du TiO;, pigmentaire (Boffetta et al., 2001). L’exposition
professionnelle au TiO, ne semble pas augmenter le risque de cancer du poumon. En 2003,
une étude de cohorte retrospective sur la mortalité chez 4241 travailleurs employés dans 4
usines de TiO, aux USA, n’a pas montré d’association entre I’exposition au TiO; et une
augmentation du risque de déces par cancer ou d'autres maladies (Fryzek et al., 2003). La plus

grande étude de cohorte épidémiologique disponible, a été effectuée chez 15 045 travailleurs
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dans 11 usines de production de TiO, en Finlande, France, Allemagne, Italie, Norvege et au
Royaume-Uni, dont les expositions moyennes sont estimées entre 0,2 & 0,4 mg/m?® par an dans
les années 2000, et dont I’exposition cumulée médiane des travailleurs a été de 1,98 mg/m®
par an (Hext et al., 2005). Les résultats de 1'étude n’ont pas suggéré d’effet cancérogene
pulmonaire suite a I’exposition au TiO;.

En résumé, le rapport du CIRC a conclu a des preuves suffisantes du pouvoir
cancérogene du TiO, chez les rongeurs, mais a des preuves insuffisantes chez I’ Homme (TiO;
micrométrique et nanométrique), en se basant sur les études épidémiologiques. Ainsi, le CIRC
a classé le TiO, comme « potentiellement cancérogéne » (catégorie 2B) pour I’Homme (Baan,

2007).

Actuellement, il est nécessaire de réaliser de nouvelles études épidémiologiques afin de
pouvoir conclure sur les effets des expositions professionnelles au TiO; (Liou et al., 2015).
Cependant, un probléme éthique peut se poser avec 1'utilisation de volontaires humains lors

d’expérimentations.
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3. Etude de la toxicité pulmonaire des nanoparticules
de TiO, dans un modele murin

3.1. Physiologie de ’appareil respiratoire du rat et de ’Homme

3.1.1. Anatomie comparée des voies respiratoires

Les voies respiratoires ou aériennes représentent I’ensemble des conduits qui
permettent le passage de 1’air entre I’extérieur du corps et les poumons au cours de la
ventilation (respiration). Les voies aériennes supérieures sont constituées par le nez (museau),
la bouche, le pharynx ou carrefour aéro-digestif et le larynx. Les voies aériennes inférieures se
composent d’une zone de conduction constituée de la trachée, des bronches souches et
lobaires, des bronchioles, ainsi que d’une zone d’échange, les conduits et sacs alvéolaires et
les alveoles pulmonaires. Les voies aériennes interviennent dans les fonctions respiratoires :
ventilation pulmonaire, défense contre des toxiques inhalés, humidification de 1’air inspire,
mais également dans des fonctions non respiratoires, notamment la déglutition, la phonation,

I’olfaction et le gott.

Concernant les rongeurs, leurs voies respiratoires sont étroites. Les cavités nasales
sont constituées de cornets nasaux richement vascularisés et trés ramifies, ce qui permet
d’augmenter la surface de contact de la muqueuse nasale et le brassage de I’air ambiant. Cette
mugqueuse permet de filtrer, humidifier, réchauffer ou rafraichir 1’air avant son arrivée dans
les poumons. Le poumon est découpé en lobes par des scissures interlobaires profondes chez
les rongeurs. Le poumon droit est le plus volumineux, et est constitué de 4 lobes: lobe
cranial, moyen, caudal et accessoire (azygos). Le poumon gauche ne comprend qu’un unique

lobe ; comme chez le rat, la souris et le hamster (Figure 6). Les voies respiratoires supérieures
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étroites, le faible volume de la cavité respiratoire et la persistance du thymus prédisposent les

rongeurs aux infections respiratoires (Detaille, 2008).
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Figure 6. Anatomie des poumons du rat.

Chez I’Homme, le poumon droit comprend 3 lobes : supérieur, moyen et inférieur
tandis que le gauche est divisé en 2 lobes : supérieur et inférieur. Les lobes sont également
séparés par des scissures : scissure grande ou oblique, et petite ou horizontale, dans le poumon
droit; scissure oblique dans le poumon gauche. Chaque lobe est divisé en segments
pulmonaires. Les bronches sont les conduits qui aménent I’air riche en dioxygéne de
I’extérieur du corps vers les poumons. La trachée se divise en 2 bronches souches principales
droite et gauche, puis chacune se divise en bronches, bronchioles, bronchioles terminales,
bronchioles respiratoires, canaux alvéolaires et sacs alvéolaires regroupant plusieurs alvéoles

pulmonaires (Annexe 2).
Contrairement a ’Homme qui est capable de respirer a la fois par le nez et la bouche,

le rat respire uniquement par le nez. D’autre part, le rat se déplacant sur ces 4 pattes, la

déposition des particules inhalées au niveau des voies aériennes sera différente de I’Homme.
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Concernant les poumons, la répartition par lobes est différente entre les 2 especes, et le rat ne

possede pas de bronchioles respiratoires.

3.1.2. Histologie des alvéoles pulmonaires

Les alvéoles pulmonaires sont des petits sacs arrondis ou polyedriques délimités par
une paroi alvéolaire, fine cloison commune a deux alvéoles voisines. La paroi alvéolaire
permet de séparer 1’air et le sang (échanges gazeux avec le sang), et est ainsi appelée barriere
alvéolo-capillaire. Elle est constituée de 3 éléments : un fin épithélium particulier constitué de
pneumocytes de type | et Il, recouvrant un tissu conjonctif fin formant la charpente ou
interstitium constitué de fibres de réticuline, collagéne et élastine, fibroblastes, macrophages,
lymphocytes, polynucléaires éosinophiles et mastocytes, entourant un riche réseau de
capillaires. Des macrophages alvéolaires sont également présents afin d’assurer la défense
pulmonaire.

L’épithélium alvéolaire est formé de pneumocytes de type I, cellules a fin cytoplasme,
peu visible, couvrant la majeure partie de la surface alvéolaire. Ces cellules trés aplaties, sont
tres sensibles aux toxiques inhalées et sont incapables de se diviser, présentant ainsi une
capacité de réparation limitée. Leur role est d’équilibrer les gaz afin d’empécher toute fuite de
liquide. Les pneumocytes de type Il, a cytoplasme vacuolaire et noyau volumineux, plus
abondants, couvrent une surface alvéolaire plus réduite. Leur rble est la sécrétion de
surfactant, un agent tensio-actif qui diminue la tension superficielle, empéchant 1’alvéole de
se collaber. Les macrophages alvéolaires sont des composants essentiels du systéeme
immunitaire du tissu pulmonaire. Ils sont formés a partir des monocytes sanguins provenant
de la moelle osseuse ou résultent d’une prolifération locale (Aggarwal et al., 2014a, Boitelle,

1997).
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IIs phagocytent les petites particules et microorganismes atteignant les alvéoles. Suite
a la phagocytose, ils migrent vers les voies respiratoires ou ils sont eliminés par expectoration
ou déglutition. D’autres macrophages vont migrer dans le tissu conjonctif et y déverser les
produits de phagocytose (Figure 7). Les macrophages interstitiels sont moins nombreux ; et

absents chez les rats.
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Figure 7: Histologie d'une alvéole pulmonaire humaine.

3.1.3. Physiologie des voies respiratoires

Les paramétres biologiques respiratoires different entre I’homme et le rat; le rat
possédant des fréquences respiratoires et cardiaques élevées. Les principales constantes

biologiques et respiratoires sont présentées ci-dessous (Tableau I11).
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Tableau 111 : Principales constantes biologiques et respiratoires chez I'Homme et le rat

(Bernstein, 2007, Detaille, 2008).

Parametres Homme Rat Ratio
Rat/Homme
Longévité 80-85,6 ans 25-35 mois X
Male 77 kg (175 cm) 225-325 (q) X
Poids adulte
Femelle 63 kg (163 cm) 267-520 (0) X
Température corporelle (°C) 36,5-37,5 35,9-37,5 X
Fréquence respiratoire 12-20 71-146 X
(cycles/minute)
Fréquence cardiaque 50-80 250-400 X
(battements/minute)
Volume sanguin (mL /kg) 66-75 (= 5L pour 65 kg) 50-65 X
Ventilation minute (ml/min) 7000 100 0,014
Volume inhalé/6 h jour (ml) 2 520 000 36 000 0,014
Volume pulmonaire (ml) 4341 13 0,003
Surface alvéolaire (um?) 143 000 000 000 000 | 463 000 000 000 | 0,003
Nombre alvéoles/poumon 1 000 000 000 40 000 000 0,04
Nombre cellules alvéolaires/poumon | 56000000000 130 000 000 0,002

3.1.4. Cohérence homme-animal

Des différences dans 1’anatomie, 1’histologie, la physiologie des voies respiratoires
existent entre Homme et Rat comme détaillé précedemment. De plus, des différences ont

également été observées dans la réponse pulmonaire résultant de I’inhalation chronique de
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particules faiblement solubles et faiblement toxiques telles que le TiO,, questionnant ainsi sur
la pertinence du modele animal rat.

Les rats sont considérés comme particulierement sensibles a la toxicité pulmonaire
induite par les particules faiblement solubles et faiblement toxiques (IARC., 2010). A titre
d’exemple, des études ont montré que, a charge pulmonaire retenue équivalente, les rats
développaient une réponse inflammatoire plus sévere; ainsi que des modifications
épithéliales, métaplasiques et fibroprolifératives, suite a une exposition par inhalation a des
particules de TiO, pigmentaires et ultrafines (Bermudez et al., 2002, Bermudez et al., 2004,
Warheit et al., 1996b).

Ainsi, le rat semble étre le meilleur modele animal pour évaluer le risque de cancer du
poumon (Borm et al., 2015, Greim et al., 2001). En effet, méme si une accumulation de
particules dans les poumons profonds a été observée chez différentes especes étudiées, le
développement de tumeurs pulmonaires n’a été décrit que chez le rat. La souris, le hamster,
les primates non humains, et ’Homme n’en développent pas. Il est maintenant bien établi que
les effets pulmonaires (dont 1’apparition de tumeurs) consécutifs a une inhalation chronique
de particules faiblement solubles et faiblement toxiques, ne se produisent qu'a des expositions
entrainant une accumulation de particules dans les poumons profonds di a une altération
significative de 1’élimination pulmonaire et a leur biopersistance. Ce concept de surcharge
pulmonaire a été introduit pour la premiere fois par Morrow en 1988 (IARC, 2010, Morrow,
1988).

Par conséquent, la pertinence du rat en tant que modele pour I'évaluation chez
I'nomme, des dangers et des risques d'une exposition répétée aux particules faiblement
solubles et faiblement toxiques est encore remise en question par un certain nombre

d'évaluations critiques.
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Cependant, le NIOSH a conclu, suite a I’évaluation des études expérimentales par
inhalation et épidémiologiques disponibles, que les meilleures données a 1’appui d’une
évaluation quantitative des risques pour le TiO, proviennent d’études chroniques et
subchroniques par inhalation chez le rat. Ces études ont fourni des données sur 1’inflammation
et la tumorigénicité en fonction des expositions, utilisables comme base pour 1’évaluation
quantitative des risques (Binet et al., 2017).

Enfin, il semblerait que cette plus grande sensibilit¢ du rat aux réponses pro-
inflammatoires d’une exposition chronique, s’explique par la différence de localisation des
particules inhalées : majoritairement alvéolaire chez le rat; dans I’interstitium pulmonaire
chez ’lhomme (Warheit, 2013).

Ainsi toute VLEP basée sur des données chez le rat intégrerait un facteur de sécurité

chez ’Homme (Binet et al., 2017).

3.2.Génération et caractérisation de ’aérosol

3.2.1. Génération de I’aérosol

Les méthodes de génération d’aérosols utilisés dans les études toxicologique par
inhalation, sont regroupées en 3 grandes catégories : méthodes en voie humide, méthodes en

voie séche, et méthodes de synthése directe (Figure 8) (Morimoto et al., 2013).
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Figure 8: Représentation schématique des méthodes de préparation de nanomatériaux
aérosolisés.

Les méthodes en voie humide, en voie séche et de synthése directe sont les 3 grandes
catégories de méthodes de génération d’aérosol dans les systeémes d’inhalation.

D’aprés (Morimoto et al., 2013)

3.2.1.1. Méthodes en voie humide

Les nanomatériaux sont dispersés en solution aqueuse, principalement par sonication ;
en ajoutant éventuellement un peu de surfactant pour stabiliser la suspension. Cette derniere
est ensuite pulvérisée sous forme de gouttelettes, en utilisant notamment un atomiseur, un
nébuliseur, un générateur a €lectronébulisation, ou un atomiseur a ultrasons. Puis ’eau est
évaporée afin d’obtenir I’aérosol.

Différents facteurs influencent la taille des agglomérats de particules présents dans un
aerosol ; notamment la concentration et I’indice de dispersion des particules, ainsi que la taille

des gouttelettes générées (Noel et al., 2013a, Noel et al., 2013b). Ainsi, il est possible de
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générer des aérosols constitués de petits (< 100 nm) ou grands (> 100 nm) agglomérats
nanostructurés monodispersés, ou constitués de particules primaires notamment par
électronebulisation (Figure 9.A). Grassian et coll. ont utilisé cette technique pour générer un
aerosol a partir d’une suspension aqueuse de NP de TiO, de 2-5 nm. L’aérosol était constitué
d’agglomérats de particules primaires, possédant un diamétre géométriqgue moyen de 128 nm

(Grassian et al., 2007).
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Figure 9: Exemples de générateurs d’aérosols.
A) Représentation schématique d’un générateur d’étincelles ; B) Représentation schématique
d’un générateur a brosse rotative ; C) Représentation schématique d’un atomiseur

La méthode en voie humide semble la plus adaptée pour générer des aérosols de taille
nanométriques, a partir de nanoparticules manufacturées.

Cependant, elle présente certaines limites. Tout d’abord, le solvant permettant la
dispersion peut contenir d’éventuels contaminants. D’autre part, la mise en suspension ainsi
que I’utilisation d’un surfactant, peuvent modifier les propriétés physicochimiques des
nanomatériaux aérosolisés ; et donc impacter la réponse biologique induite. Ainsi, il est
nécessaire d’utiliser chez le groupe contrdle, un aérosol obtenu avec la méme méthode de
géneration en utilisant la méme solution aqueuse, afin d’évaluer leur impact sur la toxicité de

I’aérosol nanostructuré.
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3.2.1.2. Meéthodes en voie séche

L’aérosol est généré en appliquant sur une poudre nanostructurée seche des forces
mécaniques couplées a un flux d’air. La dispersion des nanomatériaux s’effectue grace a
différents dispositifs, notamment un générateur a brosse rotative comme celui utilisé dans
notre étude, un générateur de poussiere Wright, un générateur a lit fluidisé et un systeme
acoustique contrélé par ordinateur (Figure 9.B).

Cette approche est la plus fréquemment employée. En effets, les dispositifs sont
simples d’utilisation, peu colteux, et permettent de générer des aérosols nanostructurés de
forte concentration. De plus, il n’est pas nécessaire d’appliquer un traitement préalable sur la
poudre nanostructurée.

Cependant, il est tres difficile avec cette technique, d’obtenir des aérosols constitués
de nanoparticules primaires individualisées, ou de petits agglomérats (moins de 100 nm)
(Morimoto et al., 2013, Noel et al., 2013b). Les forces appliquées par le générateur sur la
poudre, sont souvent insuffisantes pour disperser les agglomérats (Kim et al., 2010, Valverde
and Castellanos, 2007). L’agglomération dépend de la taille des particules primaires et de la
concentration de 1’aérosol généré. Les aérosols obtenus par cette approche sont généralement
constitués de grands agglomérats de plusieurs centaines de nanometres a plusieurs dizaines de
micromeétres. Il existe peu de données en milieu professionnel, mais il semblerait que la
manipulation de nanopoudres dans les procédés industriels, conduise a la génération
d’aérosols nanostructurés de taille semblable a ceux obtenus avec ces méthodes en voie séche

(Curwin and Bertke, 2011, Pelclova et al., 2016a).

3.2.1.3. Méthodes de synthése directe

Les aérosols sont générés directement a partir de précurseurs de nanoparticules se

trouvant sous différents états : solide (générateur d’étincelles), liquide (plaque chaude) ou gaz
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(flamme) (Figure 9.C). Les atomes ou molécules présents dans le précurseur, sont ensuite
nucléés/condensés et/ou coagulés afin de former des nanoparticules solides (Figure 8) (Geiser
et al., 2005, Ji et al., 2007, Morimoto et al., 2013, Ostraat et al., 2008).

Cette approche permet de générer des aérosols constitués d’agrégats/agglomérats
monodispersés de nanoparticules inférieurs a 100 nm, qui sont ainsi plus petits que ceux
obtenus avec les 2 techniques précédentes. Toutefois, la concentration des aérosols est la plus
faible.

Les propriétés et la concentration de 1’aérosol dépendent de la nature du matériau
précurseur. De plus, les aérosols générés semblent peu représentatifs des situations
d’exposition professionnelles. Enfin, des gaz et particules autres que les nanoparticules se
forment souvent lors des processus de nucléation/condensation et/ou coagulation, et sont
difficiles a éliminer. Néanmoins, cette approche permettrait une meilleure compréhension des
propriétés toxicologiques des nanoparticules, ainsi que de leurs interactions avec les

macromolécules biologiques.

3.2.2. Caractérisation de I’aérosol

Une caractérisation adéquate des particules primaires et des aérosols générés est
essentielle dans les études de toxicologie par inhalation, puisqu’elle permet d’évaluer la
fraction respirable de 1’aérosol, d’estimer la dose déposée dans les poumons, ainsi qu’aider a
identifier les parametres physico-chimiques responsables des propriétés toxicologiques.

Dans ce contexte, des lignes directrices internationales ont été développées afin
d’aider scientifiques et régulateurs a évaluer les risques liés aux nanomatériaux (ISO, 2016,
OECD, 2016b). La premiere étape indispensable est la caractérisation approfondie des
nanopoudres utilisées en dehors des methodes de synthese directe. Les principales propriétés

physico-chimiques  semblant les plus pertinentes a  évaluer, sont 1’état
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d’agglomération/agrégation, la composition chimique avec la détermination des impuretés, la
taille et la distribution des particules primaires, la forme, la solubilité/dispersibilité, la
porosité/surface spécifique, la réactivité ainsi que la charge de surface (ISO, 2012, ISO, 2013,
OECD, 2016a). Ces propriétés ont été détaillées préecédemment dans le paragraphe 2,
concernant la toxicité du TiO,. Cependant, il est actuellement difficile d’identifier
précisément tous les parameétres nécessaires pour 1’évaluation de la toxicité des
nanomatériaux.

La caractérisation des aérosols nécessite une instrumentation et des méthodes de
mesure spécifiques. De nombreux équipements de prélévements d’aérosols sont disponibles
actuellement, tel que les instruments permettant des analyses en temps réel, ainsi que les
¢échantillonneurs d’aérosols pour des analyses différées. 1ls font appel a diverses technologies
notamment électriques, optiques notamment le compteur optique de particules PALAS
FIDAS, de diffusion, de condensation et des prélévements sur filtre (Kulkarni et al., 2011).

Le choix de I’équipement adapté est complexe. En effet, il faut tenir compte des
caractéristiques de la nanopoudre utilisée et de 1’aérosol généré ; notamment sa distribution
granulométrique qui peut s’étendre sur une large gamme de taille et varier énormément en
fonction du type de nanopoudre. De plus, il est indispensable de connaitre les spécifications
des appareils notamment leur gamme de mesure, de concentration.

D’autre part, en fonction des propriétés physiques des particules et de la technologie de
mesure utilisée, il est possible de n’obtenir qu’une simple estimation de la taille réelle des
particules constituant 1’aérosol. De plus, les particules primaires ont plutot tendance a former
des agglomérats ou agrégats. Afin de mesurer leur taille, ils sont assimilés a une particule
sphérique équivalente de méme diametre, alors que les agglomérats sont rarement sphériques.
Enfin, le diamétre médian des particules peut également différer pour un méme aérosol, en

fonction de 1I’équipement utilisé et du paramétre mesuré. Ainsi, Ma-Hock et coll. se sont
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intéressés en 2007, a la distribution granulométrique de plusieurs particules dont le TiO; en

utilisant un impacteur en cascade, un compteur optique de particules et un spectrométre

de mobilité électrique SMPS. La granulométrie obtenue avec le SMPS est de 0,25 um, celle

obtenue avec le compteur optique de particules est de 0.55 pum tandis que celle obtenue avec

I’impacteur en cascade est de 1,1 um : celle-ci varie donc substantiellement en fonction de

I’instrument de mesure (Ma-Hock et al., 2007). En effet, les paramétres mesurés différent : le

SMPS et le compteur optique de particules s’intéressent a la distribution en nombre de

I’aérosol tandis que 1I’impacteur en cascade mesure la distribution en masse.

Ainsi, il est indispensable de combiner différents appareils de mesure afin d’obtenir

une caractérisation précise et adaptée de I’aérosol généré (Tableau IV) (Cosnier et al., 2016).

Tableau IV : Caractérisation minimale d’un aérosol.

Paramétres Equipement de laboratoire Observations
Concentration en masse Filtre & membrane Différées
(mg/m?) Microbalance oscillante a élément conique Temps réel
(TEOM®)

Distribution en taille Impacteur en cascade Différées
(flmasse])
Concentration en nombre Compteur de particules & noyau de condensation Temps réel
(particules /cm®) (CNC)
Distribution en taille Analyseur de mobilité des particules a balayage Temps réel
(flnombre]) (SMPS, Scanning Mobility Particle Sizer)

Impacteur électrique basse pression (ELPI)

Spectrometre APS

Charge électrique Electrométre Temps réel

Impacteur électrique basse pression (ELPI)
Morphologie Microscopie électronique Différées

(transmission + balayage)

3.3.Exposition des animaux

3.3.1. Réglementation en recherche animale

Dans les études de toxicologie par inhalation, il est indispensable de veiller au bien-

étre des animaux utilisés, en évitant ou minimisant toute géne ou douleur. D’autre part,
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I’utilisation de populations animales homogénes est nécessaire, afin de limiter les variations
biologiques observées et d’augmenter la reproductibilité expérimentale. Ainsi, les rongeurs de
laboratoire doivent posséder un fond génétique connu, étre élevés et hébergés dans des
conditions standardisées.

Dans ce contexte, la directive 2010/63/EU relative a la protection des animaux utilisés
a des fins scientifiques, insiste sur le principe des « 3R » (Russell and Burch, 1959);
remplacer, réduire et raffiner 1’utilisation des animaux en Europe (EU, 2010). Ce principe est
une exigence juridique. L’objectif final est le remplacement total des expérimentations
animales par des methodes alternatives. Cette directive a été transcrite en droit francais

(Décret 2013-118).

3.3.2. Conditions environnementales

Les réglementations européenne et francaise imposent des normes sur les conditions
expérimentales et d’hébergements des animaux, afin de leur apporter un maximum de bien-
étre, satisfaire leurs besoins physiologiques et éthologiques. Ces normes permettent également
de limiter la variabilité expérimentale. Dans ce contexte, la température et I’humidité relative
de I’air sont controlées. Concernant les souris et les rats, principalement utilisés dans les
études par inhalation, il est nécessaire de maintenir la température entre 20 et 24°C et
I’humidité relative entre 45 et 65 % (EU, 2010). De plus, le flux et le renouvellement d’air
sont vérifiés en continu, afin d’assurer une respiration en adéquation avec les exigences

physiologiques des animaux.
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3.3.3. Methodes d’exposition

3.3.3.1. Inhalation oro-nasale

Les animaux sont placés dans des tubes de contention, afin d’exposer uniquement leur
museau a 1’aérosol (Figure 10.A). Ainsi, les contaminations de leur fourrure par les
nanoparticules, et leur éventuelle absorption par voie digestive suite au toilettage, sont
limitées. De plus, cette voie d’exposition permet d’obtenir une concentration d’exposition
élevée, et de diminuer la quantité de nanoparticules utilisées en raison du volume réduit de la

chambre (Oyabu et al., 2016).
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Figure 10: Représentation schématique des modeéles d'exposition par inhalation chez le
rongeur.

A) Systéme d’inhalation « nez seul » ; B) Inhalation corps entier ; C) Intubation endotrachéale

Cependant, la contention en contraignant les animaux, peut modifier des parametres
respiratoires et biologiques. Le stress se traduit par une augmentation du taux de
corticostérone dans le sang (Scherer et al., 2011). Cette hormone sécrétée par le cortex
surrénalien, est impliquée dans la régulation de 1’énergie métabolique, les réponses au stress,
ainsi que les réactions immunitaires (Rickard and Young, 2009). Elle est capable de diminuer

la réponse inflammatoire résultant de 1’inhalation de particules. D’autre part, la contention
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peut augmenter la température corporelle. Dans ce contexte, Narciso et coll. ont précisé que la
queue des rongeurs devrait se trouver en dehors des tubes de contention ou dans une zone plus
froide, puisqu’elle est impliquée dans la thermorégulation (Narciso et al., 2003). Afin de
minimiser le stress résultant de cette procédure, il est indispensable d’acclimater les animaux
aux tubes de contention, avant toute exposition a des aérosols. D’autre part, il est important
de traiter les animaux du groupe témoin d’une maniéere identique a ceux du groupe expos¢ ;
afin de tenir compte de I’effet de la contention. Ainsi, les témoins sont également placés dans

des tubes de contention, mais exposés a de 1’air filtré (Cosnier et al., 2016)

3.3.3.2. Inhalation corps entier

Les animaux sont placés dans des chambres d’inhalation (Figure 10.B). La contention
limitée permet de diminuer les contraintes et la manipulation des animaux. Ainsi, elle est plus
appropriée pour des études par inhalation a long terme et répétées.

Cependant, une contamination par d’autres voies d’exposition est possible notamment
orale et dermique, et peut influencer les effets observés suite a I’exposition a I’aérosol. Dans
ce contexte, Griffis et coll. ont estimé que 60 a 80 % d’un aérosol radiomarqué de 99Tc
déposé sur la fourrure, pouvaient se retrouver dans le tractus gastro-intestinal de certains
animaux exposes (Griffis et al., 1979).

D’autre part, le comportement des animaux peut influencer la quantité de particules
inhalées. Ainsi, il est plus difficile de contréler la dose atteignant le systéme respiratoire suite
a une inhalation corps entier. En effet, le contrdle des aérosols s’effectuent dans la chambre,
mais pas directement dans la zone respiratoire des animaux, contrairement a 1’inhalation « nez
seul » ou les contrdles sont réalisés au port d’inhalation. De plus, I’aérosol doit étre distribué
de maniére homogeéne dans la chambre. Récemment, Oyabu et coll. ont exposé des rats a des

NP de TiO; de type rutile, en utilisant 2 methodes d’inhalation ; « nez seul » et corps entier.
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Ils ont ensuite comparé le dép6t pulmonaire des NP et les effets sur la santé résultant des 2
types d’exposition. Ils ont observé dans les 2 cas, un dépdt et des modifications

histopathologiques similaires (Oyabu et al., 2016).

3.3.3.3. Intubation endotrachéale

Une sonde endotrachéale est introduite dans la gueule de I’animal anesthésié, pour
permettre d’administrer directement 1’aérosol dans les poumons (Figure 10.C). Cette approche
permet de mieux contréler la dose délivrée dans le poumon. De plus, il est possible d’utiliser
des nanomatériaux radioactifs ou des substances dangereuses, puisque 1’aérosol est confiné.
Cependant, elle contourne les voies aériennes supérieures et ne respecte donc pas les voies
naturelles et physiologiques de pénétration des aérosols, de la méme maniére que I’instillation
intratrachéale (Driscoll et al., 2000). D’autre part, ’anesthésie peut modifier les paramétres
respiratoires de I’animal, influengant ainsi le taux de déposition des particules (Kreyling,

2016, Kreyling et al., 2009, Kreyling et al., 2002).

3.4.Dose déposée

3.4.1. Modeles de deposition

L’inhabilité est I’efficacité selon laquelle les particules pénétrent dans le nez ou la
bouche du fait de la respiration. Des calculs d’inhabilité ont ainsi été développés, en tenant
compte du diametre aérodynamique des particules et de la vitesse du vent. Seules les
particules inhalées auront ensuite une probabilité forte de se déposer dans les voies
respiratoires (Hervé-Bazin, 2007). Le cas échéant, elles seront exhalées. Le dép6t total
concerne la somme des probabilités de dép6t dans les 3 régions anatomiques : la région

extrathoracique, I’arbre trachéobronchique et la région alvéolaire. Plusieurs mécanismes

74



interviennent dans le phénomene de déposition des particules inhalées au niveau des poumons
(Figure 11) :

- la diffusion, ou mouvement « brownien » : mouvement aléatoire des particules provoqueé par
leur choc avec les molécules d’air. Ce phénomeéne augmente avec la diminution de la taille
des particules. Ainsi, il est majoritaire pour les particules < 200-300 nm.

- les effets électrostatiques (attraction ou répulsion) concernant uniquement les particules
électriquement chargées. Ce mécanisme agit faiblement sur la déposition des particules.

- I'impaction ; lors d’un changement de direction au niveau des voies aériennes, de
nombreuses particules vont heurter la surface au lieu de suivre I’écoulement de I’air, et
pourront alors s’y déposer.

- I’interception ; lorsqu’une particule se déplace tellement prés de la surface des voies
aériennes, qu’elle s’y dépose. Ce processus concerne principalement les particules
agglomérées ou allongées de type fibres.

- la sédimentation, traduisant le dépot des particules sous 1’effet de la gravité. Elle concerne
principalement les particules dont le diamétre aérodynamique est supérieur a 0.5 pm,

possédant une masse et un temps de résidence dans les voies aériennes suffisants.
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Figure 11: Mécanismes de déposition des particules inhalées dans les voies respiratoires.

Les grosses particules sont soumises a l’impaction, préférentiellement dans les voies
aériennes supérieures, les plus petites particules se déposent par sédimentation et les petites
particules dans les alvéoles par diffusion. Le dépdt électrostatique est observé pour les
particules chargées et l'interception pour les particules en forme de fibres.

D’apres (Froehlich and Salar-Behzadi, 2014).

Apres leur dép6t, la toxicité des particules sera influencée par leurs propriétés physico-
chimiques, telles que la réactivité de surface et la vitesse de dissolution. Les particules
pourront ensuite étre transloquées vers le sang et d’autres organes, pouvant entrainer des
effets deélétéres sur la sante.

La dose déposée dans les différentes parties du systéme respiratoire peut étre estimée a
I’aide d’outils de modélisations. L’un des mod¢les les plus avancés est le modele MPPD
(Multiple-Path Particle Dosimetry Model), disponible gratuitement (via www.ara.com)

(Anjilvel and Asgharian, 1995, Price et al., 2002).Initialement, ce modele de calcul permettait

d’estimer la dosimétrie des particules dans 1’appareil respiratoire d’humains et de rats.
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Actuellement, d’autres modéles ont été développés ; la souris, le singe, le cochon et le lapin.
Ses domaines d’application sont 1’évaluation des risques, la recherche et 1I’éducation.
Le modéle MPPD permet de calculer le dépdt et la clairance d’aérosols mono- et
polydispersés dans le systéme respiratoire de rats, d’humains (adultes et enfants), et d’autres
espéces, pour des particules de taille comprise entre 0.01 pm et 20 pum. Il permet de
transposer des doses d’exposition utilisées in vivo chez le rat en doses d’exposition humaines
réalistes, et inversement. En effet, les prédictions de 1’algorithme sont en corrélation avec les
données expérimentales observées chez le rat. En revanche, I’extrapolation de doses utilisées
in vivo en doses utilisables in vitro pour des cultures cellulaires est plus complexe.
L’utilisation de ces mode¢les informatiques ne doit pas dispenser, quand cela est
possible, de mesurer directement la quantité de nanomatériaux déposée au niveau pulmonaire.
En effet, les propriétés toxicologiques d’un nanomatériau dépendent directement de la
quantité en contact avec les tissus cibles, et non de la concentration atmosphérique. De plus, il
est nécessaire d’évaluer le temps de rétention des particules dans les poumons, puisqu’il
influence leurs propriétés toxicologiques. D’autre part, la solubilité des particules doit €tre
connue puisque leur dissolution peut se produire au contact du liquide pulmonaire ou du
contenu lysosomal. Enfin, la microscopie permet de s’assurer que les effets proviennent bien
des nanomatériaux, et fournit des informations supplémentaires : forme, état d’agglomération

des particules.

3.4.2. Déposition, retention et élimination

Apres inhalation, les particules sont soit exhalées, soit déposées dans différentes
parties de 1’appareil respiratoire, comprenant les voies aeriennes superieures : fosses nasales,
bouche, pharynx et larynx ; I’arbre trachéo-bronchique : trachée, bronches et bronchioles ;

ainsi que les alvéoles pulmonaires (Donaldson et al., 2008, Miller, 2000). Leur dép6t, selon
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les mécanismes décrits plus haut, dépend de nombreux parameétres, notamment le diamétre, la
taille des particules et agrégats/agglomérats, ainsi que leur comportement dans 1’air. Ainsi,
les particules possédant un diamétre compris entre 10 nm et 100 nm, se déposent
principalement dans les alvéoles pulmonaires ; de maniere beaucoup plus importante que les
particules micrométriques dont le dépdt se fait préférentiellement dans les voies aériennes
supérieures. Les particules plus petites (< 10 nm), se déposent surtout dans les voies aériennes
supérieures et un peu dans la région trachéo-bronchique. Pendant un effort ou chez les
personnes souffrant de problémes pulmonaires comme les bronchites chroniques, la
pénétration des nanomatériaux par voie respiratoire est plus importante (Figure 12) (Froehlich

and Salar-Behzadi, 2014, Oberdorster et al., 2005).
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Figure 12: Prédiction du dépbt de particules inhalées de différentes tailles dans les
régions nasopharyngées, trachéobronchiques et alvéolaires, au cours de la respiration
nasale.

Le dép6t au niveau alvéolaire est maximal pour des particules d’environ 10 nm (Oberdorster
et al., 2005).
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Les processus d’élimination comprennent 1’¢limination chimique, pouvant se produire
n’importe ou dans I’appareil respiratoire. Elle correspond a la dissolution des nanomatériaux
solubles dans les fluides biologiques, notamment influencée par le pH, 1’état d’agrégation
ainsi que ’adsorption de molécules biologiques en surface. Les NP de TiO,, considérées
comme faiblement solubles, sont peu concernées par ce mécanisme d’élimination.

D’autre part, 1’élimination physique comprend le transport de particules pas ou peu
solubles, vers différents sites de 1’organisme : nez et bouche notamment. Dans ce cas, les
mécanismes d’élimination vont dépendre de 1’endroit de dépot dans ’arbre respiratoire. Ainsi,
les particules insolubles déposées dans les voies aériennes supérieures et la région trachéo-
bronchique, sont majoritairement éliminées par transport muco-ciliaire vers le nez et la
bouche. Puis elles sont soit expulsées vers I’extérieur, en se mouchant ou en éternuant, Soit
ingérées dans le tractus gastro-intestinal par déglutition. Les particules déposées dans les
alvéoles pulmonaires, sont principalement phagocytées par les macrophages alvéolaires. Ainsi
elles peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques associés au poumon, ou étre
transloquées dans la circulation sanguine, puis s’accumuler dans les organes secondaires
(Figure 13). Le recrutement des macrophages alvéolaires augmente avec le nombre de
particules déposées : a masse égale, il est ainsi plus important pour les PUF. Cependant, ce
processus est saturable. En effet, une augmentation du nombre de particules facilite leur
pénétration et leur persistance dans les tissus de 1’organisme, en saturant les systémes de
clairance pulmonaire. D’autre part, ce processus dépend de la taille ainsi que des propriétés de
surface des NP. Ainsi, les petites particules de moins de 20 nm, non agrégées/agglomérées,
sont phagocytées de maniere moins efficace. Une explication serait que ces dernieres
interagissent avec le film liquidien de 1'épithélium, et ont ainsi plus de chance d’étre
internalisées par endocytose par les cellules épithéliales, puis de migrer vers I’interstitium

pulmonaire (Ferin et al., 1992, Hervé-Bazin, 2007). Elles sont alors moins accessibles pour la
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phagocytose et la clairance des macrophages (Geiser, 2010). D’autre part, les
agrégats/agglomérats de particules de diameétre médian de I’ordre du micrometre, semblent se
déposer comme des particules sphériques équivalentes, de méme diameétre aérodynamique. La
toxicité et le devenir de ces agrégats ne sont pas bien connus. La probabilité de
désagglomération dans le liquide pulmonaire semble limitée (Creutzenberg et al., 2012). De
plus, la probabilité que les particules primaires provenant de ces agglomérats échappent aux
mécanismes de clairance classiques est faible (Landsiedel et al., 2012).

La rétention pulmonaire des particules dépend également de leur site de dépdt. En
effet, les particules déposées dans les voies aériennes supérieures ou dans les bronches et
bronchioles, sont éliminées de maniere rapide et efficace, en quelques heures a quelques jours
par I’escalator muco-ciliaire, puis souvent ingérées dans le tractus gastro-intestinal.
Cependant, les particules déposées plus profondément dans les alvéoles pulmonaires, ont un
temps de rétention augmenté, lié a un transport du mucus moins efficace, en particulier les
particules et agglomérats de 10 a 100 nm dont la demi-vie est de 65 jours pour les rats et
plusieurs mois pour les hommes (Donaldson et al., 2008, ICRP, 1994, Kreyling et al., 2013,
Snipes et al., 1988).

Ainsi, une diminution de la phagocytose et de la clairance des particules dans les
alvéoles pulmonaires peut entrainer leur accumulation, provoquant ainsi des effets toxiques a
long terme notamment des pathologies respiratoires, y compris pour le TiO, considéré comme

faiblement toxique (Hervé-Bazin, 2007).
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Figure 13: Devenir des nanoparticules dans les poumons.
Aprés inhalation, les particules peuvent rester au site de dépbt dans les voies respiratoires ou étre

transportées vers différents sites de 1’organisme en vue de leur élimination. La principale voie
d’¢limination concerne le transport médié par les macrophages des poumons vers les voies aériennes
supérieures (escalator mucociliaire). D’autre part, une redistribution des particules de 1’épithélium vers
I’interstitium et les ganglions lymphatiques, ainsi qu’une translocation vers la circulation sanguine
pouvant entrainer leur accumulation dans des organes de stockage (ADME). Seules les nanoparticules
sont capables de migrer dans la circulation sanguine. Cette translocation est fonction des propriétés
physico-chimiques et de surface des NP concernées. De plus, lorsque les NP entrent en contact avec
les fluides biologiques, les protéines présentes plus ou moins associées a des lipides, peuvent
s’adsorber en surface des NP, formant un revétement appelé couronne protéique. Cette couronne est
capable de modifier les capacités des NP a interférer avec les tissus notamment lors de la traversée de
membranes biologique, et ainsi d’influencer les réponses biologiques. Toutefois, suite a une exposition
aigué par inhalation, I’accumulation des NP dans les organes secondaires semble limitée. Les dangers
paraissent d’avantage liés a des expositions chroniques. D’aprés (Kreyling et al., 2013).

Enfin, la région proximale alvéolaire (PAR) semble étre le site de rétention
préférentiel des particules respirables pénétrant dans le parenchyme pulmonaire, notamment
en lien avec son architecture particuliere favorisant un dépdt élevé et une clairance lente.
Ainsi, dans le cas des particules insolubles telles que les NP de TiO,, Donaldson et coll ont

précisé qu’il serait plus précis d’exprimer la dose de particules par unité de surface de la
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région proximale alvéolaire (Donaldson et al., 2008). Dans ce contexte, ils ont exprimé des
données précédemment obtenues dans le poumon des rats en terme de surface de particules
par unité de surface PAR. En estimant cette région chez le rat & 300 cm?, ils ont obtenu une
valeur seuil d’apparition de I’inflammation de 1 cm®cm?; en se basant sur le nombre de
polynucléaires neutrophiles presents dans le LBA. De méme, en exprimant in vitro la dose en
termes de surface de particules par unité de surface de culture cellulaire (lignée A549) ; ils ont
retrouvé cette valeur seuil de 1 cm%cm? pour I’apparition de I’inflammation, en s’intéressant
au niveau d’expression d’IL-8 (Donaldson et al., 2008). Cette correspondance entre les effets
pro-inflammatoires in vivo et in vitro souligne I’importance de cette région pour exprimer la

dose de particules.

3.5.Biodistribution

En fonction de la taille et de 1’état d’agglomération/agrégation, les NP peuvent pénétrer
dans les cellules par différents mécanismes d’endocytose, comprenant la phagocytose, la
pinocytose qui regroupe 1’endocytose dépendante de clathrine, indépendante de clathring,
dépendante de cavéoline ainsi que la macropinocytose (Yameen et al., 2014). Ces différents
mécanismes d’internalisation des particules entrainent leur séquestration dans les lysosomes,
excepté I’endocytose dépendante de cavéoline qui semble permettre aux NP d’étre distribuées
dans la cellule ainsi que de la traverser par transcytose (Oh et al., 2007), leur permettant ainsi
de passer a travers la barriere alvéolo-capillaire (George et al., 2015, Wang et al., 2011).
Différents paramétres peuvent influencer I’internalisation des particules, notamment leurs
propriétés de surface dont la charge et leur couronne, leur forme ainsi que leur taille
(Bannunah et al., 2014, Chithrani, 2010, Kettler et al., 2014, Zhang et al., 2015a). De

nombreuses études ont mentionné une faible translocation de NP dans le sang, ainsi que leur
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distribution dans des organes extra-pulmonaire (Gate et al., 2017, Kreyling, 2016, Kreyling et
al., 2009) En 2010, Geiser & Kreyling ont rapporté que les NP inhalées de 5 a 100 nm, dont
des NP de TiO,, pouvaient traverser la barriere alvéolo-capillaire. Une fois dans la circulation
sanguine, les NP de TiO; peuvent ensuite s’accumuler dans le foie et le systéme lymphatique,
étre distribuées a d’autres organes ou tissus, ou éliminées de I’organisme par clairance (Geiser
and Kreyling, 2010).

Cependant, ces observations sont généralement réalisées en utilisant de grandes quantités de
NP non représentatives des expositions humaines professionnelles ou environnementales.
D’autre part, une étude réalisée chez la souris par instillation intratrachéale, a suggéré que les
NP de TiO, pourraient traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Li et al., 2010b).
Une autre étude par instillation intra-nasale chez des souris femelles, a suggéré une
translocation des NP de TiO, vers le SNC via les nerfs olfactifs, puis un dép6t préférentiel

dans I’hippocampe (Wang et al., 2008).
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4, Toxicologie mécanistique par approche de type
« omiques »

4.1. Concept
La toxicité des NP chez I’animal est évaluée par des approches de toxicologie
conventionnelle. Cependant, ces approches ne sont pas suffisantes pour identifier et
comprendre les mécanismes moléculaires de toxicité sous-jacents. Ainsi, il est nécessaire de
développer de nouvelles stratégies complémentaires, permettant d’évaluer plus précisément

les risques liés aux nanomatériaux.

L’apparition de la technologie des puces a ADN (ou transcriptomique) a la fin du
XXM siecle, a révolutionné les études toxicologiques. En effet, cette technologie de criblage
a haut-contenu permet d’analyser simultanément le niveau d’expression de milliers de génes
(transcrits ou ARNmM), altérés directement ou indirectement suite a 1’exposition a un toxique.
Dans ce contexte, une nouvelle sous-discipline scientifique appelée toxicogenomique, s’est
développée (Nuwaysir et al., 1999, Chen et al., 2012). Elle combine les domaines de la
toxicologie et de la génomique. La génomique étudie 1’expression d’un ensemble, voire la
totalité de génes (ARNmM), protéines et métabolites en utilisant les techniques de criblage a
haut-contenu : transcriptomique, protéomique et métabolomique (Oleksiak, 2008). La
toxicogénomique est I’application de ces technologies de génomique dans le domaine de la
toxicologie, afin d'identifier les toxiques potentiels pour I'homme et I'environnement, leurs
mécanismes d'action et des biomarqueurs moléculaires (Chen et al., 2012, Gao et al., 2011a,
Hamadeh et al., 2002, Heijne et al., 2005, Nuwaysir et al., 1999, Waters and Fostel, 2004). La
toxicogénomique s’integre elle-méme dans une discipline plus générale ; la toxicologie

systémique, développée plus récemment. En 2004, Waters et Fostel expliquaient que la
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toxicologie évolue progressivement vers une toxicologie systémique, une combinaison de
biologie systémique et de toxicologie. Cette discipline associe la toxicologie conventionnelle
et les technologies de criblage a haut-contenu, pour permettre une compréhension holistique
des mécanismes d’interactions entre les substances et les systémes vivants, a différents
niveaux d’organisation biologique (Figure 14). Actuellement, le contexte sociétal exige un
examen de plus en plus attentif des risques potentiels pour la santé, liés a I'exposition aux
produits chimiques de la vie quotidienne. Ainsi, la toxicologie systémique s’intégre dans le
développement de nouvelles approches prédictives d’évaluation des risques chimiques,
comprenant notamment I’identification des séquences d’événements conduisant a la toxicité

ou « Adverse Outcome Pathways (AOP) » (Costa and Fadeel, 2016, Sturla et al., 2014).
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Figure 14: Toxicologie prédictive et évaluation des risques.

Pour identifier les effets toxiques d’une substance chez I’Homme, des études épidémiologiques
peuvent étre directement réalisées chez ce dernier. Cependant les résultats sont obtenus a posteriori.
Dans le cadre d’une démarche de prévention, il est nécessaire de savoir si une substance représente un
danger chez I’'Homme avant qu’il ne soit exposé a cette derniére. La toxicologie systémique s’inscrit
dans cette démarche de prévention et d’évaluation des risques. Il s’agit une discipline permettant de
comprendre les mécanismes toxicologiques survenant suite a [’action de substances actives
interagissant avec les systémes vivants. Elle combine biologie systémique, toxicologie et chimie. Les
approches de toxicologie conventionnelle sont ainsi intégrées a des approches moléculaires de criblage
a haut-contenu ; permettant d’identifier et quantifier les changements moléculaires et fonctionnels se
produisant a différents niveaux d’organisation biologique. Ce concept multidisciplinaire associe les
principes de physique, chimie, informatique, ingénierie, mathématiques aux données expérimentales a
haut-contenu obtenues au niveau moléculaire, cellulaire, de 1’organe, de 1’organisme ou de la
population ; afin de caractériser et évaluer les interactions entre les composants d’un systéme
biologique et d’éventuels dangers. Le but est de développer une compréhension mécanistique,
quantitative et dynamique détaillée des processus toxicologiques ; afin de prédire et simuler des
événements indésirables complexes. D’aprés (Meng et al., 2009, Nel et al., 2006, Sturla et al., 2014).
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4.2 .Etat des lieux de la littérature

La majorité des études toxicologiques s’intéressant aux effets cellulaires et
moléculaires de NP chez 1’animal, est réalisée sur des périodes relativement courtes,
principalement des périodes post-exposition de 30 jours (Bourdon et al., 2012, Bourdon et al.,
2013, Halappanavar et al., 2011, Halappanavar et al., 2015, Husain et al., 2013, Liao and Liu,
2012, Nikota et al., 2016, Poulsen et al., 2015b, Yang et al., 2010). Néanmoins, certaines
¢tudes s’intéressant aux effets a long terme chez I’animal, ont été publiées (Guo et al., 2012,
Husain et al., 2015, Rahman et al., 2017).

D’autre part, la majorité des études utilisent une approche de type « omique » unique
(Costa and Fadeel, 2016). Ainsi Nikota et coll. ont évalué in vivo la toxicité pulmonaire d’une
gamme de nanomatériaux comprenant les nanotubes de TiO, et de carbone, a I’aide d’une
analyse transcriptomique (Nikota et al., 2016). Toutefois, des études combinant des
techniques de toxicologie conventionnelle et des technologies « omiques », se développent,
notamment dans le domaine des nanomatériaux (Chen et al., 2012, Costa and Fadeel, 2016,
Halappanavar et al., 2011, Halappanavar et al., 2015, Husain et al., 2013, Nuwaysir et al.,
1999, Poulsen et al., 2015b, Rahman et al., 2017). De plus, certains auteurs ne se contentent
pas d’utiliser une seule techniques de criblage a haut-contenu mais en associent plusieurs.
Ainsi Tilton et coll. en 2014, ont étudié la toxicité de NP de TiO; in vitro sur 3 types de
cellules humaines : macrophages THP-1, cellules épithéliales SAE et intestinales Caco-
2/HT29-MTX, a I’aide de stratégies de transcriptomique et protéomique (Tilton et al., 2014).
De méme, Pisani et coll. ont évalué en 2015, les effets toxicologiques de NP de fumées de
silice sur la lignée cellulaire épithéliale alvéolaire humaine A549, au moyen d’une approche

de transcriptomique couplée a une approche de proteomique (Pisani et al., 2015).
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4.3. Technigues de criblage a haut-contenu

Différentes techniques de criblage a haut-contenu sont disponibles actuellement afin
d’obtenir une grande quantit¢ d’information a différents niveaux, concernant la réponse

cellulaire et/ou tissulaire suite a 1’exposition a une substance (Figure 15).
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Figure 15: Techniques de criblage a haut-contenu ou ""omiques"".
La génomique et I’épigénétique sont des disciplines s’intéressant a la molécule d’ADN, la

transcriptomique a I’ARN messager (ARNm), la protéomique aux protéines et peptides ; enfin
la métabolomique aux métabolites produits.

4.3.1. Transcriptomigue

La transcriptomique mesure simultanément, le niveau d'expression de dizaines de
milliers de genes (ARNmM) présents a un instant donné, dans une population cellulaire, un
organe ou un tissu. Il s’agit d’une des meilleures approches permettant d'analyser et identifier

les voies biologiques altérées suite a I'exposition a un toxique (Halappanavar et al., 2011,
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Halappanavar et al., 2015, Nuwaysir et al., 1999, Poulsen et al., 2015b). A ce jour, la
transcriptomique reste largement utilisee en toxicologie. Cette analyse fait intervenir la
technologie des puces a ADN ainsi que le séquengage nouvelle génération ou NGS,
développé plus récemment (Chen et al., 2012, Costa and Fadeel, 2016). La plupart des études
de transcriptomique se concentrent uniquement sur la toxicité aigué des particules.

Les puces @ ADN représentent 1’avancée technologie majeure de la derniére décennie
en transcriptomique. Cette technologie permet d’étudier le transcriptome, en identifiant et
quantifiant simultanément le niveau d’expression de 1’ensemble des génes d’une cellule, d’un
tissu ou d’un organisme. Elle repose sur le principe d’hybridation, précisant que 2 fragments
d’acides nucléiques complémentaires vont s’associer et se dissocier, de maniére réversible et
specifique, sous I’effet de la chaleur ou de la concentration saline du milieu. Concretement,
une puce & ADN est un support rigide (verre ou nylon) de petite taille (quelques cm?), sur
lequel sont déposées au préalable des milliers de copies d’une méme sonde correspondant a
de courtes séquences d’ADN simple brin, spécifiques d’un ARN donné et donc d’un géne
donné (Figure 16). Les ARN extraits des échantillons a analyser ou cibles, sont marqués par
des fluorochromes (cyanine 3 et/ou 5), puis déposés sur les puces a ADN, ou ils vont se fixer
de maniére spécifique sur le fragment d’ADN complémentaire par hybridation en formant des
hétéroduplex. Ensuite un logiciel d’analyse d’image va permettre de mesurer I’intensité de la
fluorescence et de la convertir en valeur numérique, afin de quantifier le niveau d’expression
des genes (Figure 17). Aprés normalisation et analyse statistique des données, 1’ interprétation
biologique est réalisée a 1’aide de diverses bases de données disponibles telles que David,
IPA, Panther, GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Ainsi une compréhension des
mécanismes moléculaires altérés suite a 1’exposition a un toxique pourra étre réalisée, en

comparaison avec un témoin non exposé (Oleksiak, 2008, Sturla et al., 2014).
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Figure 16: Puces a ADN sur lame de verre.

(a) Photo d’une lame de verre (Agilent) pouvant contenir jusqu’a 8 puces a ADN.

(b) Représentation des différents modéles de lames Agilent disponibles : a gauche, la lame de
verre contient une seule puce sur laquelle est déposé 1 million de sondes, en 2éme position, la
lame comprend 2 puces de 400 000 sondes chacune ; en 3°™ position, 4 puces de 180 000
sondes chacune ; et enfin la derniere lame possede 8 puces de 60 000 sondes chacune.
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Figure 17 : Principe des puces a ADN (technologie une couleur).

Les ARNm sont extraits des échantillons témoins et exposes, suite a I’ajout d’un promoteur
oligo dT. Les ADN complémentaires (ADNCc) correspondant sont synthétisés grace a
I’enzyme AffinityScriptRT. Puis I’enzyme T7 polymerase et la Cyanine 3 sont ajoutées dans
le milieu récationnel pour permettre la synthése, I’amplification et le marquage des ARNc
complémentaires. Ces ARNCc sont ensuite purifiés et déposés sur des puces a ADN, sur
lesquelles se trouvent au préalable des milliers de copies d’un méme sonde, spécifique d’un
ARN donné et donc d’un géne donné. Les ARN marqués vont alors se fixer de maniére
spécifique sur le fragment d’ADN complémentaire par hybridation. Ensuite un scanner va
permettre la lecture de la fluorescence. Un logiciel d’analyse de données permettra de
convertir 1’image en valeur numerique afin de quantifier le niveau d’expression de 1’ensemble
des génes présents dans les échantillons témoins d’une part et dans les échantillons exposés
d’autre part. Ainsi, en faisant le rapport des niveaux d’expression témoins/exposés, on peut
ainsi identifier les génes dont I’expression est modifiée.
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La seconde technologie utilisée en transcriptomique est le séquencage nouvelle
génération NGS ou séquencage a haut-débit. Le NGS est la révolution biotechnologique de
ces dernieres années. Il consiste & séquencer de grandes quantités d’ADN en des temps
record. Son développement doit permettre de remplacer les technologies de puces a ADN
grace a une plus grande précision dans I’analyse. En effet, le NGS permet de calculer le
nombre exact de transcrits dans un échantillon, avec une précision proche de celle obtenue
avec la technique d’amplification en chaine par polymérase (PCR) quantitative. De plus, cette
technologie est plus flexible ; elle permet de séquencer I’ADN de n’importe quel organisme, y
compris ceux pour lesquels les puces a8 ADN n’existent pas. Il peut en outre s’effectuer sur le
génome entier ou uniquement sur des régions ciblées (Sturla et al., 2014). En revanche, le
NGS est couteux et chronophage. Le terme NGS désigne différentes technologies modernes
de séquencage telles que celles développées par lllumina (Solexa), Roche 454, lon torrent et
SOLID. Ces différentes technologies comprennent 3 étapes communes. La 1% étape consiste
a préparer des banques d’ADN en fragmentant de I’ADN (ou ARN) d’intérét (par sonication
ou en utilisant des enzymes de restriction), puis en réalisant une ligation des fragments aux 2
extrémités a I’aide de petites séquences spécifiques ou adaptateurs. Ensuite les fragments sont
amplifiés par des méthodes d’amplification clonale et de PCR. Puis I’ADN est séquencé a
I’aide de différentes approches dépendant de la technologie utilisée (Figure 18) (Voelkerding

et al., 2010).

92



DNA
fragmentation
and in vitro
adaptor ligation

o Library preparation . %

0 Clonal amplification

o Cyclic array sequencing

¢

emulsion PCR bridge PCR

. -_{'}“ - i .;]% {:}_}l/ I n ” l I
-{} g’ el )ind I Iy, 1’ 1 Il‘h
i {i "- -;K- ~ ||Il'r vll lll'l
L % 3
‘ Pyrosequencing Sequencing-by-ligation Sequencing-by-synthesis
§ 1 s E
—_ i A58t F 100000
L se0
oo Time L LR ‘ ! ;
‘ ® 0 A
A:' . gt /] \ ¢ ‘. ‘G . _. A ) \ u 4 n P . |
454 sequencing SOLID platform Solexa technology

Figure 18: Séquencage nouvelle génération (NGS)

Les différentes technologies disponibles pour le séquencage nouvelle genération présentent
des étapes communes. La 1% étape consiste a fragmenter de I’ADN ou ARN (par sonication
ou en utilisant des enzymes de restriction). Aprés réparation des extrémités des fragments
générés, une ligation d’adaptateurs est réalisée (aux 2 extrémités). Ces fragments vont
constituer une bibliotheque d’ADN (library). Une amplification clonale de chaque fragment
est ensuite effectuée. Puis ’ADN est séquencé a 1’aide de différentes approches : signal
lumineux, fluorescent ou variation de pH.

Adapté d’Alex Sanchez (http://ueb.ir.vhebron.net/NGS).

4.3.2. Protéomique

Si I’ARN représente le phénotype intermédiaire d’une cellule, la protéine en
représente son phénotype terminal. En effet, I’analyse transcriptomique est insuffisante pour
comprendre le mécanisme d’action complet d’une substance active (toxique). Il est nécessaire
de s’intéresser au protéome, correspondant a I’ensemble des protéines exprimées dans une
cellule, un tissu ou un organisme, a un instant donné, dans des conditions données. L’ analyse
du protéome ou protéomique, permet de mesurer simultanément le taux d’expression de
milliers de protéines, en tenant compte des modifications traductionnelles telles que la

phosphorylation ou la glycation. Cette technique est importante en toxicologie systémique, car
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elle permet d’identifier les réactions biologiques altérées suite a I’exposition a un toxique, et
de comprendre comment ces modifications affectent les fonctions cellulaires et protéiques
(Hamadeh et al., 2002). Ainsi, des augmentations ou diminutions de I’expression de protéines
peuvent étre directement corrélées a des modifications de I’expression de génes ou transcrits,
ou peuvent résulter de modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation.

Cette approche nécessite d’isoler, séparer, identifier et caractériser la fonction de
protéines d’intérét. L’étape de séparation repose sur différentes techniques électrophorétiques
ou chromatographiques. L’¢lectrophorése bidimensionnelle permet la séparation de protéines
d’un mélange complexe, selon leur point isoélectrique (pl) et leur masse moléculaire.
Cependant, cette technique est peu adaptée a la séparation de protéines de masse moléculaire
élevée, de petits peptides, de protéines hydrophobes ou basiques, ainsi que de protéines
membranaires. La chromatographie liquide multidimensionnelle s’est alors développée pour
palier ces désavantages, permettant une identification plus fiable des peptides/protéines.
L’étape suivante est I’identification des protéines, principalement réalisée par spectrométrie
de masse (MS). Cette technique permet la séparation en phase gazeuse, de molécules chargées
(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).La spectrométrie de masse permet de
déterminer la masse de chaque peptide provenant de 1’hydrolyse trypsique des protéines de
départ. Le spectrometre de masse est constitué: (i) d’un systéme d’introduction de
I’échantillon a savoir la chromatographie en phase liquide ou gazeuse, ou 1’électrophorése
capillaire, (ii) d’une source d’ionisation: électronique (EI) ou chimique (ClI),
électronébulisation ou électrospary (ESI), couplage plasma inductif (ICP), désorption-
ionisation laser assistée par matrice (MALDI), (iii) d’un analyseur a basse résolution comme
le quadripdle (Q), le piege a ions 3D (IT) ou a haute résolution comme le temps de vol (TOF),
la résonance cyclotronique ionique a transformée de Fourier (FT-ICR), Orbitrap, et (iv) d’un

détecteur (Figure 19a). La spectrometrie de masse en tandem (MS/MS) consiste a sélectionner
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un ion par une 1¥® spectrométrie de masse, & le fragmenter, puis a réaliser une

2nde

spectrométrie de masse sur les fragments générés. Cette technique combine 2 analyseurs, et

permet ainsi de déterminer la masse des peptides ionisés associée a une séquence partielle

(Figure 19b). Les analyses MS/MS sont réalisées a 1’aide de nombreux appareils tels que le

triple quadripdle, piége a ions quadripolaire, ou une association de plusieurs types

d’analyseurs comme les quadripble-temps de vol (Q-TOF), quadripdle/piége a ions

quadripolaire, piege a ions/FT-ICR ou piége a ions/Orbitrap (Hamadeh et al., 2002, Pineau,

2006, Sturla et al., 2014).
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Figure 19. Principe de la spectrométrie de masse (a) et de la spectrométrie de masse en

tandem (b).
D’apres (Brosson, 2006)

Le marquage isotopique

ITRAQ (Isotope Tags for Relative and Absolute

Quantification) est une méthode de quantification basée sur la spectrométrie de masse. Cette
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approche, utilisée en toxicologie systémique, permet une quantification non ciblée de
protéines provenant de différents échantillons, par marquage d’isotope stable (Sturla et al.,

2014, Wiese et al., 2007).

4.3.3. Autres techniques

La métabolomique est une approche plus récente, qui comprend une analyse
quantitative compléte de 1’ensemble des métabolites présents dans des organites, des cellules,
des tissus, des organes, des organismes, des biofluides ou des échantillons environnementaux.
Le terme «métabolite » désigne des composés chimiques de petite taille, de masse
moléculaire comprise entre 50 et 2000 Dalton, endogénes ou exogénes comme les
xeénobiotiques. Cette technique est complémentaire a la transcriptomique et protéomique car
elle permet de connaitre le statut métabolique dynamique d’une cellule, d’un tissu, d’un
organe ou d’un organisme.

En toxicologie, la métabolomique permet de caractériser de maniére globale et non
ciblée, les perturbations biologiques liées a I’exposition a une substance chimique donnée,
résultant d’altérations au niveau de 1’expression des genes et des protéines. Elle represente
simultanément 1’exposition chimique par la mesure de la quantité de substances chimiques
xeénobiotiques internalisées, ou de leur produits de biotransformation/dégradation et 1’effet
biologique résultant par la mesure de la quantité de biomarqueurs d’effet sur- ou sous-
exprimeés.

Sur le plan technique, la métabolomique implique I’utilisation de la résonnance
magnétique nucléaire (RMN), ainsi que de la spectrométrie de masse (Misra, 2018, Nicholson

etal., 1999, Sturla et al., 2014).
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Le lipidome, un sous-ensemble du métabolome, correspond au profil lipidique complet
d’un systeme biologique. La lipidomique permet de caractériser et quantifier les lipides
présents dans des échantillons biologiques. Cette approche est importante en toxicologie. En
effet, des perturbations de 1’homéostasie lipidique sont fréquemment impliquées dans les
tableaux pathologiques tels le diabéte, 1’0bésité, les maladies cardio-vasculaires. La
lipidomique implique, tout comme la métabolomique, I’utilisation des techniques de RMN et

de spectrométrie de masse.

L’épigénétique correspond a 1’étude des modifications de 1’expression des geénes
induites par des mécanismes qui n’altérent pas la séquence primaire d’ADN. Les
modifications épigénétiques sont réversibles et héritables, c’est-a-dire qu’elles peuvent étre
transmises au cours des divisions cellulaires.

Le terme « épigénétique » décrit 3 principaux mécanismes ; la méthylation de I’ADN,
les modifications post-traductionnelles des histones, et les ARN non codant intervenant dans
la régulation de I’expression des génes par leur induction ou répression.

Des variations environnementales tel que I’exposition a des substances ou des
toxiques, peuvent induire des modifications épigénétiques. Ces dérégulations sont impliquées
dans des pathologies telles que les cancers, maladies cardio-vasculaires, neurodégénératives
ou auto-immunes. Récemment, des études ont montré que les nanomatériaux pouvaient
affecter des processus épigénétiques, notamment en altérant I'expression de génes impliqués
dans des réactions de méthylation de I'ADN (Ho et al., 2012, Kim et al., 2009, O'Reilly, 2017,
Shyamasundar et al., 2015, Smolkova et al., 2015, Stoccoro et al., 2013).

De nombreuses techniques permettent de détecter des mécanismes épigénétiques,
notamment le séquencage au bisulfite, le pyroséquencage et le profil de méthylation sur puces

s’intéressant a la méthylation de I’ADN ; I’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), des
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techniques de chromatographie et de spectrométrie de masse concernant les modifications
post-traductionnelles des histones ; et enfin la technologie des puces a ADN grace a des
sondes spécifiques de miARN, ou le sequencage NGS concernant les ARN non codant

(Chantepie et al., 2012, Collas, 2010, Stoccoro et al., 2013).

4.4. Traitements des données et bioinformatigue

Les technologies de criblage a haut-contenu génerent une quantité considérable de
données a analyser, ce qui constitue un véritable defi pour les scientifiques. Divers outils,
logiciels et bases de données ont été développés pour permettre de simplifier la gestion,
I’intégration et le traitement de ces données. Ceci s’insere dans le champ de recherche
multidisciplinaire que constitue la bioinformatique. Ce terme décrit I'ensemble des concepts et
des techniques nécessaires a l'interprétation informatique de l'information biologique. En
2000, le National Institute of Health (NIH) a défini la bioinformatique, comme étant la
recherche, le développement, ou ’application d’outils informatiques permettant d’étendre
’utilisation des données biologiques, médicales, comportementales ou sanitaires, y compris
les outils et approches permettant d’acquérir, entreposer, organiser, archiver, analyser ou
visualiser de telles données (Smith, 2010).

L’analyse statistique et [P’interprétation biologique des données en vue de
I’identification de genes/protéines différentiellement exprimes), est réalisée a I’aide de divers

logiciels et programmes (Tableau V).
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Tableau V: Exemples de différents logiciels pour ’analyse et I’interprétation biologique
de données de « omiques ».

Logiciel Dl 2iTE Principales carcatéristiques
g d’application P q
MAANOVA
Microarray analysis of A -analyse statistique des données d'expression génique obtenues lors
! Genes —— . S
variance d'expeériences de biopuces a ADN 2 couleurs
(logiciel dans R)
-méthode alternative permettant d’identifier des signatures
GSEA moléculaires
A A -déterminer si un ensemble défini de génes est important dans une
Gene set enrichment Genes stude
IELRTE -visualiser les différences statistiquement significative entre deux
gtats biologiques pour un ensemble de genes
GeneSpring (payant) Genes -analyse, compréhension et visualisation de données de
pring {pay Proteéines  [transcriptomique, génomique, protéomique, métabolomique, NGS,
(Agilent) , : : .
Métablolites [dans un contexte biologique
DAVID
Database for
Annotation, Genes -outils analytique permettant d’extraire systématiquement laj
Visualization and Protéines  [signification biologique de grandes listes de genes / protéines
Integrated Discovery
(NCBI)
IPA® (payant) -logiciel d’analyse, d’intégration et d’interprétation de données de
Ingenuity® Pathway Genes « omics »
Analysis Proteines  [-identifier de nouvelles cibles ou de nouveaux biomarqueurs candidats
(Qiagen) dans le contexte des systémes biologiques
Strin -interactions protéine-protéine connues et prédites
g . - associations directes (physiques) et indirectes (fonctionnelles)
Search Tool for the Genes A - (e . .
. . ‘: obtenues a partir de prédiction informatique, du transfert de
Retrieval of Interacting Protéines . . . . ,
; connaissance entre organismes et des interactions provenant d’autres
Genes/Proteins .
bases de données
1P2
Integrated Proteomics - -identification et la quantification de protéines analysées par
T Proteines 2
Pipeline spectrométrie de masse
(équipe de Yates)
-informations sur les séquences de protéines, leurs fonctions et leurs
Uniprot structures
Universal Protein Protéines  [-liens vers une multitude de bases de données
Resource -combinaison de données des bases Swiss-Prot, TrEMBL et Protein

Information Resource (PIR)

Une des principales limites observeées avec le développement des technologies de

criblage a haut-contenu, a été 1’absence de normes et de standardisation, concernant la

présentation et I’interprétation des données générées. Ainsi, en transcriptomique, des lignes

directrices regroupeées sous le terme de MIAME ou Minimum information about a microarray
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experiment, ont été développées (Brazma et al., 2001). Elles décrivent le minimum
d’informations indispensables a fournir lors de la réalisation d’une expérience de puces a
ADN, afin de permettre une interprétation claire et simple des résultats ; leur vérification par
la communauté scientifique et éventuellement la reproduction de 1’expérience décrite. Ainsi,
ce document est devenu la norme concernant les données déposées dans des bases de données

publiques : GEO (Gene Expression Omnibus) du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)

ou ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/). Une norme similaire a également été

développée pour les expériences de protéomiques dénommée MIAPE ou Minimum

information about a proteomics experiment (Sturla et al., 2014, Taylor et al., 2007).
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Chapitre 2 : Objectifs de I’étude
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L'Institut national de recherche et de sécurité (INRS) pour la prévention des maladies
professionnelles et des accidents du travail est une association loi de 1901, créée en 1947 sous
I’égide de la Sécurité Sociale. Cet institut est au cceur du dispositif de prévention en santé et
sécurité au travail. 1l est constitué de 11 départements dont le département de Toxicologie et
biométrologie, qui a pour vocation la recherche en toxicologie, dans le domaine de
I’évaluation des risques liés a 1’exposition aux polluants en milieu professionnel ; notamment
les nanoparticules.

Dans ce contexte, le TiO, un des nanomatériaux les plus utilisés actuellement en
France, présente un intérét majeur. Il est utilisé dans une large gamme d’industries et de
produits, comme détaillé précédemment (p23-24). Les travailleurs particulierement exposés
sont ceux exercant dans les secteurs de la chimie, du batiment notamment lors de la pose
d’enduits de signalisation routiere, de 1’automobile, de la formulation des encres, peintures et
vernis, de la pharmacie, des cosmétiques ou de 1’alimentaire (INRS, 2012). L’inhalation
représente la principale voie d’exposition professionnelle. En effet, lors des processus de
transformation, les NP de TiO, peuvent étre manipulées sous forme de nanopoudres et
conduire a la génération d’aérosols nanométriques. Ainsi il est indispensable de mesurer de
maniére précoce le danger représenté par ces NP, en réalisant des études de toxicologie

expérimentale par inhalation a I’aide de mod¢les animaux.

Dans notre étude, nous avons combiné des approches de toxicologie conventionnelle
et moléculaire afin d’étudier les propriétés pulmonaires toxicologiques d’un aérosol
nanostructuré de TiO, P25 (10 mg/m®) : chez des rats Fischer 344 exposés par inhalation 6
heures / jour, 5 jours / semaine pendant 4 semaines (OECD, 2017). Les échantillons
biologiques ont été collectes immédiatement, 3, 28, 90 et 180 jours suivant la fin de

I’exposition, afin d’étudier les effets a court et long-terme de cette exposition.
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Le TiO, P25 provenant de la société Evonik, est une des nanoparticules les plus
étudiées in vitro et in vivo (OECD, 2015). L’aérosol nanostructuré a été généré a 1’aide d’une
brosse tournante & la concentration cible de 10 mg/m?®. En tenant compte des différences inter-
espéces en termes de parameétres respiratoires et de dose pulmonaire déposée, cette
concentration et le temps d'exposition correspondent a une exposition professionnelle
moyenne pondérée d’un travailleur pendant 8 h, a la concentration de 0,3 mg/m3 soit la valeur
limite d'exposition recommandée par le NIOSH pour le TiO, ultrafin (NIOSH, 2011), tout au
long de sa carriére.

La premiére partic de I’étude s’intéresse a la caractérisation du dispositif d’inhalation
utilisé (NanoTirex, Nanomaterial Toxicology Inhalation system for Rodent Exposure) ainsi
que de I’aérosol généré, la détermination de la dose déposée dans les poumons et la cinétique
d’¢élimination du TiO, au cours du temps.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’analyse des propriétés toxicologiques pulmonaires
de I’aérosol de TiO,. Cette partie comprend 1’approche conventionnelle d’une part et 1’analyse
moléculaire d’autre part. L’approche conventionnelle consiste a analyser les modifications
physiopathologiques induites par le TiO, inhalé chez le rat. Elle comprend différentes
analyses décrites dans les lignes directrices de I’OCDE n°412 concernant la toxicité subaigué
par inhalation (OECD, 2017) : la détermination de la masse pulmonaire des rats, des analyses
biochimiques dont la détermination de I’activité LDH et des protéines totales, et cytologiques
du LBA ; une analyse histopathologique des poumons et ganglions associés afin de détecter
d’éventuelles modifications de leur architecture ainsi que la présence éventuelles de NP.

En complément, une approche moléculaire de transcriptomique et protéomique consiste a
analyser la réponse du génome et du protéome suite a I’exposition des rats a cet aérosol.
L’analyse transcriptomique est réalisée sur les ARN totaux extraits des poumons des rats

immediatement, 3, 28, 90 et 180 jours suivant la fin de 1’exposition. Elle comprend
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’utilisation de la technologie des puces a ADN simple couleur développée par Agilent. Cette
technologie permet d’observer de maniére globale, ’ensemble des génes dérégulés dans les
poumons, suite a 1’exposition a 1’aérosol nanostructuré de TiO, P25.

L’analyse protéomique est effectuée sur les surnageants de LBA des rats immediatement, 3 et
180 jours suivant la fin de D’exposition, a 1’aide de la technologie d’identification
multidimensionnelle des protéines (MudPIT), ainsi que d’une technique de criblage de
protéines impliquées dans I’inflammation & I’aide du systéme Proteome Profiler™ de R&D
biosystems. L’analyse MudPIT permet d’observer de maniére globale I’ensemble des
protéines différentiellement exprimées chez les rats exposés a 1’aérosol de TiOzen
comparaison avec les rats témoins, tandis que le criblage protéique ciblera I’expression de 29
protéines impliquées dans I’inflammation dont une majorité de cytokines et chimiokines

présentes chez le rat et intervenant dans des voies biologiques variées (Figure 20).
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Figure 20 : Protocole expérimental de I'étude
Des rats Fisher 344 ont été exposés 6h par jour, 5 jours par semaine pendant 4 semaines a un

aérosol nanostructuré de TiO, P25 (10 mg/m®). A la fin de la période d’exposition, les
poumons, ganglions lymphatiques et le LBA ont été collectés a différents temps d’analyse
afin d’étudier les propriétés toxicologiques pulmonaires de cet aérosol a court et long terme,
selon les lignes directrices de ’OCDE n°412 (toxicité subaigué par inhalation). L’approche
conventionnelle a consisté a déterminer la masse pulmonaire des rats, réaliser des analyses
biochimiques dont la détermination de 1’activité LDH et des protéines totales, des analyses
cytologiques du LBA ainsi qu’une analyse histopathologique des poumons et ganglions
lymphatiques associés. En paralléle, une approche moléculaire de transcriptomique réalisée
sur les poumons de rats (technologie des puces a ADN) et protéomique sur les surnageants de
LBA (technologie d’identification multidimensionnelle des protéines (MudPIT) et technique
de criblage de protéines impliquées dans I’inflammation) a permis d’analyser la réponse du
génome et du protéome suite a 1’exposition des rats a cet aérosol.

L’intérét de cette étude est de développer une méthodologie combinant des approches
de toxicologie conventionnelle et moléculaire associant analyses transcriptomique et
protéomique. Or actuellement, la plupart des études de toxicologie n’utilise qu’une technique
de type «omique», comme mentionné en introduction (p88). Cette méthodologie doit
permettre en complément de 1’étude des modifications anatomo- et physiopathologiques
induites, d’évaluer la perturbation du profil d’expression de milliers de génes et de protéines.

L’approche moléculaire, plus mécanistique que 1’étude classique, peut permettre d’identifier
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des modifications moléculaires nouvelles induites par les NP de TiO,, et d’orienter les
recherches vers des mécanismes peu étudiés. D’autre part, elle peut également aider a
caractériser de maniere plus précise les voies biologiques altérées a court et long terme suite a
I’exposition aux NP de TiO,, et a comprendre comment ces modifications affectent les
fonctions cellulaires et protéiques. Ceci dans le but de préciser le mode d’action de ces
dernieres. Enfin, elle peut orienter vers I’identification éventuelle dans le poumon de
biomarqueurs de toxicité prédictifs liés a I’exposition aux NP. Ces biomarqueurs pourraient
ensuite étre utilises dans les études de biométrologie chez les salariés exposés.

Le deuxiéme avantage de cette étude est la durée de la période post-exposition : 180
jours. En effet, comme précisé ci-avant, la plupart des études de toxicologie combinant des
approches de toxicologie conventionnelle et moléculaire, s’intéresse uniquement aux effets a
court terme (30 jours post-exposition). Dans notre étude, nous pouvons ainsi, évaluer les
modifications précoces et tardives induites par les nanoparticules de TiO, et ainsi

d’appréhender la dynamique d’expression des génes et protéines au cours du temps.
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Chapitre 3 : Materiel et méthodes
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1. Génération et caractérisation de I’aérosol

La génération et caractérisation de ’aérosol ont été réalisées avant mon arrivée €en
these, par le laboratoire GCAT (Génération et caractérisation des atmospheéres de travail) de
I’INRS sous la direction de Frédéric Cosnier. Une description détaillée du systéme de
génération (NanoTIREX) ainsi que des techniques utilisées pour caractériser précisément
I’aérosol généré, a fait 1’objet d’une publication (Cosnier et al., 2016). Cependant, pour une
meilleure compréhension des données de toxicologie obtenues au cours de ce travail de thése,
il est essentiel de disposer des informations relatives a la génération et la caractérisation de

I’aérosol. Ainsi, ce paragraphe est consacré a leur présentation.

1.1.Systéme d’inhalation oro-nasale NanoTIREX

Le dispositif NanoTIREx (Figure 21) est constitué d’un systéme de génération
d’aérosol et de tours d’inhalation pour permettre une exposition oro-nasale des animaux
(EMMS, Electro-Medical Measurement System, Bordon, UK). Les tours sont en acier
inoxydable et en aluminium anodisé pour minimiser les pertes électrostatiques et réduire le
risque de contamination. Ce dispositif comprend 2 types de tours : les tours d’exposition
d’une part, constituées d’un seul niveau de 9 orifices (Figure 22(a)), destinées aux rats
exposés a un aérosol nanostructuré ; les tours témoins d’autre part, constituées de 3 niveaux
de 9 orifices chacun, destinées aux rats exposés a de I’air filtré exempt de particules. Les rats
sont placés dans des tubes de contention fixés sur les tours, et sont ainsi exposés a 1’aérosol
uniquement par le nez (Figure 22(b)). Sur chaque tour, un orifice est réservé pour la
connexion d’une sonde de préléevement (figure 22(c)) utilisée pour le prélévement de 1’aérosol

en vue de sa caractérisation. Cette approche présente 1’avantage de collecter I’aérosol dans la
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zone de respiration du rat et donc d’étre le plus représentatif de 1’aérosol inhalé par les
animaux.

La capacité totale d’exposition de ce systéme est supérieure a 100 rats : 50 rats
exposés a des nanomatériaux (6 tours de 9 orifices) et 50 rats témoins (2 tours x 3 niveaux x 9

orifices).
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Figure 21: Description du systéeme d'inhalation oro-nasasle NanoTIREX.
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Figure 22: Tour d’inhalation simple niveau (EMMS, Bordon, UK) (b) tubes de
contention réalisés sur mesure (c) une sonde d’échantillonnage.

1.2.Génération de I’aérosol

L’aérosol est obtenu a partir d’une poudre de TiO, P25 (Aeroxide® P25, Evonik®)
provenant de chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), une poudre
nanocristalline composée de 80 % d'anatase et de 20 % de rutile, avec un diametre moyen des
particules primaires de 21,5 + 7,2 nm.

L'aérosol de TiO, P25 a été généré a une concentration cible de 10 mg/m®. Compte
tenu des différences inter-espéces en termes de parameétres respiratoires et de dose déposee
pulmonaire, cette concentration et ce temps d'exposition de 4 semaines sont comparables a
I'exposition professionnelle moyenne pondérée de 8 h d'un travailleur & 0,3 mg/m?, limite
d'exposition recommandée par le NIOSH pour le TiO, ultrafin; tout au long de sa carriére
(Annexe 3). Bri¢vement, l'aérosol a été produit a 1’aide d’une brosse tournante ((RBG1000,

diamétre du réservoir 7 mm, Palas, Karlsruhe, Allemagne), placée sous une Sorbonne al-
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Safetech (al-envirosciences,). De I'air comprimé sec et filtré (Donaldson Ultrafilter 4812) a
été utilise comme gaz porteur. L'aérosol a été administré simultanément & 30 animaux
maintenus dans des tubes de contention placés dans quatre chambres d'inhalation a 9 orifices
(EMMS, Electro-Medical Measurement System, Bordon, Royaume-Uni). Simultanément, 30
rats témoins ont été exposés a de l'air filtré en utilisant la méme configuration d'exposition
(Cosnier et al., 2016). L'aérosol et l'air filtré ont €té conditionnés a une température de 22 +
2°C et & une humidité relative de 55 + 10 %, conformément a la ligne directrice OCDE essai
n°412 (OECD, 2017) et aux exigences en termes de bien-étre animal (Décret 2013-118 du 1

février 2013).

1.3.Surveillance de ’aérosol pendant I’inhalation

Un compteur optique de particules (OPC FIDAS mobile, Palas, Qaerosol = 1,4 L/min)
a été utilisé pour surveiller les caractéristiques de 1’aérosol généré en temps réel, en continu.
Cet appareil mesure la concentration totale en nombre de particules et la distribution
granulométrique en nombre de particules (0,18 - 18 um) en temps réel (1 Hz). Afin de ne pas
saturer les capacités d’analyse de ’appareil, I'aérosol prélevé dans les chambres d’inhalation a
été dilué environ 15 fois en ajoutant un flux dair filtré (Brooks 50515S).

Pour déterminer la concentration en masse, les aérosols ont été échantillonnés en
utilisant une cassette fermée de 25 mm (Merck-Millipore) contenant des filtres a membrane
en PVC (GLA-5000, taille des pores de 5 um). Les mesures gravimétriques ont été réalisées a
l'aide d'une microbalance (Mettler XP6U, résolution de 0,1 pg) placée dans une piece dédiée
ou la température (22 £ 2°C) et I’humidité relative (50 £ 10 %) ont été contrblées. Des
échantillons ont été préleves de deux fois a quatre fois quotidiennement pendant environ 90

minutes.
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La distribution granulométrique des particules en suspension dans I'air, a été mesurée a l'aide
d'un impacteur en cascade (SIOUTAS). Des echantillons ont été prélevés deux fois par
semaine pendant environ 90 minutes. Tous les filtres ont été pesés en utilisant la microbalance

décrite ci-dessus (Tableau VI).

1.4.Caractérisation approfondie de I’aérosol

En amont de I’exposition des animaux, une caractérisation poussée de 1’aérosol a été
réalisée. En raison du nombre d’équipements utilisés, de la lourdeur des procédures mises en
ceuvre, il n’est pas possible de réaliser de telles analyses au cours de la phase d’exposition des
animaux. Une caractérisation allégée permettant cependant de s’assurer de la qualité et la
stabilit¢ de 1’aérosol généré tout au long de 1’exposition (granulométrie, concentration en
masse et en nombre) est réalisée comme décrit ci-dessus. L’aérosol a été caractérisé en détail
en prenant diverses mesures couvrant un large éventail de tailles et de propriétés de particules.
En particulier, la distribution granulométrique du nombre de particules a été mesurée dans le
domaine sub-micrométrique (10 nm & 1000 nm) en utilisant un analyseur de mobilité a
balayage (SMPS + C, Grimm, composé d'un analyseur de mobilité différentielle et d'un
compteur de particules de condensation). Les données dans la gamme du micrométre
(0,52 um a 20 um) ont été acquises avec un calibreur de particules aérodynamique (TSI APS).
De plus, la distribution granulométrique des particules sur une large gamme de tailles de
0,03 um a 10 um, a été obtenue avec un impacteur basse pression (ELPI, Dekati, Qaerosol =

10 L/min) (Tableau VI).
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Tableau VI : Stratégie de mesurage et instruments de mesure utilisés.

Parametre Instrument

Concentration en masse (mg/m°) Echantillonnage gravimétrique
Concentration en nombre (particles/cm®) CNC

Distribution en taille (flnombre]) FIDAS — ELPI — SMPS — APS
Distribution en taille (ffmasse]) SIOUTAS

Morphologie Microscopie électronique
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2. EXposition des animaux

Les expérimentations animales ont été réalisées conformément aux réglementations
européennes et francaises relatives a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques
(Directive européenne 2010/63/UE et Décret 2013-118 du 1° février 2013), au sein d’une
animalerie agréée par les services vétérinaires de la Direction départementale de la protection
des populations (DDPP) de Meurthe et Moselle (Agrément D54-547-10). Le projet a été
évalué par le Comité d'éthique Lorrain en Matiére d’Expérimentation animal (C2EA-66,) et
autorisé par le Ministére de 1’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de 1’Innovation
(autorisation n°00692.01).

Des rats Fisher F344 males de treize semaines (Charles River Laboratories, France)
ont été hébergés dans des cages ventilées individuellement (Tecniplast) avec des conditions
environnementales standard (humidité relative: 55 + 10 %, température: 22 £ 2 ° C et cycle
lumiére / obscurité 12/12h). Pendant les phases d’hébergement, les animaux avaient un acces
libre a de 1’eau et de la nourriture pour rats de laboratoire standard (AO4 Safe diet). Deux
semaines avant l'exposition a I’aérosol de TiO, les rats ont été progressivement acclimatés
aux tubes de contention. Les animaux ont ensuite été exposés soit a de I'air filtré (animaux
témoins) ; soit a I’aérosol nanostructuré de TiO, & une concentration de 10 mg/m® (animaux

exposés), 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 4 semaines.
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3. Collecte des échantillons et histopathologie

3.1.Mise a mort des animaux

Immédiatement apres les 6 derniéres heures d'exposition, puis 3, 28, 90 et 180 jours
post-exposition (JO, J3, J28, J90 et J180 respectivement), 5 animaux de chaque groupe
(ttmoin et exposé) ont été anesthésiés avec une injection intrapéritonéale de pentobarbital
(60 mg / kg), puis exsanguinés au niveau de I'aorte abdominale. La trachée a été sectionnée et

les poumons ont été collectés.

3.2.Traitement du poumon et lavage broncho-alvéolaire

Le poumon droit a été ligaturé, le lobe accessoire a été prélevé par section apres
ligature puis stocké dans du RNA later en vue de ’analyse transcriptomique.

Le LBA a été effectué sur le poumon gauche en injectant et aspirant 4 mL de
Phosphate Buffer Saline (PBS) froid. Le liquide collecté a été transféré dans un premier tube
conique place dans la glace. Quatre lavages supplémentaires de 4 mL ont été réalisés avec du
PBS froid et transférés dans un second tube conique placé dans la glace. Les deux tubes ont
été centrifugés pendant 5 min a 400 x g et 4°C.

Le surnageant du premier tube a été recueilli pour réaliser les analyses biochimiques (activité
LDH et protéines totales) en utilisant un appareil Rx Daytona (Randox Laboratories, France) ;
ainsi que I’analyse protéomique (MudPIT et Proteome Proﬁler®).

Le surnageant provenant du deuxiéme tube a été jeté, les deux culots cellulaires ont été
regroupes puis remis en suspension dans du PBS froid pour le comptage des cellules et la
préparation de cytocentrifugations. Les cellules du LBA ont été comptées en utilisant un

Cellometer ® vision (Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA) aprés coloration a l'acridine
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orange / iodure de propidium. Des numérations cellulaires différentielles de LBA ont été
effectuées sur des préparations de cytocentrifugation aprés coloration de May-Griinwald
Giemsa.

Le lobe caudal pulmonaire droit et les ganglions lymphatiques associés aux poumons
(médiastinaux) ont été fixés avec du formol a 10 % neutre tamponné (Sigma Aldrich). Dans le
cadre de la fixation du poumon, le formol a été directement introduit via la trachée dans
I’organe par gravité grace a un réservoir situé 20 cm au-dessus de I’organe. Aprés fixation,

les tissus ont été traites en vue de I'analyse histopathologique.

3.3.Coloration de May-Grunwald Giemsa

La coloration de May Griinwald (éosinate de bleu de méthylene) Giemsa (€osinate
d'azur de méthylene) permet, aprés fixation au méthanol, solvant des colorants ; Il'action
successive des deux colorants dilués. Chaque colorant, apres dissociation, contient alors des
ions colorés acides (éosine) et basiques (bleu et azur de méthylene), qui se fixeront sur les
structures cellulaires complémentaires leur donnant leur couleur. Les structures cellulaires
basiques captent les ions éosinates, et donnent des teintes allant du beige rosé des hématies et
des cytoplasmes des granulocytes ; a lI'orangé des granulations du granulocyte éosinophile.
Les structures cellulaires acides captent le bleu de méthyléne, et apparaissent d’un bleu plus
ou moins soutenu comme les cytoplasmes des mononucléaires et des plaquettes. Les
granulations du granulocyte basophile PB ont, quant a elles, une teinte violet noir. Certaines
structures cellulaires peuvent capter a la fois les ions acides et basiques, comme les
chromatines (noyau) des cellules nucléées et les granulations du granulocyte neutrophile. Les
granulations des monocytes, grand lymphocytes et thrombocytes ont une teinte rouge pourpre

car elles captent I'azur de méthyléne.
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Les lames de cytocentrifugation sont séchées a ’air libre, puis sont soumises aux étapes
suivantes :
e Fixation dans le méthanol (3 min)
e Coloration au May-Grunwald (Merck) (3 min)
e Coloration au May-Grunwald dilué au 1/2 dans du tampon de phosphate de sodium
pH6,8 & 0,1M (1 min)
e Coloration au Giemsa (Merck) dilué au 1/10 dans du tampon phosphate (20 min)
¢ Ringage au tampon phosphate (30 sec sous agitation)
e Egouttage et séchage des lames
e Montage d’une lamelle a I’Entellan (Merck) avant observation au microscope
optique

Le comptage différentiel est réalisé sur 500 cellules de LBA par animal.

3.4.Enrobage en paraffine et coloration Hématoxyline-Eosine et

Trichrome de Masson

Une fois les tissus fixés dans le formol, ils sont déshydratés dans un automate de
déshydratation de type caroussel STP-120 (Microm-Microtech, France) selon la séquence
suivante :

e Formol 1h30

e Ethanol 70 % 1h00
¢ Ethanol 80 % 1h00
e Ethanol 100 % 1h00
e Ethanol 100 % 1h00

e Ethanol 100 % 1h00
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e Ethanol 100 % 1h30

e Ethanol 100 % 1h30

e Xylene 1h30

e Xylene 1h30

e Paraffine 2h00

e Paraffine 2h00

Une fois déshydrateés, les tissus ont été inclus en bloc de paraffine puis envoyeés a un

prestataire extérieur (Covance laboratories) pour la coupe, la coloration et la lecture des lames

par un histopathologiste confirmé.

La coloration hématoxyline-Eosine permet une coloration différentielle des noyaux et
des cytoplasmes. L’hématoxyline est un colorant nucléaire. Il colore notamment les noyaux
en bleu/violet. L’éosine est un colorant cytoplasmique. Il colore le cytoplasme en rose et les
autres éléments cellulaires basiques en rose/rouge. En microscopie optique, on peut observer
les noyaux en bleu/violet ; le cytoplasme acidophile en rouge ; les muscles en rose foncé ; les

érythrocytes en rouge cerise et le collagéne en rose pale.

La coloration Trichrome de Masson est utilisée pour différencier les fibres de
collagene et le tissu. Elle est principalement utilisée pour la recherche de dépét de collagéne
lors du processus de fibrose pulmonaire. Cette coloration associe trois colorants.
L’hématoxyline qui colore notamment les noyaux en violet ; la fuchsine ponceau un colorant
cytoplasmique qui colore le cytoplasme en rouge, et le vert lumiére un colorant fibrillaire qui

colore les fibres conjonctives de collagene en vert.
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4. Toxicologie moléculaire

4.1. Transcriptomique

4.1.1. Extraction d’ARN total et purification

Les lobes accessoires de poumons de rats (n=>5 rats par groupe, témoin et exposé, a chacun
des 5 temps post-exposition) ont été broyés a 1’aide d’un gentleMACS™ (Miltenyi Biotech).
Les ARN totaux ont été extraits et purifiés en utilisant un kit Nucleospin® RNA (Macherey-
Nagel). La pureté et I’intégrité de tous les échantillons d’ARN a été vérifiée : tous les ARN
possédaient un rapport A260 / A280 compris entre 2 et 2,2, et un RIN (RNA integrity
number) supérieur a 7,0.

Les ARN totaux ont été stockés a -80 ° C jusqu'a analyse.

4.1.2. Hybridation sur puces

Un aliquot (100 ng) d'ARN de chaque échantillon a été marqué avec de la Cyanine 3-CTP
en utilisant le kit Low Input Quick Amp Labeling kits (Agilent Technologies). Les ARNc
marqués ont été purifiés puis hybridés sur les puces Agilent G4853A SurePrint G3 Rat GE
8*60K microarrays (Agilent Technologies) qui couvrent la totalité du transcriptome du rat.
Les lames ont ensuite été lavées et scannées a 1’aide du scanner de puces a ADN Agilent
G2505C avec une résolution de 3 um. Les données ont été extraites en utilisant la version
11.0 du logiciel Feature Extraction (Agilent) (Figure 17).

Les expériences ont été réalisées selon les normes MIAME (Brazma et al., 2001). Les
données de puces & ADN ont été deposées dans la base de données GEO (Gene Expresion
Omnibus) du NCBI (Edgar and Barrett, 2006), ou elles sont accessibles sous le numéro

d'accés GSEQ99997 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).
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4.1.3. Analyses statistigues, fonctionnelles, et des voies de signalisation

sur données de puces

Les données obtenues a 1’aide du logiciel Feature Extraction (Agilent) ont ensuite été

normalisées en utilisant le logiciel Solo (IGBMC, Strasbourg, http://www-microarrays.u-

strasbg.fr/Solo/index.html). A chaque temps post-exposition, les génes différentiellement

exprimés entre les rats témoins et exposés, ont été identifiés a 1’aide du test FCROS (Fold
change rank ordering statistics) (Dembele and Kastner, 2014). Les génes pour lesquels le fold
change (FC) correspondant au rapport de 1’intensité¢ de fluorescence d’un géne chez un rat
exposé sur I’intensité de fluorescence du méme géne chez un rat témoin ; était soit inférieur a
1/1,5 soit supérieur a 1,5 et possédant une f-value < | 0,01 |; ont été considérés comme
significativement différentiellement exprimés. Ainsi des listes de génes potentiellement
d’intérét, c¢’est-a-dire différentiellement exprimeés chez les rats exposés en comparaison aux

témoins, ont été obtenues immédiatement, 3, 28, 90 et 180 jours post-exposition.

Ces listes de génes ont ensuite été injectées dans la base de données DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) version 6.7, pour analyse fonctionnelle

en sélectionnant 1’espéce Rattus norvegicus (https://david.ncifcrf.gov/). 1l est important de

noter que seuls les noms des genes différentiellement exprimés sont injectés dans la base de
données. Aucune valeur numérique (fold change) n’est prise en compte. Il s’agit d’avantage
d’une  procédure  exploratoire  que  statistique  (Huang et al.,  2009).
DAVID permet ainsi d’extraire la signification biologique de longues listes de genes
différentiellement exprimés, afin d'identifier les fonctions biologiques altérées ; dans notre
cas, suite a lI'exposition a 1’aérosol nanostructuré deTiOs.

Cette base de données bioinformatique propose plusieurs types d’analyse notamment une

classification fonctionnelle des génes (« Gene functional classification ») qui permet de
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regrouper les genes de la liste d’intérét partageant des fonctions similaires en famille de
génes, ainsi qu’une annotation fonctionnelle comprenant 3 sous-parties: « Functional
annotation chart », «table » and «cluster ». L’outil d’annotation fonctionnelle permet de
classer les genes de la liste d’intérét sous forme d’annotations biologiques, et propose une

analyse statistique du contenu en annotation.

Concernant I’annotation fonctionnelle, 1a sous-partie « Functional annotation chart »
permet d’associer les génes de la liste avec les annotations biologiques correspondantes (ex :
termes d’ontologie génique ou GO term), et de mettre ainsi en évidence la/les annotation(s)
biologique(s) surreprésentées (enrichies).

DAVID utilise divers systemes de classification pour les annotations biologiques : (Gene
Ontology (GO) ; KEGG ; SMART ; InterPro, UniProt).Gene Ontology (GO) est un projet
bioinformatique permettant de structurer la description des génes et de leurs produits dans le
cadre d’une ontologie commune a toutes les especes. Ainsi, le consortium GO définit un
vocabulaire contrélé décrivant les génes et leurs produits (I’ontologie) afin d’unifier les
nombreux termes utilises, gére les annotations correspondant aux informations rattachées aux
génes et a leurs produits, distribue une classification qui est 1’une des références en
génomique, et permet d’augmenter la communicabilité entre bases de données. Dans le cadre
de ce consortium, les génes et leurs produits sont décrits selon 3 axes :

- «Cellular Component » (CC): le produit d’un géne est adressé a un ou plusieurs
compartiments cellulaires (plus de 3000 termes)

- « Molecular Function » (MF) : le produit d’un géne remplit une ou plusieurs fonctions
moléculaires (plus de 9000 termes)

- « Biological Process » (BP) : le produit d’un géne participe & un ou plusieurs processus

biologiques (plus de 20 000 termes).
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Un terme GO est défini par un nom de terme (mot unique ou suite de mot, par exemple
« inflammatory response »), un numéro d’accession unique (préfixe « GO ») : « 0006954 »,
une «ontologie » : « Biological Process », une définition dont les sources sont citées, des
commentaires sur la signification ou I’utilisation du terme.

Dans notre étude, nous nous sommes intéresses principalement aux processus
biologiques (GO BP) significativement enrichis (p < 0,05) (Huang et al., 2009).
L’analyse d’enrichissement est une stratégie prometteuse pour identifier les processus
biologiques les plus pertinents en lien avec le phénoméne étudié. L’importance de
I’enrichissement est examiné a ’aide d’un test exact de Fisher qui permet de déterminer une
p-value également appelée EASE score, pour chaque annotation biologique identifiée. Les p-
values sont classées par ordre croissant ; les plus petites traduisant les enrichissements les plus
significatifs. Le principe est le suivant : le pourcentage (proportion) de génes de notre liste
associés a une annotation biologique donnée (GO BP) est comparé au pourcentage de genes
du génome entier du rat associés a cette méme annotation. Par exemple, 10 % des génes de
I’utilisateur sont des kinases, tandis que 1 % des genes du génome humain (population de
fond) sont des kinases. Ainsi, la p-value (EASE score) est < 0,05, ce qui suggere que les

kinases sont significativement enrichies pour cet exemple particulier.

L’analyse « Functional annotation cluster » permet suite a 1’identification des
annotations présentes et enrichies au sein de notre liste (« Functional annotation chart), de
regrouper les annotations qui partagent des fonctions similaires sous forme de cluster. Ces
groupes (cluster) d’annotations sont classés par importance, du plus enrichi au moins enrichi,
a I’aide d’un score d’enrichissement : Z-score. Ce Z-score est calculé & partir de la moyenne

géométrique des p-values de chaque annotation présente dans le groupe donné, a laquelle une
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transformation - log est appliquée. Dans notre étude, nous nous intéresses plus

particulierement aux Z-score > 1,3 (correspondant a — log 0,05) (Huang et al., 2009).

Enfin, P’analyse «Functional annotation table » fait un récapitulatif de toutes les
annotations associées a chacun des génes présents dans notre liste. En effet, un méme géne

peut intervenir dans différents GO BP.

En résumé, nous nous sommes principalement intéressés dans cette étude, aux processus
biologiques (GO BP) significativement enrichis (p < 0,05), ou aux GO BP appartenant a des
clusters d'annotations possédant un Score d'Enrichissement (Z-score) supérieur a 1,3 (Huang
et al., 2009).

Les informations obtenues suite a 1’analyse fonctionnelle de chaque liste, ont ensuite
permis de construire des graphes tel que celui obtenu en Figure 31 (p146) présentant en
ordonnées les processus biologiques (GO BP) enrichis (p-value < 0,05 ou Z-score > 1,3) chez
les rats exposés en comparaison aux témoins a chacun des temps d’analyse, et en ordonnée le

nombre de génes présents / impliqués dans chaque GO BP.

D’autre part, nous avons également examiné les voies métaboliqgues KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) significativement enrichies (p <0,05), une collection de
cartes qui représentent les connaissances sur les réseaux et interactions moléculaires présents

au sein de voies de signalisation biologiques.
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4.2.Protéomigue

4.2.1. Analyse MudPIT des surnageants de LBA

Les surnageants de LBA (n=5 rats par groupe, ttmoin et exposé, immédiatement, 3 et
180 jours post-exposition) ont été hydrolysés par la trypsine. Les peptides obtenus ont été
dessalés puis séchés avant d'étre chargés sur une nano-colonne chromatographique constitue
de 2 parties : une partie phase inverse de 10 cm Polaris C18 5um (Hichrom) ; et une partie
échangeuse de cations de 4 cm Partisphere 5 SCX (Whatman). La colonne a ensuite éeté
directement connectée a une source d'ionisation par électronébulisation, montée sur un

spectromeétre de masse a piege d’ions linéaires LTQ (Thermo-Fisher).

La séparation chromatographique des peptides a été réalisée a un débit de 300 nL / min
délivré par le systeme HPLC (chromatographie liquide haute performance) Agilent 1200
équipé d’un diviseur de flux. Les peptides ont été élués en utilisant une procédure
d’identification multidimensionnelles des protéines (MudPIT) en 10 étapes (Fuchs et al.,

2011). Les experiences ont éte réalisées selon les normes MIAPE (Taylor et al., 2007).

Ensuite, les données ont été analysées a l'aide de la plateforme intégrée 1P2 en utilisant
le programme ProLuCID (Xu et al., 2015). Les protéines différentiellement exprimées entre le
groupe témoin et le groupe exposé ont été identifiées a chacun des 3 temps post-exposition, en
utilisant une ANOVA (p <0,05), disponible dans le programme « ldentification Stat
Compare » de la plateforme IP2. Les échantillons ont été comparés statistiguement en

fonction des comptages de spectres.

Puis, les protéines différentiellement exprimées chez les rats exposés, ont été

identifiées en utilisant la base de données Uniprot Knowledge Base (Uniprot KB). Cette liste
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des protéines différentiellement exprimées a ensuite été analysée a I’aide des bases de
données GeneCards® et DAVID v6.7. Dans notre étude, DAVID a permis d’identifier les
fonctions biologiques modifiées suite a I'exposition des rats a 1’aérosol nanostructuré de TiO;;
et de comparer les données de protéomique avec celles de transcriptomique. Les protéines qui
partagent des fonctions similaires ont ainsi été regroupées en termes de GO BP, GO CC et GO
MF. Dans cette étude, nous nous sommes principalement intéressés aux GO BP
significativement enrichis (p <0,05), ou appartenant a des groupes d'annotations avec un
Score d'Enrichissement (Z score) supérieur a 1,3 ; de la méme maniére que pour 1’analyse
transcriptomique détaillée ci-avant (Huang et al., 2009).

Les informations obtenues suite a I’analyse de chaque liste, nous ont ensuite permis de
construire des graphes tel que celui en Figure 33 (p152) présentant en ordonnées les processus
biologiques (GO BP) enrichis (p-value < 0,05 ou Z-score > 1,3) chez les rats exposées en
comparaison aux témoins a chacun des temps d’analyse, et en ordonnée le nombre de
protéines présentes / impliquées dans chaque GO BP.

Nous avons également examiné les voies métaboliques KEGG significativement enrichies

(p <0,05).

Enfin, les réseaux d’interactions protéine-protéine (PPIN ou « Protein-Protein Interaction
Networks ») présents parmi les protéines différentiellement exprimées identifiées dans les
surnageants de LBA, ont été étudiées immédiatement, 3 et 180 jours post-exposition, en
utilisant la base de données STRING v10.5 (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) (Szklarczyk et al., 2015). Cette base de donnees permet de predire les
associations entre protéines via des interactions directes ou indirectes.

Ces réseaux d’interactions sont des graphes dont les nceuds (sommets) correspondent aux

protéines/genes, et les arétes représentent une interaction entre les protéines / génes qu’elles
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relient. Ces interactions peuvent étre directes (physiques) ou indirectes (fonctionnelles,
participation au méme processus cellulaire ou a la méme voie métabolique). La couleur des
arétes indique le type d'interaction, notamment les interactions connues (en bleu-clair:
interactions mentionnées dans des bases de données et validées manuellement par des
scientifiques, en fuchsia: interactions déterminees expérimentalement en laboratoire et
référencées dans des bases de données) ou les interactions prédites en vert, rouge et bleu
foncé (Szklarczyk et al., 2015, Szklarczyk et al., 2017).

Une analyse statistique des résultats est obtenue pour chaque réseau d’interactions et
permet de renseigner sur un éventuel enrichissement statistique, notamment via le calcul
d’une p-value. Plus la p-value est faible et plus le réseau est enrichi, ce qui indique que les

interactions protéine-protéine sont significatives et ne sont pas dues au hasard.

4.2.2. Expression de cytokines dans le LBA

Un criblage protéique ciblant I’expression de 29 protéines impliquées dans I’inflammation
dont une majorité de cytokines et chimiokines, a été effectué sur les surnageants de LBA
collectés immédiatement, 3 et 180 jours post-exposition, a 1’aide d’un kit Proteome Profiler™

Rat Cytokine Array, Panel A (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Brievement, les surnageants (pool de 5 animaux par groupe exposé ou témoin pour chacun
des 3 temps d’analyse) ont été incubés avec un cocktail d'anticorps de détection biotinylés,
puis le mélange échantillon/anticorps a été appliqué sur des membranes de nitrocellulose sur
lesquelles sont immobilises au préalable, des anticorps spécifiques de 29 cytokines et
chimiokines presentes chez le rat : CINC-1 (Cxcll), CINC-2a / B (Cxcl3), CINC- 3 (Cxcl2),
CNTF, Fractalcine (Cx3cl1), GM-CSF, sSICAM-1, IFN-y, IL-1a, IL-1p, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-

4, 1L- 6, IL-10, IL-13, 1L-17, IP-10 (Cxcl10), LIX (Cxcl5), L-sélectine, MIG (Cxcl9), MIP-la
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(Ccl3), MIP-3a (Ccl20), RANTES (Ccl5), Thymus chimiokine (Cxcl7), TIMP-1, TNF-a et
VEGF. Les complexes «cytokine/anticorps de détection » présents se sont fixées
specifiquement sur les anticorps de capture correspondants. Les membranes ont ensuite été
lavées (afin d’éliminer ce qui ne s’est pas fixé), incubées avec le mélange streptavidine
conjuguée & la peroxydase de raifort (HRP) et le réactif de détection Chemi Reagent Mix™ ;
afin de révéler chaque spot correspondant a la quantité de cytokine liée a 1‘aide de 1’appareil
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad).

Les données obtenues ont été analysées en utilisant un test de Student (t-test). Les

changements ont été considérés statistiquement significatifs a p < 0,05.

5. Analyse statistigue des données de cytologie et biochimie du

LBA

L’analyse statistique des données de cytologie et biochimie du LBA a été réalisée en utilisant
un test ANOVA a 2 facteurs (temps et traitement). Les changements ont été considérés

statistiquement significatifs a p < 0,05.
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Chapitre 4 : Résultats
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1. Caractérisation de I’aérosol et mesures diverses

La partie génération et caractérisation de 1’aérosol a été réalisée avant mon arrivée en
these, par le laboratoire GCAT (Génération et caractérisation des atmospheéres de travail) de
I’INRS, sous la direction de Fréderic Cosnier ; comme indiqué ci-avant. Les caractéristiques
physiques et chimiques de 1’aérosol ont été publié¢es précédemment (Cosnier et al., 2016). Ses

principales caractéristiques sont présentées dans le tableau VI1I.

Tableau V11 : Principales caractéristiques de I'aérosol nanostructuré de TiO; génére.
DAMN: Diametre aérodynamique median en nombre ; DAMM: Diamétre aérodynamique
médian en masse ; GSD: Ecart-type géométrique (Geometric standard deviation) ; ELPI :
impacteur basse pression a détection électrique ; SIOUTAS : impacteur en cascade.

Taille des | Surface | Concentration de | Concentrationde | DAMN (nm) | DAMM (nm)
particules | spécifique | I’aérosol en masse | 1’aérosol en nombre (ELPI) (SIOUTAS)
(nm) (m?/g) (mg/m?) (particules/cm?)
21572 51 10.17 £ 3.29 24000 % 6400 269 905
(GSD : 2.22) | (GSD : 2.19)

1.1.Surveillance de I’aérosol

1.1.1. Concentration en masse (ma/m>)

L'aérosol de TiO, P25 a été généré a une concentration cible de 10 mg/m®. Compte
tenu des différences interspécifiques en termes de parameétres respiratoires et de dose déposée
pulmonaire, cette concentration et ce temps d'exposition concernent [I'exposition
professionnelle moyenne pondérée de 8h d'un travailleur & 0,3 mg/m?, la limite d'exposition
recommandée par le NIOSH pour le TiO, ultrafin; tout au long de sa carriere (Annexe 3).

La concentration massique réelle de notre campagne d’exposition, mesurée par
échantillonnage gravimétrique était de 9,91 + 3,35 mg/m*; proche de la concentration cible

(10 mg/m®) (Tableau VI11).
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1.1.2. Concentration en nombre (particules/cm?®)

Les profils de concentration en nombre ont été mesurés avec un compteur a noyaux de
condensation (CPC) modeéle 3007 de TSI. Les CPC mesurent le nombre total de particules
fines et ultrafines dans un milieu gazeux. Les particules prélevées sont grossies par
condensation sur leur surface d’une vapeur d’un fluide dit « fluide de condensation ». Les
particules ainsi grossies peuvent étre facilement détectées optiquement.

Les profils de concentration obtenus étaient similaires tout au long de la période de
génération, avec chaque lot de poudre. La concentration moyenne en nombre de particules
ayant un diamétre supérieur & 10 nm, était de 24 000 particules / cm® (+ 6400 écart-type)

(diameétre > 10 nm) (Tableau VII).

1.2.Caractérisation de ’aérosol

1.2.1. Distribution en taille (f(masse))

L'utilisation d'un impacteur en cascade en routine, a permis une caractérisation robuste
de la distribution granulométrique des particules en suspension dans l'air. La distribution
granulométrique mesurée par analyse gravimétrique a I’aide de l'impacteur en cascade
SIOUTAS a révélé que pres de 80 % de la masse totale de particules en suspension dans l'air
correspondait a des particules de 250 nm a 2500 nm de diamétre. Le diametre aérodynamique
médian en masse (DAMM) a été déterminé comme étant de 0,905 um, avec un écart-type

géométrique (GSD) de 2,19 (Tableau VII, Figure 23).
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Figure 23 : Diametre aérodynamique médian en masse (DAMM) de I'aérosol
nanostructuré de TiO, déterminé a I'aide de I'impacteur en cascade SIOUTAS.

1.2.2. Distribution en taille (f(nombre))

Le diamétre aérodynamique median en nombre (DAMN) a été déterminé comme étant
de 269 nm, avec un GSD de 2,22 ; a I’aide d’un impacteur basse pression de détection

électrique (ELPI) (Figure 24).

dN/N d log da (-)
—

0,01 0,1 1 10

Aerodynamic diameter (pm)
Figure 24 : Diametre aérodynamique médian en nombre (DAMN) de ['aérosol
nanostructuré de TiO, déterminé a I'aide de I'impacteur basse pression de détection
électrique ELPI.
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1.2.3. Microscopie électronique

L'aérosol a été directement collecté sur des grilles de microscopie électronique a
transmission (MET) a l'aide d'un mini-échantillonneur de particules, MPS ECOMESURE ;
afin de caractériser la morphologie des particules. Les photos en Figure 25 montrent que les
particules (taille primaire d'environ 25 nm) sont sous la forme d'agglomérats mesurant
plusieurs centaines de nanometres a quelques micrometres. Les agglomérats sont
principalement constitués de la forme cristallographique anatase du TiO,, en accord avec les

observations de la poudre a partir de laquelle I'aérosol a été généré (Disdier et al., 2015).

Figure 25 : Images en microscopie électronique a transmission (TEM) d‘un échantillon
d'aérosol nanostructuré de TiO,.

1.3.Rétention et élimination du titane pulmonaire

Aprés une exposition de 1 mois, les mesures par spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS) ont détecté 2086 + 94 pug (moyenne + écart type) de titane dans

les poumons de rats (n = 6). En supposant que les rats ont un volume respiratoire de
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228 mL/min (= volume courant x fréquence respiratoire = 1,9 x 120), cela correspond a une
fraction déposée de 0,212 (Figure 26). La demi-vie d’élimination pulmonaire du titane est

d’environ 98 jours (Gate et al., 2017).
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Figure 26 : Charge pulmonaire et élimination du titane apreés exposition subaigué des
rats a I'aérosol nanostructuré de TiO..
Mesure de 1’élimination du titane dans les poumons de rats (n = 6 animaux).
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2.Analyse du LBA

2.1.Analyse biochimigue du lavage broncho-alvéolaire et morphométrie

du poumon

Suite a la période d’exposition de 4 semaines a I'aérosol nanostructuré de TiO,, l'activité
LDH était fortement augmentée dans le LBA a court terme (témoins vs rats exposés): 60,7 +
16,6 vs 247,7 £ 589 U /L a J0, et 89,2 + 19,0 vs 225,2 + 46,6 U / L & J3. Cette activité était
encore significativement plus élevée chez les animaux exposes a J28 (p <0,05), mais elle a
ensuite diminué pour revenir au niveau de celle des témoins a long terme (Figure 27A). En
parallele, une augmentation significative de la concentration en protéines totales dans le LBA
a été observée a court terme (p <0,05): 0,17 £ 0,05vs 0,28 £+ 0,06 g/ L a JO et 0,12 + 0,04 vs
0,25+ 0,04 g/ L a J3, dans les groupes témoins vs exposés. A plus long terme, les niveaux de
protéines totales n'étaient pas significativement différents entre les groupes témoins et
exposeés (Figure 27B). D’autre part, la masse pulmonaire était augmentée a court terme: 1,23
+0,06 vs1,48+0,09gaJOetl,28+0,09vs1,45+0,08qgal3, dans les groupes témoins vs
exposés. De maniere similaire, aucune différence n'a été détectée a plus long terme (Figure

27C).
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Figure 27 : Mesure de I’activité LDH et du contenu protéique dans le LBA ; ainsi que de
la masse pulmonaire chez les rats témoins et exposés.

A. Activité LDH chez les rats témoins et exposés a 1’aérosol nanostructuré de TiO2 (n = 6
animaux par groupe). *Significativement différent du témoin (p < 0,05).

B. Contenu en protéines totales chez les rats témoins et exposés a 1’aérosol de TiO, (n = 6
animaux par groupe). *Significativement différent du témoin (p < 0,05).

C. A gauche : masse pulmonaire chez les rats témoins et exposés a 1’aérosol nanostructuré de
TiO, (n = 6 animaux par groupe). A droite : masse pulmonaire normalisée par la masse
corporelle (n = 6 animaux par groupe). *Significativement différent du témoin (p < 0,05).

2.2. Cytologie du lavage broncho-alvéolaire

L'exposition & I'aérosol nanostructuré de TiO, a entrainé un afflux considérable de
granulocytes neutrophiles dans I'espace alvéolaire du poumon gauche a court terme: 0,01 +
0,005 x 10° vs 1,06 + 0,24 x 10° & JO et 0,03 + 0,01 x 10° vs 1,07 + 0,4 x 10° & J3, dans les
groupes témoins et exposés. Cet afflux a diminué au cours du temps, tout en restant
significatif (p <0,05) jusqu'a J180: 0,22 + 0,11 x 10° & J28; 0,08 + 0,03 x 10° & J90 et 0,09 +
0,03 x 10° 4 J180. Le nombre de macrophages alvéolaires était augmenté dans les échantillons
recueillis & J3 et J28: 0,85 + 0,08 x 10° vs 1,45 + 0,41 x 10°aJ3 et 0,72 + 0,06 x 10°vs 1,14 +

0,13 x 10° & J28 dans les groupes témoins vs exposés. En revanche, le nombre de lymphocytes
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alvéolaires était similaire au cours du temps chez les animaux témoins et exposes (Figure 28,

Annexe 4).
3,5 1
* ® Total
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Figure 28 : Cytologie du LBA chez les rats témoins et exposés a ’aérosol nanostructuré
de TiO; (n = 6 animaux par groupe).

Le diagramme représente le nombre total de cellules présentes dans le LBA (violet) chez les
rats témoins et exposés, déterminé a 1’aide du Cellometer ® vision (Nexcelom Bioscience,
Lawrence, MA) apres coloration a l'acridine orange / iodure de propidium. Parmi ces cellules,
les macrophages sont représentés en vert et les granulocytes neutrophiles en rouge.

Gr : Granulocytes. *Significativement différent du témoin (p < 0,05).
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3. Histopathologie pulmonaire et des ganglions
lymphatiques associés aux poumons

Immeédiatement et 3 jours suivant la fin de I’exposition, des macrophages chargés de
particules ont été détectés dans la lumiere alvéolaire des animaux exposes. De plus, la
prolifération des pneumocytes de type Il a entrainé une épithélialisation minimale des parois
alvéolaires. Des foyers d'inflammation granulomateuse ont été observés dans les alvéoles chez
certains animaux exposés (Figures 29). Dans le tissu lymphoide associé aux bronches (BALT)
et les ganglions lymphatiques, des particules intracellulaires a distribution multifocale ont été
détectées chez les animaux exposés. Des particules ont également été observées dans quelques
cellules ressemblant & des macrophages et cellules dendritiques (Figures 30). A J180, des
macrophages charges de particules ont été observés dans la lumiére des alvéoles pulmonaires
et des bronches ; ainsi qu’une épithélialisation alvéolaire ; chez tous les animaux exposés
(Figures 29). La plupart des macrophages chargés en particules était regroupé sous forme
d’agrégats, généralement situés a coté des canaux alvéolaires et des bronchioles terminales.
Une épithélialisation minimale a été observée au niveau de la paroi alvéolaire entourant ces
agrégats. Des particules intracellulaires modérément diffuses ont été détectées dans les
ganglions lymphatiques de tous les animaux exposés (Figure 30). De plus, des particules ont
été observées dans plusieurs cellules dispersées ressemblant a des macrophages et cellules
dendritiques. Aucun autre résultat pertinent n’a ét¢ mis en évidence dans les sections

pulmonaires colorées avec le trichrome de Masson pour la recherche de fibres de collagéne.
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Figure 29 : Coupes de tissus pulmonaires de rats témoins et exposés a I’aérosol

nanostructuré de TiO2, colorées a I'hématoxyline-éosine.
Poumons de rats témoins (A), et exposés (B) immédiatement, 3, 28 et 180 jours suivant la fin
de I’exposition. Les fleches noires indiquent la présence de macrophages chargés de

particules.
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Figure 30 : Coupes de tissus ganglionnaires lymphatiques de rats témoins et exposés a
I'aérosol nanostructuré de TiO2, colorées a I'hématoxyline-éosine.
Ganglions lymphatiques de rats témoins (A) et exposés (B) immédiatement, 3, 28 et 180 jours

suivant la fin de I’exposition. Les fléches noires indiquent la présence de particules
intracellulaires.
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4. Analyse transcriptomique

L'analyse des échantillons recueillis & JO a mis en évidence un total de 350 transcrits
différentiellement exprimés dans les poumons. Le nombre de génes dérégulés a diminué avec
le temps. En effet, a J3, J28, J90 et J180, respectivement, un total de 226, 209, 120 et 92
transcrits étaient exprimés de maniere différentielle (Tableau VIII): FC > | 1,5 |, f-values <

10.01].

Tableau V111 : Résultats de transcriptomique.

Nombre de genes différentiellement exprimés dans les poumons de rats exposés a 1’aérosol
nanostructuré de TiO2, immédiatement, 3, 28, 90 et 180 jours apres la fin de I’exposition.
*Fold Change >|1.5|, f-value <0.01.

T:xrgg:ifigit- Eﬁg?gﬁﬁ;gﬂgﬁf Nombre de transcrits | Nombre de transcrits | Nombre de transcrits
exprimées sur / sous-exprimeés* sur-exprimeés SOUS-eXprimeés
JO 372 350 267 83
J3 238 226 137 89
J28 227 209 124 85
J90 132 120 69 51
J180 102 92 57 35

A J0, 350 transcrits uniques représentés par 372 sondes, étaient différentiellement exprimés
dans les poumons de rats exposés.
A J3, 226 transcrits uniques représentés par 238 sondes, étaient différentiellement exprimés
dans les poumons de rats exposés.
A J28, 209 transcrits uniques représentés par 227 sondes, étaient différentiellement exprimés
dans les poumons de rats exposés.
A J90, 120 transcrits uniques représentés par 132 sondes, étaient différentiellement exprimés
dans les poumons de rats exposés.
A J180, 92 transcrits uniques représentés par 102 sondes, étaient différentiellement exprimés
dans les poumons de rats exposés.
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Les principaux processus biologiques (GO BP) dérégulés au niveau des poumons,
enrichis (Z score > 1,3 ou p < 0,05) et communs aux différents temps post-exposition, étaient
liéss a l'inflammation notamment «inflammatory response », « immune response »,
« neutrophil chemotaxis » (Figure 30). A JO, J3, J28, J90 et J180, respectivement, 33, 24, 11,
10 et 6 genes différentiellement exprimés étaient liés a la réponse inflammatoire (Figure 30,
Annexe 5), notamment Saa4 (sérum amyloide A4, une apolipoprotéine de la phase aigué de
I’inflammation), des chimiokines et cytokines (Cxcll, Ccl2, Ccl3, Ccl7, Sppl), certains
composants du complément (C3, C4bpa), le fibrinogéne (Fgg) ou la prothrombine (facteur II ;
F2). Les modifications de I'expression des genes ont été principalement observées jusqu'a J3
(réponse a court terme). De maniere intéressante, les génes codant des chimiokines
notamment Ccl2, Cxcl3, Cxcl2 et Tnf étaient d’abord surexprimés jusqu'a J28, puis sous-
exprimés a J90, pour finalement revenir a un niveau d’expression basal a J180, (réponse a
long terme). D'autres GO BP enrichis et communs, modifiés dans le poumon jusqu'a J180, tels
que « response to organic substance », « regulation of transcription from RNA polymerase Il

promotor », « polysaccharide metabolic process » ; sont présentés dans la Figure 31.
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Figure 31 : Processus biologiques (GO BP) enrichis et communs, modifiés dans les
poumons de rats exposés a 1I’aérosol nanostructuré de TiO,, jusqu’a 180 jours post-
exposition (déterminés a D’aide de la base de données DAVID version 6.7).
Z-score > 1,3 ou p <0,05.

Quatorze GO BP modifiés et significativement enrichis au niveau des poumons de rats

exposés, sont communs aux temps courts et longs. Ces principaux GO BP sont liés a
I'inflammation notamment « inflammatory response », « immune response », « neutrophil
chemotaxis ». D'autres GO BP notamment « response to organic substance », « regulation of
transcription from RNA polymerase Il promotor », « polysaccharide metabolic process » sont
également modifiés et significativement enrichis jusqu’a J180.

En parallele, 10 voies biologiques KEGG étaient significativement enrichies (p <0,05)
immédiatement apreés I'exposition (Annexe 6). Ce nombre diminuait ensuite au cours temps.
Comme les GO BP, les voies KEGG affectées suite a I'inhalation de I’aérosol nanostructurée

de TiO, a court terme, étaient principalement liees a des réponses immunitaires ou
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inflammatoires notamment « complement and coagulation cascades » et «chemokine

signaling pathway ».

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux GO BP enrichis, modifiés uniquement a
court ou long terme. Ces GO BP sont présentés dans la Figure 32. Par exemple, les GO BP
« protein maturation », « vasodilatation » et « DNA packaging » étaient spécifiquement
modifiés a court terme (Figure 32A). Le niveau d'expression de génes impliqués dans le GO
BP « blood circulation », un processus biologique lié a la vasodilatation, sont listés en Annexe
7. Ainsi, les genes suivant : Kininogen 1 (Kngl) et Kininogen 1-like 1 (Knglll) étaient
surexprimes jusqu'a J180 ; contrairement au gene Natriuretic peptide receptor 3 (Npr3) sous-
exprimé. D’autre part, les GO BP «protein stimulus », «response to cold » et «gland
morphogenesis » étaient spécifiquement modifiés a long terme (Figure 32B). 1l est intéressant
de noter que 3 processus biologiques sont modifiés et significativement enrichis a long terme
(J90) chez les rats exposés a 1’aérosol, bien que le TiO; soit considéré comme une particule
faiblement toxique. Toutefois, méme si un enrichissement statistique a été observé, il faut étre
prudent sur I’interprétation biologique de ces données principalement a long terme, en raison

du faible nombre de genes impliqués dans ces processus.
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Figure 32 : Processus biologiques (GO BP) enrichis, modifiés dans les poumons de rats
exposés a I’aérosol nanostructuré de TiO,, uniquement a court ou long terme
(déterminés a I’aide de l1a base de données DAVID version 6.7). Z-score > 1,3 ou p < 0,05.
A. Neuf GO BP sont spécifiquement modifiés et significativement enrichis a court terme
notamment « protein maturation », « vasodilatation » et « DNA packaging ».

B. Trois GO BP sont spécifiquement modifiés et significativement enrichis a long terme
(J90) : « protein stimulus », « response to cold » et « gland morphogenesis ».

D'autre part, le niveau d'expression des génes impliqués dans le GO BP « oxidation
reduction » était modifié jusqu'a J180. Parmi ces genes, Sod2 était surexprimé a JO, Dual

oxydase 1 (Duox1) jusqu'a J28 (Annexe 8). Les génes NADPH oxydase organizer 1 (NoxO1)
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et NADPH oxydase activator 1 (NoxAl), impliqués dans la formation d’ERO notamment

d’ions superoxydes, étaient surexprimés a JO et J3.

Enfin, quelques génes impliqués dans les GO BP « DNA repair » et « response to
DNA damage stimulus » ; étaient différentiellement exprimés dans les poumons de rats
exposés a JO: Kif22, Pttgl, Sod2, Bardl, Top2a et Rad51 surexprimés ; ainsi que Hspalb

sous-exprimé. Ces 7 génes sont ensuite revenus a un niveau d’expression basal a partir de J3.
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5. Analyse protéomique

5.1.Analyse MudPIT des surnageants de L BA

La technologie d’identification multidimensionnelle des protéines (MudPIT), basée
sur une analyse chromatographique, a été réalisée sur les surnageants de LBA
immeédiatement, 3 et 180 jours post-exposition. L'analyse statistique des données a révélé que
137, 78 et 51 ENSRNOP (Ensembl Protein identifiers) étaient différentiellement exprimés de
maniere significative (p <0,05) a JO, J3 et J180, respectivement. Immédiatement apres la fin
de I’exposition, 116 des 137 ENSRNOP ont été associés avec succes a 107 UniprotKB
identifiers (base de données Uniprot). Trois jours post-exposition, 58 ENSRNOP sur 78 ont
été associés avec succes a 50 UniprotKB identifiers. Cent quatre-vingts jours post-exposition,

45 des 51 ENSRNOP ont été associés avec succes a 45 UniprotKB identifiers.

L'analyse fonctionnelle biologique a été réalisée a I'aide de la base de données DAVID

version 6.7. Les principaux GO BP dérégulés dans les surnageant de LBA, enrichis
(Z score > 1,3 ou p < 0,05) et communs aux 3 temps post-exposition, étaient liés a
I’inflammation, la protéolyse, I’organisation du cytosquelette, ainsi que la réponse a divers
stimuli (Figure 33).
Une surexpression majoritaire des protéines impliquées dans la réponse inflammatoire a été
observée a court terme, notamment C4a, C4b, C4bpa, S100a8 (S100 Calcium Binding Protein
AB8), et Prdx2 (Peroxiredoxin 2). En revanche, une sous-expression majoritaire des protéines
associées a l'inflammation notamment Kngl, les facteurs de coagulation Il et XII (F2, F12),
C8b, et Serpina3n (Serpin family A member 3) a été mise en évidence a J180.

Concernant les proteines impliquées dans la protéolyse, un processus biologique

connu pour étre active au cours de I'inflammation, les cathepsines S et D (Ctss, Ctsd), certains
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membres du protéasome notamment Psma3, Psmad4; étaient surexprimés a court terme. En
revanche, d’autres protéines protéolytiques telles que C8b, F2, F12, Ctsbh, Ctsc, Napsa
(Napsin A aspartic peptidase) et Myh9 (Myosin heavy chain 9) étaient sous-exprimées a court
terme.

Un autre processus biologique commun, altéré suite a I’exposition a 1’aérosol
nanostructuré de TiO, était lié a I'organisation du cytosquelette. Ainsi, une surexpression de
diverses protéines telles que la vimentine (Vim); I’actine (Actn4, Actr3); Capl (CAP
Adenylate cyclase-associated protein 1); CorolA (Coronin 1A); Lcpl (Lymphocyte cytosolic
protein 1), la tubuline (Tuba3a, Tuba8, Tubb4); ainsi qu’une sous-expression de Gsn
(Gelsolin) et de Cfl2 (Cofilin 2), ont été observées a court terme. A J180, une sous-expression
des protéines Capzal (Capping actin protein of muscle Z-line alpha subunit 1), Gsn, Lcpl,

Myh9 et la superoxyde dismutase 1 (Sod1), a été mis en évidence.
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Figure 33 : Processus biologiques (GO BP) enrichis et communs, modifiés dans les
surnageants de LBA de rats exposés a I’aérosol nanostructuré de TiO,, immédiatement,
3 et 180 jours post-exposition (déterminés a ’aide de la base de données DAVID version
6.7). Z-score > 1,3 ou p < 0,05.

Douze GO BP modifieés et significativement enrichis dans les surnageants de LBA de rats

exposés, sont communs aux temps courts et longs. Ces principaux GO BP sont liés a
I'inflammation notamment « inflammatory response », « immune response », la protéolyse,
I’organisation du cytosquelette, ainsi que la réponse a divers stimuli.

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux GO BP enrichis, modifiés uniquement a
court ou long terme. Ces GO BP sont présentes dans la Figure 34. Par exemple, les GO BP
« proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process » (sur-expression de Psma3,
Psma4, Psma6, Psmb4), « cell cycle » (sur-expression de Psma3-6, Psmb4, Psmb5, Psmb10,
Ppplca-c, Tubb3), «glucose metabolic process » (sur-expression de Mdh2, Pgaml, Rpia,

Pygl) étaient spécifiquement modifiés a court terme (Figure 34A).

149



A long terme, 4 GO BP étaient spécifiqguement altérés suite a 1'exposition a 1’aérosol
nanostructuré de TiO; ; « response to drug » « regulation of blood coagulation » « response to
cytokine stimulus » « lipid transport » (Figure 34B). Il est intéressant de noter que 4 processus
biologiques sont modifiés et significativement enrichis a long terme (J180) chez les rats
exposés a ’aérosol, bien que le TiO; soit considéré comme une particule faiblement toxique.
Toutefois, méme si un enrichissement statistique a été observé, il faut étre prudent sur
I’interprétation biologique de ces données principalement a long terme, en raison du faible

nombre de protéines impliqués dans ces processus.
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Figure 34 : Processus biologiques (GO BP) enrichis, modifiés dans les surnageants de
LBA de rats exposés a I’aérosol nanostructuré de TiO,, uniquement a court ou long
terme (déterminés a D’aide de la base de données DAVID version 6.7).
Z-score > 1,3 ou p <0,05.

A. Sept GO BP sont spécifiguement modifiés et enrichis a court terme notamment
« proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process », «cell cycle » et «glucose
metabolic process ».

B. Quatre GO BP sont spécifiquement modifiés et enrichis a long terme (J180) : « response to
drug », «regulation of blood coagulation », «response to cytokine stimulus » et « lipid
transport ».

151



D’autre part, les protéines impliquées dans le GO BP « oxidation reduction » telles
que Prdx5, Lpo, Mpo, Xdh et Vatl, étaient principalement surexprimées chez les rats exposés
a court terme, tandis qu’a J180, d'autres protéines telles que Sodl, Akrlal et Pdia3 étaient
sous-exprimées.

De plus, une augmentation du niveau d’expression de diverses histones notamment
H1, H2A, H2B, H3 et H4, impliqués dans I'assemblage de la chromatine, a été observée a

court terme.

A J0, J3 et J180, respectivement 7, 3 et 3 voies biologiques KEGG étaient
significativement enrichies (p <0,05) (Tableau 1X). Comme les GO BP, les voies KEGG
affectées suite & l'inhalation de I’aérosol nanostructuré de TiO, & court terme, étaient
principalement liées a la protéolyse (« proteasome pathway »), lI'inflammation (« complement
and coagulation cascade pathway ») et l'organisation du cytosquelette (« regulation of actin
cytoskeleton »; « gap junction pathways » incluant des membres de la famille des tubulines o
et B). A J180, la voie KEGG « complement and coagulation cascade » était toujours enrichie,

mais les protéines impliquées dans cette voie étaient sous-exprimees chez les rats exposés.
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Tableau IX : Voies métaboliques KEGG significativement enrichies dans les
surnageants de LBA des rats exposés a I’aérosol nanostructuré de TiO,, immédiatement,
3 et 180 jours suivant la fin de I’exposition (p-value < 0,05).

A J0, J3 et J180, respectivement 7, 3 et 3 voies biologiques KEGG étaient significativement
enrichies (p <0,05). La voie biologiqgue KEGG « complement and coagulation cascades » est
enrichie aux 3 temps.

Voies métaboliques KEGG Nombre de| p-value Protéines
protéines | (<0.05)
Jour 0
Proteasome 8 3.345E-7 |PSMB10, PSMB5, PSMB4, PSMA6, PSMAS,
PSMA4, PSMA3, RGD1564425
Complement and coagulation 6 4.799E-4 |CFB, C4B, C3, SERPINAL, C4BPA, PLG
cascades
Glutathione metabolism 5 0.001 |GSS, LAP3, GPX1, GSTM2, GSTM4
Systemic lupus erythematosus 6 0.001 |ACTN4, HIST1H4B, C4B, C3, HIST2H2BE,
HIST3H2BA
Regulation of actin cytoskeleton 8 0.003 [PPP1CA, ACTN4, GSN, CFL2, ARPCA4,
ARPCS5, PPP1CC, PPP1CB
Oocyte meiosis 5 0.020 |PPP1CA, PPP2CA, PPP2CB, PPP1CC,
PPP1CB
Gap junction 4 0.041 |[TUBAS8, TUBA3A, TUBA4A, TUBB3
Jour 3
Proteasome 4 3.474E-4|PSMB4, PSMA6, PSMA4, PSMA3
Complement and coagulation 4 9.371E-4|CFB, C4B, C1S, C4BPA
cascades
Systemic lupus erythematosus 3 0.027 |HIST1H4B, C4B, C1S
Jour 180
Complement and coagulation 6 2.704E-6|KNG1, C8B, F12, C4B, F2, SERPINC1
cascades
Prion diseases 4 0.006 |C8B, HSPA1A, HSPA1B, SOD1
Antigen processing and presentation 4 0.035 |PDIA3, HSPA1A, CTSB, HSPA1B

D’autre part, afin de mieux comprendre les interactions entre les protéines
différentiellement exprimées et identifiées dans les surnageants de LBA des rats exposeés, les
réseaux proteine-protéine ont été visualisés a JO, J3 et J180 a I’aide de la base de données
STRING v10.5 (Figures 35, 36 et 37).

A JO, 5 réseaux principaux d’interaction protéine-protéine ont été identifiés, en lien
avec les voies métaboliques KEGG enrichies « proteasome » comprenant notamment les
protéines Psma3, Psma4, Psma5, Psma6, Psmb4, Psmb5, Psmbl0; «complement and

coagulation cascade » comprenant notamment les protéines C3, C4a, C4bpa, Plg, Serpinal ;
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« glutathione metabolism » comprenant notamment les protéines Gpx1, Gss, Gstm2, Gstm4,
Lap3 ; «regulation of actin cytoskeleton » comprenant notamment les protéines communes :
Actn4, Arpcd, Arpc5, Cfl2, Gsn, Ppplca, Ppplcc, Ppplch; «gap junction » comprenant
notamment les protéines communes : Tuba3a, Tubada, Tuba8, Tubb3 (Figure 35). Nous avons
également observé la présence d’un réseau d’interaction comprenant diverses histones (H1,
H2 et H3) comme mentionné ci-dessus. Un réseau central est constitué de protéines
impliquées dans la voie « Glucose metabolism » notamment Eno2, Pgaml, Pkm, Pyaql,
Txnrd2, ainsi que dans le processus biologique « oxidation-reduction » comme Gpx1, Mdh2,
Prdx2, Prdx5, Pygl, Txnrdl et Txnrd2. De maniére intéressante, ces 7 réseaux interagissent

directement les uns avec les autres, ou indirectement via d'autres protéines.
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Figure 35 : Réseau STRING d'interactions protéine-protéine observées suite a I’analyse
des protéines différentiellement exprimées dans les surnageants de LBA des rats exposés
a I’aérosol nanostructuré de TiO, immédiatement, 3 et 180 jours post-exposition.

La liste comprenant 1’ensemble des protéines différentiellement exprimées (p < 0,05) dans les
surnageants de LBA des rats exposés a 1’aérosol nanostructurée de TiO, obtenues a JO, a été
téléchargée dans la base de données STRING v10.5. Les voies métaboliques KEGG
significativement enrichies a JO (obtenues a 1’aide de la base de données DAVID) sont
représentees en gras dans les encadres. Légende : Les nceuds représentent les protéines, les
arétes correspondent aux interactions protéine-protéine. La couleur des arétes indique le type
d'interaction (connues en bleu-clair et fuchsia ou prédites en vert, rouge et bleu foncé).
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A J3, 2 réseaux principaux d’interaction protéine-protéine ont été identifiés, en lien
avec les voies métaboliques KEGG enrichies « proteasome » comprenant notamment les
protéines Psma3, Psma4, Psma6, Psma8, Psmb4, et «complement and coagulation
cascade » comprenant les protéines C1s, C4a, C4bpa (Figure 36). Ces 2 réseaux d’interactions

protéiques sont indépendants, sans interaction directe ni indirecte.
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Figure 36 : Réseau STRING d'interactions protéine-protéine observées suite a I’analyse
des protéines différentiellement exprimées dans les surnageants de LBA des rats exposés
a ’aérosol nanostructuré de TiO», 3 jours suivant la fin de I’exposition.

La liste comprenant 1’ensemble des protéines différentiellement exprimees (p < 0,05) dans les
surnageants de LBA des rats exposés a 1’aérosol nanostructurée de TiO, obtenues a J3, a été
téléchargée dans la base de données STRING v10.5. Les voies métaboliques KEGG
significativement enrichies a J3 (obtenues a 1’aide de la base de données DAVID) sont
représentees en gras dans les encadrés). Légende : Les nceuds représentent les protéines, les
arétes correspondent aux interactions protéine-protéine. La couleur des arétes indique le type
d'interaction (connues en bleu-clair et fuchsia ou prédites en vert, rouge et bleu foncé).
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A J180, des interactions protéine-protéine sont toujours présentes méme si elles sont
moins nombreuses. Un réseau majeur d’interaction protéine-protéine a été observeé, en lien a
la voie metabolique KEGG enrichie « complement and coagulation cascade » comprenant

notamment les protéines F2, F12, Kngl, Serpincl (Figure 37).
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Figure 37 : Réseau STRING d'interactions protéine-protéine observées suite a I’analyse
des protéines différentiellement exprimées dans les surnageants de LBA des rats exposés
a ’aérosol nanostructuré de TiO,, 180 jours suivant la fin de I’exposition.

La liste comprenant I’ensemble des protéines différentiellement exprimées (p < 0,05) dans les
surnageants de LBA des rats exposés a 1’aérosol nanostructurée de TiO, obtenues & J180, a
été téléchargee dans la base de données STRING v10.5. Les voies métaboliques KEGG
significativement enrichies a J180 (obtenues a 1’aide de la base de données DAVID) sont
représentées dans les encadrés. Légende : Les nceuds représentent les protéines, les arétes
correspondent aux interactions protéine-protéine. La couleur des arétes indique le type
d'interaction (connues en bleu-clair et fuchsia ou prédites en vert, rouge et bleu foncé).
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Les données statistiques principales sur le réseau d’interactions notamment le nombre
de nceuds et d'arétes sont présentées dans le tableau X. A JO, J3 et J180, de faibles p-value ont
été observeées indiquant que les réseaux sont significativement enrichis, donc que les protéines

interagissent entre elles de maniére significative et non aléatoire.

Tableau X : Données statistiques principales calculées a partir des réseaux
d'interactions protéine-protéine observées dans les surnageants de LBA des calculées a
JO, J3 et J180 (String db v10.5).

Les nceuds représentent les protéines, les arétes correspondent aux interactions existant entre

ces protéines. Le degré moyen des nceuds correspond au nombre d'interactions qu'une
protéine possede en moyenne au sein du réseau, ainsi les réseaux fortement connectés ont des
valeurs élevées. La p-value renseigne sur I’enrichissement du réseau d’interaction. Plus la
p-value est faible et plus le réseau est enrichi, ce qui indique que les interactions protéine-
protéine sont significatives et ne sont pas dues au hasard.

Nombre de nceuds 101 43 40
Nombre d’arétes 204 26 19
Degré moyen des noeuds 4.04 1.21 0.95
PPI enrichment p-value <1.0e-16 | 1.17e-12 1.57e-05

5.2.Niveaux d’expression de cytokines dans le lavage broncho-alvéolaire

L'expérience Proteome profiler® a indiqué que 9 des 29 cytokines analysées étaient
différentiellement exprimées, de maniére significative, dans les surnageants de LBA des rats
exposés a JO (p <0,05). Parmi ces 9 cytokines, 8 étaient surexprimées dont Cinc-1 (Cxcll),
Cinc-2a / B (Cxcl3), Fractalkine (Cx3cll), Lix (Cxcl5) ; tandis qu’une seule était sous-
exprimée ; Thymus chemokine 1 (Cxcl7) ; chez les rats exposes (Figure 38A).

A 13, 9 cytokines étaient significativement surexprimées. Parmi ces protéines, 6

étaient déeja surexprimées a JO : Cinc-1 (Cxcll), Cinc-2a / B (Cxcl3), Lix (Cxcl5), L-Selectine,
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Timp-1 et Vegf. Thymus chemokine 1 (Cxcl7), sous-exprimee a JO, était ensuite surexprimée
a J3 (Figure 38B).

A J180, 4 protéines étaient significativement sous-exprimées (p <0,05): Cinc-2a / B
(Cxcl3), Fractalkine (Cx3cll), Lix (Cxcl5) et Vegf, alors que comme mentionné ci-dessus,

elles étaient surexprimées a court terme (Figure 38C).
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Figure 38 : Cytokines différentiellement exprimées, de maniére significative, dans les
surnageants de LBA des rats exposés a I'aérosol nanostructuré de TiO,, immédiatement
(A), 3 jours (B) et 180 jours (C) post-exposition (pool de 5 animaux par groupe témoin et
exposé pour chacun des 3 temps d’analyse).

Le niveau d’expression de 29 cytokines a été¢ analysé chez les rats témoins et exposés a
I’aérosol nanostructuré de TiO,, immédiatement, 3 et 180 jours post-exposition. Seules les
protéines différentiellement exprimées (p < 0,05) sont représentées sur les graphiques.

160



Chapitre 5 : Discussion
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1. Discussion methodologique

Cette étude in vivo apporte de nouvelles informations sur les effets pulmonaires a long
terme jusqu'a 6 mois post-exposition, résultant de I’inhalation d’un aérosol nanostructuré
de NP de TiO, Pour cela, une approche multi-omique combinant transcriptomique et

protéomique, associée a une approche de toxicologie conventionnelle ont été utilisées.

1.1.Modele in vivo utilisé

Le rat représente un modele de choix pour étudier la toxicologie des nanomatériaux. En
effet, la majorité des travaux dans ce domaine, utilisent cette espéce (Bermudez et al., 2002,
Bermudez et al., 2004, Ferin et al., 1992, Geiser et al., 2005, IARC, 2010, Lee et al., 1985,
Oberdorster et al., 1994).

Dans notre étude, nous avons utilisé des rats F344 males agés de 13 semaines au début
de I’expérimentation. En effet, la ligne directrice OCDE n°412 « permettant de caractériser
pleinement la toxicité par inhalation du produit chimique testé suite a une exposition subaigué
(28 jours), et de fournir des données fiables pour I’estimation quantitative des risques liés a
I’inhalation » ; préconise I’utilisation «de jeunes rongeurs adultes, en bonne santé, de
souches communément utilisées en laboratoire. Le rat étant I’espéce la plus utilisée, I’emploi
d’autres espéces devra étre justifié » (OECD, 2017).

De plus, la détermination des VLEP du TiO; chez ’homme par le NIOSH est basee sur
les données obtenues chez le rat. Actuellement, la pertinence du rat en tant que modele pour
I'évaluation chez I'homme, des dangers et des risques d'une exposition répétée aux particules
faiblement solubles et faiblement toxiques; est encore remise en question par un certain

nombre d'évaluations critiques notamment le développement de tumeurs pulmonaires suite a
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la présence d’une surcharge pulmonaire (Morrow, 1988). Toutefois, le NIOSH a conclu, suite
a I’évaluation des études expérimentales par inhalation et épidémiologiques disponibles, que
les meilleures données a I’appui d’une évaluation quantitative des risques pour le TiO;
proviennent d’études chroniques et subchroniques par inhalation chez le rat. Ces études ont
fourni des données sur I’inflammation et le pouvoir cancérogeéne en fonction des expositions,
utilisables comme base pour 1’évaluation quantitative des risques (Binet et al., 2017, NIOSH,
2011).

D’autre part, les données de la littérature sont majoritairement obtenues a partir de rats
males (Cullen et al., 2000, Geiser et al., 2005, Ma-Hock et al., 2009, Oberdorster et al., 1994,
Tran et al., 2000, Warheit et al., 1997, Warheit et al., 1996a). Quelques études se sont
également intéressées aux rats femelles, sans montrer de grandes différences par rapport aux
résultats obtenus avec les rats males (Bermudez et al., 2002, Bermudez et al., 2004, Borm et
al., 2000, Heinrich et al., 1995, Pott and Roller, 2005, Warheit et al., 2015).

Enfin, les rats males étaient agés de 13 semaines au début de 1I’expérimentation. Nous
avons choisi des rats jeunes puisque notre étude porte sur les conséquences a court et long
terme (jusqu’a 6 mois post-exposition) d’une exposition par inhalation a un aérosol

nanostructuré de TiO,.

1.2.Exposition oro-nasale

Dans cette étude, les animaux ont €té exposés par inhalation car il s’agit de la voie
majeure d’exposition professionnelle. Nous avons choisi 1’exposition oro-nasale en raison de
ses nombreux avantages. Elle permet notamment de s’affranchir d’éventuelles contaminations
par voies orale ou dermique, et respecte les voies naturelles et physiologiques de pénétration

des aérosols.
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Cependant, afin de réduire 1’éventuel stress li¢é a la contention ; pouvant modifier
certains parametres respiratoires et biologiques, comme mentionné précédemment, une
période d’acclimatation des rats aux tubes de contention a été nécessaire avant de les exposer
a 1’aérosol nanostructuré. De maniére a ne créer aucun biais expérimental, les animaux

témoins ont été manipulés et maintenus dans des tubes de contention de la méme maniere que

les animaux exposés au nanoaérosol, mais ont été uniquement exposés a de 1’air filtré.

1.3.Particules et dose utilisées

Le TiO; est un des nanomateériaux les plus utilisés actuellement en France. Il est retrouvé
dans de nombreux domaines notamment en cosmétique, dans 1’industrie agro-alimentaire,
dans le secteur pharmaceutique, ainsi que dans le BTP et est largement utilisé comme
photocatalyseur, comme agent stérilisant et comme agent bloquant les ultraviolets.

Dans notre étude, les rats ont été exposés a un aérosol nanostructuré de particules de
TiO, obtenu a partir d’une poudre d’Aeroxide® TiO, P25 provenant de la société Evonik.
Actuellement, le TiO, P25 Evonik est une des nanoparticules les plus étudiées in vitro et in
vivo (OECD, 2015). Ce composeé est également un matériau de référence standard du NIST et
représente donc un candidat potentiel en tant que nanoparticule toxicologique de référence. Le
TiO, P25 est une poudre nanocristalline séche, composée d’une combinaison unique de
structure cristalline anatase (80 %) et rutile (20 %) ; possédant un diameétre moyen de
particule primaire d’environ 21 nm.

L’aérosol a été généré a 1’aide d’une brosse tournante, a une concentration cible de
10 mg/m®. Comme décrit dans la partie résultats, en tenant compte des différences inter-
especes en termes de parametres respiratoires et de dose pulmonaire deposee, cette

concentration et le temps d'exposition correspondent a une exposition professionnelle
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moyenne pondérée d’un travailleur pendant 8 h, & la concentration de 0,3 mg/m?, valeur limite
d'exposition recommandée par le NIOSH pour le TiO, ultrafin (NIOSH, 2011), tout au long
de sa carriere (Annexe 3).

A la fin de la période d’inhalation, la concentration en titane dans les tissus pulmonaires
était d’environ 2 mg/poumon chez les rats exposés. La demi-vie d’élimination pulmonaire du
titane chez les rats étaient d’environ 90 jours (Gate et al., 2017). Ainsi, nous avons observé
une légere augmentation de la biopersistance pulmonaire par rapport a la demi-vie
d’¢élimination des particules faiblement solubles, médiée par les macrophages alvéolaires
d'environ 60-70 jours (ECETOC, 2013, Oberdorster, 1995). La surface spécifique (BET)
mesurée étant de 51 m%g, elle correspond & une surface de particules déposée dans les
poumons de rats d’environ 1000 cm?. Au niveau du poumon, aprés inhalation, les particules
se déposent préférentiellement dans la région alvéolaire proximale (PAR). La surface de cette
région est estimée & 300 cm? et ne représente qu’une partie de la surface totale du poumon
(environ 4100 cm?) (Donaldson et al., 2008). Dans notre étude, la surface de particules par
unité de surface de PAR est d’environ 5 cm?/cm? alors que la dose seuil pour I’apparition de
I’inflammation est estimée a environ 1 cm?cm? (Donaldson et al., 2008). Ainsi la présence
d’une forte inflammation pulmonaire a la fin de 1’exposition qui décline avec le temps, est en
accord avec ces données.

Enfin, la présence de macrophages chargés de NP de TiO; dans I’épithélium pulmonaire
et les ganglions lymphatiques associés aux poumons, suggere une conservation des
mécanismes d’élimination des particules, par I’escalator mucociliaire ou par translocation de
la région alveolaire vers les ganglions lymphatiques, et est en défaveur d’une paralysie

macrophagique par surcharge.
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1.4.Analyses transcriptomigque et protéomique

L’analyse transcriptomique a été réalisée sur la totalité du lobe accessoire pulmonaire,
cela a permis d’analyser 1’expression des geénes de I’ensemble des types cellulaires constituant
le poumon (comprenant les pneumocytes |, IlI, macrophages, cellules endothéliales,
neutrophiles...), sans cibler une population spécifique. Une telle approche permet d’observer
la réponse pulmonaire globale induite par ’exposition au TiO,, mais aussi les différentes

interactions cellulaires se produisant tout au long de cette réponse.

Le traitement bioinformatique des données de transcriptomique et protéomique a été
effectué en utilisant la base de données DAVID. Actuellement, de nombreuses bases de
données de transcriptomique sont disponibles, notamment IPA® (Poulsen et al., 2013, Poulsen
et al., 2015a), GSEA. La base de données DAVID a été utilisée dans de nombreuses études
(Halappanavar et al., 2011, Halappanavar et al., 2015, Poulsen et al., 2015a, Rahman et al.,
2017) et permet d’identifier de maniére fiable les voies de transduction du signal et les

processus biologiques modifiés par les nanoparticules (Huang et al., 2009).
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2. Discussion des résultats

2.1.Réponse a court terme

2.1.1. Approche conventionnelle

Dans la région alvéolaire pulmonaire des rats exposés au TiO,, nous avons observé
une forte réponse inflammatoire a court terme, caractérisée par une augmentation dans le
LBA du nombre de cellules totales, de neutrophiles, du contenu en protéines totales, et de
I’activité LDH. A condition que la quantité de nanoparticules déposées dans les poumons est
suffisante, les études s’intéressant a la réponse pulmonaire suite a 1’inhalation/instillation de
particules nanostructurées chez le rat ou la souris (Bermudez et al., 2002, Bermudez et al.,
2004), ont toutes souligné la présence d’une inflammation pulmonaire caractérisée par une
augmentation de ces mémes parametres dans le LBA (Bermudez et al., 2004, Halappanavar et

al., 2011, Ma-Hock et al., 2009, Rahman et al., 2017, Warheit et al., 2007b).

La réponse inflammatoire aigué est une réponse physiologique normale a I’exposition
a des nanomatériaux, visant a mettre en place 1’environnement cellulaire nécessaire a leur
¢limination, ainsi qu’a la protection du tissu pulmonaire

Les particules, au méme titre que des bactéries, sont reconnues comme des corps
étrangers qui vont interagir avec les cellules pulmonaires, macrophages ou cellules
épithéliales. Ces cellules vont alors libérer des chimiokines et cytokines pro-inflammatoires
qui vont attirer des cellules inflammatoires principalement les granulocytes neutrophiles, sur
le lieu de dép6t des particules (Figure 4) (Williams and Chambers, 2014). En 2016, Chen et
coll. ont montré chez la souris que I’initiation de I’inflammation pulmonaire suite a une
exposition de souris a des NP de carbone, n’impliquait pas les macrophages alvéolaires

contrairement a ce qui est généralement admis, mais plutdt les cellules épithéliales (Chen et
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al., 2016). Bien que ces données obtenues chez la souris avec un seul type de nanomatériaux,
nécessitent d’étre confirmées avec d’autres nanoparticules ainsi que d’autres modéles
animaux ; elles démontrent la complexité des acteurs cellulaires impliqués dans 1’apparition
de la réponse inflammatoire. Comme évoqué précédemment, I’intensité de la réponse
inflammatoire dépend de la quantité de particules déposées dans le poumon, et semble trés
bien corrélée pour les particules faiblement solubles et faiblement toxiques, a la surface de
particules déposée.

Dans notre étude, cette réponse inflammatoire a été corrélée a la présence de
macrophages chargés de particules observés en histologie dans les poumons et ganglions

lymphatiques a court et long terme.

2.1.2. Profil d’expression de génes et de protéines

2.1.2.1. Inflammation aiqué

L’analyse transcriptomique a mis en évidence une surexpression de nombreux genes
impliqués dans I’inflammation a court terme (JO et J3). 1l s’agit notamment de genes codant
diverses chimiokines : Cxcl1, Cxcl5, Ccl2, Ccl7, des composants du systeme du complément
(C3, C4bpa), des facteurs de coagulation (F2) ; ainsi que d’autres protéines clés de la phase
aigué telles que Calgranulin A (S100a8) codant une protéine impliquée dans le psoriasis
(Rihn et al., 2001), Serum amyloid A4 (Saa4), Mannose-binding protein (Mbl1), Fibrinogen
gamma chain (Fgg), Secreted phosphoprotein 1 (Sppl). Ces observations sont conformes a
celles réalisées par Halappanavar et Rahman, qui ont analyse la réponse pulmonaire suite a
I’inhalation/instillation de NP de TiO; chez la souris (Halappanavar et al., 2011, Rahman et
al., 2017). D’autres génes impliqués dans la réponse inflammatoire aigué tels que Lcn2 un

biomarqueur de I’inflammation ; Orm1, codant 1’orosomucoide, une des principales protéines
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de la phase aigué, et Retnla impliqué dans I’inflammation pulmonaire médiée par les
lymphocytes Th2 ; sont parmis les génes les plus dérégulés a JO (Fan et al., 2015, Fournier et
al., 2000, Moschen et al., 2017, Zhang et al., 2009). Seul un petit nombre de genes
comprenant Tacl impliqué dans la vasodilatation ainsi que les maladies inflammatoires, et
Ccl11 qui code une chimiokine spécifique des polynucléaires éosinophiles, sont dérégulés a
court terme (Conroy and Williams, 2001, Page, 2004, Pennefather et al., 2004). Ccl1l
Iégerement sous-exprimé 3 jours post-exposition, code une protéine chimiotactique pour les
polynucléaires éosinophiles mais pas pour les polynucléaires neutrophiles ni les
mononucléaires, monocytes et lymphocytes. Or dans notre étude, 1’inflammation se traduit
surtout par un afflux considérable de polynucléaires neutrophiles a court terme. De plus, la
production de Ccll1 est stimulée par IL4 et IL13 dont I’expression génique est inchangée au
cours du temps dans notre étude.

D’autre part, la sous-expression a court terme de certains génes impliqués dans
I’inflammation et dans le processus d’oxydation-réduction notamment Tacl, Cyp4bl, Cyp2f4,
Nos3, peut traduire la mise en place d’un mécanisme de régulation moléculaire de cette
réponse inflammatoire, immédiatement aprés la fin de 1’exposition des animaux, sans que cela
ne possede un retentissement cellulaire. Cette régulation interviendrait pour permettre la

résolution de I’inflammation a plus long terme.

L’analyse protéomique du LBA a également montré une surexpression de protéines
impliquées dans I’inflammation et la réponse immunitaire a court terme, notamment les
protéines S100a8, Ctss, Mpo, Cd177, Bpifbl, ainsi que des membres du systéme du
complément : C4a, C4b, Cfb and C4bpa. En addition, une analyse plus spécifique de protéines
de Dinflammation (Proteome Profiler®) a confirmé la surexpression de protéines

inflammatoires notamment de nombreuses chimiokines telles que Cxcll, Cxcl3, Cxcl5, a
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court terme (JO et J3). De plus, cette expérience a mis en évidence des dérégulations a court
terme, de protéines appartenant au protéasome (Psma3, Psma4, Psma6, Psmb4), impliquées
dans le métabolime du glucose (Pgaml, Pygl, Rpia, Eno2), dans 1’assemblage de la
chromatine (surexpression de divers histones a JO et J3) ; dans I’organisation du cytosquelette
(vimentine, actine, tubuline et cofiline) et dans le stress oxydant (Lpo, Mpo, Prdx5, Mdh).
Différents auteurs s’intéressant aux NP de TiO; in vivo et in vitro ont également soulignés la
dérégulation de protéines impliquées dans ces différents processus biologiques (Armand et al.,
2016a, Cha et al., 2007, Gao et al., 2011b, Ge et al., 2011, Vuong et al., 2016).

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’analyse des voies métaboliques KEGG
significativement enrichies (p < 0.05) suite a I’exposition a un aérosol nanostructuré de TiO,
et des interactions protéines-protéines. A JO, 7 voies métaboliques enrichies et 5 principaux
réseaux d’interactions en lien avec le protéasome, les cascades du complément et de la
coagulation, le métabolisme du glutathion, la régulation du cytosquelette d’actine et les
jonctions serrées, ont été identifiés. Ces différentes voies métaboliques sont en rapport avec la
présence d’une inflammation. En effet, le systéme ubiquitine/protéasome, qui joue un role
majeur dans la protéolyse intracellulaire, est impliqué dans la modulation de la réponse
inflammatoire (Wang and Maldonado, 2006). D’autre part, I’inflammation et le stress oxydant
sont 2 processus physiopathologiques interdépendants et étroitement liés (Figure 39) (Biswas,
2016). Or, le métabolisme du glutathion participe aux systemes de défense antioxydants mis
en place en réponse a un stress oxydant (Khansari et al., 2009). Enfin, le stress oxydant peut

perturber la structure de I’actine ainsi que la formation des microtubules (Rogers et al., 1992).
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Figure 39: Vue d'ensemble de I'interdépendance entre inflammation et stress oxydant.
Lorsque I’inflammation est le 1% processus physiopathologique a se mettre en place, elle peut
induire secondairement un stress oxydant, ce dernier amplifiant d’avantage I’inflammation.
Inversement, lorsque le stress oxydant apparait en 1%, I’inflammation se développe
secondairement, amplifiant le stress oxydant. D’apres (Biswas, 2016).

Il est important de noter que de nombreuses voies métaboliques enrichies et interactions
protéines-protéines ont été identifiees a JO, en corrélation avec 1’importante réponse
inflammatoire pulmonaire, caractérisée par I’afflux de granulocytes neutrophiles.

Malgré la présence de nombreuses cellules inflammatoires dans le LBA 3 jours apres
la fin de DI’exposition, seules 3 voies métaboliques enrichies et 2 principaux réseaux
d’interaction en rapport avec 1’inflammation : protéasome, cascades du complément et de la
coagulation, ont été mis en évidence.

Ces résultats peuvent s'expliquer par la mise en place, quelgues jours suivant la fin de
I’exposition des animaux, de boucles de rétroaction (rétrocontrdles) négatives sur
I’inflammation dont le but est la résolution de ce processus, sans que cela ne se traduise déja
sur les cellules inflammatoires. Ces mécanismes de régulation détectés dans les protéines et
dans une moindre mesure dans les transcrits, ne sont pas analysables par les méthodes

cytologiques et histopathologiques, mais constituent des marqueurs précoces d’une résolution
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de la réponse inflammatoire. Ceci est d’autant plus intéressant que la réponse inflammatoire
persistante induit des effets physiopathologiques a long terme tel que le cancer ou la fibrose

pulmonaire.

2.1.2.1.1. Role central des neutrophiles dans ’inflammation

21.2.11.1. Neutrophiles et inflammation aigué

Les neutrophiles sont des cellules impliquées dans I’inflammation, possédant un role
primordial de phagocytose dirigée vers les cellules étrangéres ou infectées. Les neutrophiles
sont les premiéres cellules immunitaires innées qui vont étre recrutées et activées au site de
I'infection ou de I'inflammation ; en réponse a la libération par les macrophages alvéolaires
activés ainsi que les cellules épithéliales et endothéliales pulmonaires, de cytokines pro-
inflammatoires telles que IlI-1B, Tnf dont le gene est surexprimé en transcriptomique a court
terme et 11-6, ainsi que des chimiokines, notamment 11-8 (Cxcl8) and Ccl2 (Mcp-1) dont le
géne est surexprimé de maniere importante a court terme. Elles sont alors responsable du
confinement et de I’élimination des particules étrangéres ou infectieuses. Ensuite, elles vont a
leur tour libérer diverses chimiokines, recrutant ainsi d’autres cellules immunitaires innées et
amplifiant la réponse inflammatoire (Kumar and Sharma, 2010, Williams and Chambers,
2014).

Dans notre étude, Tnf et Ccl2 codant des protéines impliquées dans le recrutement des
neutrophiles et des monocytes ; sont surexprimés de maniere importante a JO et J3. La
cytokine Tnfa est principalement sécrétée par les macrophages, cellules dont le nombre
augmente significativement dans le LBA 3 et 28 jours post-exposition.

Ccl2 aussi appelée « Monocyte chemoattractant protein 1 » (Mcp-1) est secrétée par les

macrophages alveolaires, les cellules épithéliales, endotheliales, les lymphocytes T. Cette
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protéine est une des chimiokines clés qui régulent la migration et l'infiltration des monocytes
et macrophages (Deshmane et al., 2009).

Nous avons également observé que la réponse inflammatoire se caractérisait
principalement par un important afflux de granulocytes neutrophiles jusqu’a 3 jours post-
exposition. Cet afflux diminuait ensuite mais restait significatif jusqu’a 6 mois post-
exposition. Concernant les macrophages, une augmentation significative a été observée
uniquement a 3 et 28 jours post-exposition. Ainsi, il semblerait que les neutrophiles jouent un
role central dans la réponse inflammatoire, suivant la fin de I’exposition des rats a 1’aérosol
nanostructuré de TiOs,.

De plus, nous avons évoqué la possible formation de NET a court terme en réponse a

I’exposition au TiO,, suite a la présence de diverses histones dans le LBA.

2.1.2.1.1.2. Libération d’histones extracellulaires

L’analyse protéomique du LBA a I’aide de la technique MudPIT, a mis en évidence de
manicre intéressante, une augmentation du niveau de différents isoformes d’histones a court
terme : Histones H1.4, H2A, H2B and H4.

Les histones sont des protéines intracellulaires impliquées dans 1’assemblage du
nucléosome, I'unité de base d’organisation de la chromatine. Cependant, ces protéines
peuvent étre libérées dans 1’espace extracellulaire par les neutrophiles participant a la
formation de « piéges extracellulaires des neutrophiles » ou NET (Daigo et al., 2016, Hirsch,
1958), ou lors de Iésions et mort cellulaires médiées par les neutrophiles (Urban et al., 2009,
Ward and Grailer, 2014). En effet, les neutrophiles sont recrutés au site de la Iésion afin de
reconnaitre, phagocyter et éliminer les pathogénes via des mécanismes variés, tels que la
production d’ERO, la libération de peptides antimicrobiens, ainsi que 1’expulsion de leurs

contenus nucléaires responsable de la formation de NET (Mayadas et al., 2014). La formation
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de NET ou NETose, est considérée comme étant la principale source d’histones

extracellulaires (Daigo et al., 2016).

Ces piéges se composent de fibres de chromatine décondensées, recouvertes de
protéines antimicrobiennes granulaires, nucléaires et issues du cytoplasme telles que la
neutrophile élastase, la myeloperoxidase (Mpo), et le lysozyme qui sont des protéines
abondantes dans le cytoplasme des neutrophiles (Figure 40) (Cabon et al., 2013, Porto and
Stein, 2016).

Une analyse protéomique réalisée en 2009, a permis d’identifier 24 protéines associées
aux NET dans des neutrophiles de sang périphérique humain stimulés par du PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate), parmi celles-ci nous pouvons retrouver de nombreuses histones
(Urban et al., 2009). Dans notre étude, seulement 7 protéines parmi les 24 identifiées par
Urban et al. ; étaient dérégulées dans le LBA des rats exposeés: histones H2A, H2B, H4, Mpo,
Lyz, S100a8 et Acnt4 (Daigo et al., 2016, Hirsch, 1958, Urban et al., 2009, Ward and Grailer,
2014). Ceci pourrait s’expliquer par la sensibilité de notre méthode et la maniére dont les
échantillons ont été préparés. En effet, la faible abondance ainsi que la petite taille de
certaines protéines recherchées notamment les cytokines et chimiokines, nécessite notamment
des techniques d’enrichissement pour permettre leur détection. En 2010, Bartneck et al., ont
décrit in vitro la formation de pieges extracellulaires issus de cellules immunitaires primaires
humaines, neutrophiles principalement, et dans une moindre mesure, monocytes et
macrophages, exposées a des NP d’or (Bartneck et al., 2010). Les auteurs ont émis
I’hypothése que ces piéges pouvaient €tre un nouveau mécanisme d’élimination des
nanoparticules par le systtme immunitaire humain. Une autre étude a rapporté une
perturbation de la NETose et des mécanismes de régulation du stress oxydant suite a

I’exposition a des NPs de TiO, (Jovanovic et al., 2011), a la fois in vivo chez une espéce de
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poisson (Pimpehales promelas) et in vitro en utilisant des cellules rénales de ces poissons
adultes. Récemment, Liz et al. ont suggéré que des NP d’argent de 15 nm de diamétre
induisaient la libération de NET par des neutrophiles isolés a partir de sang veineux de

volontaires sains (Liz et al., 2015).

La formation de NET participe aux fonctions de défense de 1’hote par les granulocytes
neutrophiles. Cependant, une libération excessive de NET peut provoquer des lésions
tissulaires par la stimulation de réactions immunitaires indésirables ; elle est associée a des
maladies pulmonaires variées, notamment la pneumopathie aigué, 1’asthme, la mucoviscidose,
la BPCO (Porto and Stein, 2016). Dans notre étude, la présence éventuelle de NET est
associée a une forte réponse inflammatoire a court terme ; toutefois, elle ne semble pas
induire de modifications histopathologiques majeures. En effet, nous n’avons pas observé de
Iésions tissulaires majeures, ni de fibrose des voies aériennes. De plus, la disparition de ces
marqueurs de NETose a long terme, suggére que ce mécanisme coincide avec la réponse

inflammatoire.

Des expériences complémentaires sont nécessaires pour identifier 1’origine des
histones extracellulaires retrouvées dans le LBA a court terme, et confirmer la présence de
structures NET (Bartneck et al., 2010, Liz et al., 2015, Mayadas et al., 2014, Urban et al.,
2009). En effet, les NET sont définis par la co-localisation de la chromatine avec des
protéines granulaires, notamment la myéloperoxydase, visualisée par immunomarquage dans
un réseau présent a I’extérieur de la cellule (Mayadas et al., 2014, Papayannopoulos et al.,
2010). Cependant notre design expérimental et I’absence d’échantillons dédiés a I’étude de la

NETose ne nous a pas permis de réaliser de tels essais
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Toutefois, ces différentes observations pourraient suggérer une induction de la
formation de NET suite & une exposition par voie oro-nasale & un aérosol nanostructuré de
TiO,; mécanisme qui n’a jamais été décrit auparavant a notre connaissance. A 1’avenir, il
semblerait intéressant d’étudier plus précisément la relation entre la formation de NET et la
présence de NP, et surtout les conséquences physiopathologiques en cas de persistance de ce
phénoméne. En tout état de cause, le neutrophile semble se comporter dans I’espace
alvéolaire, comme le suggére notre étude, de la méme maniére envers les nanoparticules

qu’envers les bactéries : cela participe de son déterminisme cellulaire.
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Figure 40: NETose.

Les pieges extracelluaires NET sont constitués de fibres de chromatine décondensées,
recouvertes de protéines antimicrobiennes granulaires, nucléaires et issues du cytoplasme de
neutrophiles, telles que la neutrophile élastase, la myeloperoxidase (Mpo), le lysozyme, la
pentraxine (Ptx3). La formation de NET ou NETose, est considérée comme étant la principale
source d’histones extracellulaires. Elle participe aux fonctions de défense de I’hdte par les
granulocytes neutrophiles, en réponse a des agents pathogenes. Cependant, une libération
excessive de NET peut provoquer des lésions tissulaires, la stimulation de réactions
immunitaires indésirables, et est associée avec des maladies pulmonaires variées. Adapté de
(Daigo et al., 2016, Grailer and Ward, 2014).
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2.1.2.1.2. Role des macrophages dans la réponse

inflammatoire

Au cours de I’inflammation, les macrophages provenant de la différenciation de
monocytes, sont impliqués dans la phagocytose de débris cellulaires et agents pathogenes,
mais ¢également dans la présentation de [’antigéne au systéme immunitaire, et dans
I’immunomodulation médiée par la production de diverses cytokines et facteurs de croissance.
Ainsi, ces cellules immunitaires innées sont essentielles a 1’initiation, au maintien ainsi qu’a la
résolution de I’inflammation (Fujiwara and Kobayashi, 2005).

En dehors d’un contexte inflammatoire, des macrophages résidents sont présents a divers
endroits stratégiques, notamment les poumons, le foie, les tissus nerveux, les os, la rate et les
tissus conjonctifs. Ils possédent ainsi un réle de sentinelle, préts a phagocyter et éliminer
toutes particules étrangeres et agents pathogénes se présentant, et recrutant si besoin d’autres
cellules immunitaires tel que les granulocytes neutrophiles et les monocytes circulant qui se
différencieront en macrophages tissulaires (Williams and Chambers, 2014). Les macrophages
alvéolaires résidents représentent alors la premiere ligne de défense contre les particules et

agents pathogeénes en suspension dans Iair.

Dans notre étude, nous avons observé que la réponse inflammatoire était
principalement caractérisée par 1’afflux considérable de granulocytes neutrophiles jusqu’a 3
jours post-exposition ; puis leur présence diminue progressivement mais reste significative
jusqu’a 180 jours post-exposition. Cependant, nous avons également mis en évidence une
augmentation significative des macrophages dans le LBA 3 et 28 jours post-exposition,
laissant présager leur réle dans la réponse inflammatoire. L’origine de ces macrophages n’est
pas connue. En effet, ils proviendraient soit de la division de macrophages alvéolaires

résidents présents initialement, soit du recrutement de monocytes circulants. Ces macrophages
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seront ensuite éliminés par apoptose ou migreront vers les ganglions lymphatiques associés
aux poumons, ou 1’escalator muco-ciliaire.

Bermudez et coll. ont mis en évidence suite a une exposition de rats, souris et hamsters a un
aérosol de NP de TiO, P25 (21 nm) de 10 mg/m®, la présence d’une inflammation pulmonaire
caractérisée par une augmentation du nombre de macrophages et de neutrophiles, et de la
concentration en marqueurs solubles dans le LBA (Bermudez et al., 2004). Ils ont également
observé que I’afflux initial de neutrophiles était plus importante chez les rats comparé aux
souris ; alors que 1’augmentation relative des macrophages était moins marquée chez les rats ;

ce qui est en corrélation avec nos observations.

Dans les poumons et l'espace alvéolaire, l'inflammation est étroitement liée au
phénotype et a la fonction des macrophages (Figure 40). En effet, les macrophages sont
capables de modifier leur état d’activation, en réponse a divers stimuli tel que des facteurs de
croissance (GM-CSF, CSF-1), des cytokines pro- ou anti-inflammatoires, une infection, des
agents pathogeénes, les motifs moléculaires associés aux pathogénes ou PAMP. Initialement, 2
¢tats d’activation ont été décrits pendant 1’inflammation pulmonaire: 1’activation classique
(M1) et alternative (M2) (Aggarwal et al., 2014b, Gordon and Martinez, 2010, Martinez and
Gordon, 2014, Mills et al., 2000).

La transition entre 1’état M1 et M2 est possible grace a la plasticité des macrophages,
et dépend de signaux environnementaux. Ces 2 états interviennent dans le remodelage
tissulaire pulmonaire et la fibrose. La balance entre les 2 états joue un rdle essentiel tout au

long de I’inflammation.

En réponse a des agents pathogénes ou substances étrangéres, une reponse

inflammatoire peut se mettre en place, se traduisant notamment par une activation des
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macrophages résidents vers 1’état M 1. Ils vont alors sécréter des cytokines pro-inflammatoires
notamment IL-1B, TNF-a, IL-12, stimulant la sécrétion de chimiokines par les macrophages
voisins et autres cellules. Afin de potentialiser la réponse immunitaire innée, les macrophages
vont également sécréter CXCL2 (MIP-2) entrainant le recrutement de neutrophiles dans
I’espace alvéolaire, ainsi que CCL2 (MCP-1) responsable du recrutement de monocytes et
macrophages. Différents marqueurs d’activation ont été identifiés a la surface des
macrophages M1, notamment CCL20, CXCL10, CXCL11 (Aggarwal et al., 2014b, Herold et
al., 2011, Murray et al., 2014, Murray and Wynn, 2011).

Quand le stimulus inflammatoire ou le pathogéne sont éliminés, I’activation des
macrophages M1 diminue, et les macrophages vont se reprogrammer vers 1’état d’activation
M2, caractérisé notamment par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires IL-10 et IL-1ra
en réponse a des signaux provenant des cytokines IL-4 et IL-13. Les macrophages M2
favorisent la résolution de I’inflammation et la réparation épithéliale par différents
mécanismes. 1ls provoquent I’arrét du recrutement des cellules inflammatoires via la sécrétion
de IL-1ra, de MMP ; sont responsables de 1’apoptose des granulocytes neutrophiles et
macrophages via la sécrétion de IL-1ra, TRAIL, IL-10 et TGF-a. lIs vont également interagir
avec les lymphocytes T régulateurs (Treg); vont favoriser la réparation épithéliale en

sécrétant des lipoxines, résolvines et facteurs de croissance (Figure 41).

Différents marqueurs d’activation ont également été identifiés a la surface des

macrophages M2 notamment RETNLA, CHIA, CHI3L1, CCL12, CCL17, CCL22, KLF4

(Aggarwal et al., 2014b, Herold et al., 2011, Murray et al., 2014, Murray and Wynn, 2011).
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Figure 41: Représentation schématique des différents états d’activation et fonctions des
macrophages pendant la quiescence, I’inflammation et la résolution de I’inflammation.

Pendant la quiescence (état d’équilibre), les macrophages sont attachés aux cellules épithéliales
(expression en surface des récepteurs TLR et Dectin-1). Le renouvellement est lent, et résulte
principalement de la prolifération locale induite par les facteurs M-CSF/GM-CSF, avec un
recrutement minimal des monocytes circulants. Lors d’une stimulation par des agents pathogeénes ou
substances étrangéres (signaux de danger pathogéniques (PAMP) ou non (DAMP)), les macrophages
résidents sont activés vers 1’état M1 (expression des facteurs de transcription NF-KB, STAT1, IRF-5,
et des cytokines précoces IFN-a, TNF-A, IL-1B , IL-12), et vont sécréter des cytokines pro-
inflammatoires notamment CXCL2 (MIP-2) entrainant le recrutement de neutrophiles dans 1’espace
alvéolaire ; ainsi que CCL2 (MCP-1) responsable du recrutement de monocytes/macrophages. Quand
le stimulus étranger et/ou pathogéne est eliminé, les macrophages vont se reprogrammer vers 1’état
d’activation M2 (expression des facteurs de transcription STAT6, STAT3, IRF-4, 15-LO, et des
cytokines I1L-4, IL-13, IL-10), et coordonner une série de réponses régulées permettant une résolution
de I’inflammation et une réparation de 1’épithélium : arrét du recrutement de cellules inflammatoires
(par la sécrétion de IL-Ira, MMPs), apoptose des granulocytes neutrophiles, des macrophages (IL-Ira,
TRAIL, IL-10, TGF-a), interaction avec les lymphocytes T régulateurs (Treg), sécrétions de lipoxines,
résolvines et facteurs de croissance pour favoriser la réparation épithéliale. D’aprés (Aggarwal et al.,
2014b).
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Dans notre étude, nous avons observé suite a 1’exposition des rats a 1’aérosol de NP de
TiO,, une dérégulation de différents marqueurs d’activation ainsi que de cytokines et
chimiokines secréetées appartenant aux phénotypes M1 et M2. En effet, concernant 1’état M1,
une augmentation de I’expression de Tnf, Cxcl2, Ccl2, des marqueurs de surface Ccl20,
Cxcl10, Cxcl11 a été observé a court terme dans les poumons (Tableau XI). Concernant 1’état
M2, une surexpression de Chia, Vegf et Il-1ra dans le LBA, ainsi que des marqueurs Chia,
Chi3l1, KIf4, Retnla, Ccl12, Ccl17 et Ccl22 dans les poumons a été observée aux temps courts
(Tableau XI). Ainsi, il semblerait ainsi qu’a court terme, les macrophages se partagent entre
les états de transition M1 et M2 simultanément, gréce a leur grande plasticité et en fonction
des signaux environnementaux.

Ces resultats semblent suggérer que dés la fin de I’exposition a I’aérosol, une
résolution de I’inflammation (phénotype M2) tend a se mettre en place, bien que
I’inflammation soit toujours présente (phénotype M1), comme observé au niveau de la
cytologie du LBA. Cependant, des auteurs ont montré plus récemment la nécessité de
réévaluer ce concept, décrivant notamment 1’existence de sous-groupes parmi ces 2
principaux états d’activation (M2a, M2b, M2c), de macrophages régulateurs, de macrophages
associés aux tumeurs, et insistant sur la difficulté de séparer clairement les différents états
d’activation (Aggarwal et al., 2014b, Martinez and Gordon, 2014, Murray et al., 2014, Murray
and Wynn, 2011, Zhang et al., 2015b). De plus, ils ont précisé qu’il était délicat de s’appuyer
uniquement sur la présence d’un ou plusieurs marqueurs pour définir la présence de

macrophages M1 ou M2.
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Tableau XI : Marqueurs d'activation des macrophages (phénotypes M1, M2) dérégulés

dans les poumons ou le LBA de rats exposés a I'aérosol nanostructuré de TiO; a court et
long terme (Aggarwal et al., 2014a, Murray et al., 2014, Murray and Wynn, 2011). NA :
non applicable.

Phénotype Geénes (poumons) Niveau d’expression
Protéines (LBA)

M1 Ccl2 2 2 N

Cxcl2 A A A N

Cxcll1 A A

M2 Chia A A A A A

CCI12 AN AN _— \ A

Ccl22 A A

KIf4 N

111rl (11ra) A — NA NA -
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L’activation des macrophages est impliquée dans de nombreuses maladies, notamment
les maladies auto-immunes, certains cancers, 1’hyperréactivit¢ des voies aériennes, les
infections virales, bactériennes, parasitaires et fongiques. Dans ce contexte, des auteurs se
sont intéressés a I’impact des NP sur I’état d’activation des macrophages et sur leurs fonctions

immunologiques et plus précisement les NP de TiO, (Chen et al., 2018a, Huang et al., 2017).

2.1.2.2. Systeme cardio-vasculaire

L’inflammation et la coagulation sont des systemes de défense complémentaires
puisque l'inflammation active la coagulation, qui elle-méme régule l'activité inflammatoire
(O'Brien, 2012, Petaja, 2011). La cascade de la coagulation est composée de deux voies
initiales conduisant a la formation de fibrine : la voie intrinséque ou phase de contact et la
voie extrinséque, dépendante du facteur tissulaire (Wu, 2015). La voie intrinseque est
impliquée dans la coagulation et I'inflammation, en faisant intervenir le kininogéne de haut
poids moléculaire (KHPM), la prékallicréine et le facteur XII. La voie intrinséque et le
systeme kinine-kallikréine sont étroitement liés. En effet, la kallikréine résultant de
I’activation de la prékallikréine par le facteur XlIla va cliver le KHPM produisant ainsi la
bradykinine, un puissant vasodilatateur possédant une activité antibactérienne, qui augmente
la perméabilité capillaire et favorise le développement d’cedéme (Schmaier, 2016). Or, des
modifications vasculaires tel qu’une augmentation du débit sanguin local et de la perméabilité
vasculaire, entrainant un cedéme localis€, ont été observées durant la phase inflammatoire
aigué. Ce phénomeéne pourrait expliquer en partie 1’augmentation du poids du poumon

observée a court terme chez les rats exposés.
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Dans notre étude, le géne Kngl qui code le kininogéne de bas (KBPM) et haut poids
moléculaire (KHPM), était fortement surexprimé jusqu'a 180 jours post-exposition dans le
poumon, montrant sa capacité a étre un marqueur d’effet.

De plus, Nos3 et Npr3, codant des protéines possédant des effets biologiques sur le
systeme cardio-vasculaire, sont sous-exprimés immédiatement aprés la fin de 1’exposition
(Nos3) et jusqu’a 180 jours post-exposition (Npr3). Nos3 code une enzyme endothéliale
synthétisant le NO, une molécule modulant la perméabilité vasculaire et les mécanismes
inflammatoires (Shaul, 2002, Vanhoutte, 2003). Or, une étude a montré une diminution
importante de la production de NO endogéne suite a 1’exposition de rats a des NP de TiO, de
TiO; (1,5 & 16 mg/m®) pendant 4 & 12 h (Nurkiewicz et al., 2011). Des effets similaires ont été
observés dans des microvaisseaux systémiques suite a 1’exposition a des NP de TiO, P25 de
21 nm, a raison de 1,5 & 16 mg/m® (Nurkiewicz et al., 2009). D’autre part, Npr3 code une
protéine dont la fonction majeure est 1’élimination des peptides natriurétiques de la circulation
ou du milieu extracellulaire, peptides impliqués dans le controle du volume et de la pression
sanguine (Potter et al., 2005). Dans notre étude, nous avons observé une augmentation du
poids du poumon chez les rats exposés a court terme, pouvant s’expliquer par la présence
d’un cedéme pulmonaire. Lors d’un cedéme pulmonaire, 1’organisme doit maintenir la
pression artérielle. Ainsi, les modifications de 1’expression de Kngl, Nos3 et Npr3 pourraient
aider a controler la pression artérielle.

Enfin, Vegf, une glycoprotéine exprimée dans les pneumocytes de type Il qui favorise
la perméabilité vasculaire et régule l'angiogenése, est surexprimée dans le LBA a JO et J3

(Hambly et al., 2015).

Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre 1’inhalation de NP de TiO, et des

effets cardiovasculaires (Nurkiewicz et al., 2008, Nurkiewicz et al., 2011, Shi et al., 2013). De
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maniére plus générale, de nombreuses études in vivo et in vitro ont souligné la survenue
d’effets indésirables cardiovasculaires suite a I’exposition & des NP de TiO,, d’Ag, de ZnO,
de Si, ainsi qu’aux nanotubes de carbone. Des effets variés ont été decrits, notamment des
dysfonctionnements cardiaques, vasculaires, de 1’athérosclérose, une angiogénése anormale,
une activation plaquettaire, une coagulation sanguine ainsi que la survenue de thrombose. Le
stress oxydant, la réponse inflammatoire, 1’activation de voies de signalisation intracellulaires,
la régulation neurale et I’activation de canaux ioniques, contribuent a la toxicité cardio-
vasculaire induite par I’exposition aux NP (Yu et al., 2016). De plus, les propriétés
physicochimiques, telles que la composition, la taille, la structure cristalline et la charge de

surface, influencent cette toxicité cardiovasculaire (Cao et al., 2018).

Ainsi, nos resultats sont en accord avec les données de la littérature et tendent a
montrer que méme en 1’absence d’effets pulmonaires majeurs hormis la présence éventuelle
d’un cedéeme aux temps courts, I’exposition a des NP peut conduire a des effets
cardiovasculaires dont nous pouvons difficilement prédire les répercussions. Cependant, en
raison des connaissances actuelles sur les conséquences cardiovasculaires associées a
I’exposition a des particules ultrafines issues de la pollution environnementale, notamment
une augmentation de 1’incidence de I’athérosclérose et de 1’asthme (Li et al., 2016), nous
pourrions anticiper des effets similaires en cas d’une exposition a long-terme a un aérosol

nanostructuré de TiO,.

2.1.2.3. Stress oxydant

Au cours de la réponse inflammatoire, le recrutement et 1’activation de neutrophiles
peuvent étre responsables d’un stress oxydant. Dans notre étude, nous avons observé des

modifications de I’expression de transcrits et protéines impliqués dans ce processus, suite a
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I’exposition a 1’aérosol nanostructuré de TiO,. Ainsi, NoxO1, NoxAl and Duox1 impliqués
dans la production d’ERO, ainsi que Sod2 et Sulfiredoxin 1(Srxnl) impliqués dans les
défenses anti-oxidantes, étaient surexprimés a court terme (Ramesh et al., 2014, Xu et al.,
2017). D’autre part, 1’analyse par spectrométriec de masse du LBA a mis en évidence une
augmentation de I’expression de plusieurs protéines pro-oxydantes : Hspala et Hspalb (JO),

Lpo, Mpo et Prdx5 (JO & J3) a court terme.

Les modifications observées simultanément sur des transcrits et protéines impliqués
dans un systeme piégeur de radicaux libres, suggérent que les mécanismes de défense contre
le stress oxydant se sont mis en place a court terme. Plusieurs études in vivo et in vitro ont
montré que les NP de TiO, déposées dans les poumons, sont responsables de la production
d’ERO, pouvant conduire au développement de lésions de I’ADN, ainsi que de maladies
pulmonaires susceptibles de favoriser 1’apparition de fibrose, de BPCO et cancer (Shi et al.,

2013, Song et al., 2016).

2.1.2.4. Lésions de PADN

L’expression de quelques genes impliqués dans la réparation de I’ADN, a été modifi¢e
suite a I’exposition a I’aérosol nanostructuré de TiO,: Kif22, Pttgl, Sod2, Bardl, Top2a et
Rad51, surexprimés a JO, ont ensuite retrouvé un niveau d’expression similaire aux témoins ;
tandis qu’Hspalb était sous-exprimé a Jo.

Des études in vitro (Armand et al., 2016b, Wang et al., 2007b) et in vivo (Chen et al.,
2014b, Li et al., 2017, Trouiller et al., 2009) ont montré que des NP de TiO, entrainaient des
effets génotoxiques pulmonaires et hépatiques chez la souris (cassures et adduits de I’ADN).

Ces effets etaient associés a des dérégulations de genes impliqués dans la réeponse aux lésions
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de I’ADN et la réparation (Rad51). Toutefois, la génotoxicité des NP de TiO, demeure

controversée (Chen et al., 2014a, Shi et al., 2013).

2.1.2.5. Genes et protéines associés a la fibrose et au remodelage

tissulaire

Le stress oxydant et la persistance de 1’inflammation peuvent conduire a 1’apparition
d‘une fibrose. Dans notre étude, nous avons recherché la présence de geénes associés a la
fibrose, en nous basant sur des études de Snyder-Talkington qui a défini une liste de 69 génes
en lien avec la fibrose, ainsi que de Poulsen, Hamai et Rahman, qui ont utilisé des nanotubes
de carbone multi-parois connus pour induire une fibrose pulmonaire (Hamai et al., 2016,
Poulsen et al., 2015b, Rahman et al., 2017, Snyder-Talkington et al., 2013). Nous avons
identifiés seulement quelques génes en commun, principalement dérégulés a court terme,
notamment Adora3, C3, Ccl2, Ccl17, Col4a4, Col9a2, Mmp7, Mmp12, Mmpl4, Selp, Sppl,

Timp3 and Tnf.

De plus, les protéines Mmp7 et Sppl, codées par des génes surexprimés de maniere
importante dans le poumon de rats exposés, jusqu’a 180 jours post-exposition, ont également
été identifiés comme biomarqueurs candidats dans la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI),
une forme chronique et progressive de pneumopathie interstitielle d’origine inconnue (Figure
42) (Hambly et al., 2015, Pardo et al., 2016). Mmp7, le plus petit membre de la superfamille
des métalloprotéases matricielles (MMPs) ; est impliqué dans la dégradation de nombreux
composants de la matrice extracellulaire, et joue un role clé dans la fibrose. L’ostéopontine
(Sppl) est une cytokine inflammatoire impliquée dans la réparation tissulaire. Elle serait
essentielle dans le recrutement des fibroblastes et le dép6t de la matrice extracellulaire. De

plus, Sppl augmente I’expression de Mmp7 et co-localise avec Mmp7 dans les pneumocytes
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de type 2 chez des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique (Hambly et al., 2015,
Pardo et al., 2016).

Un autre biomarqueur candidat de la FPI est la protéine Vegf. Cette protéine était surexprimée
dans le LBA a JO et J3; puis sous-exprimée a J180. Vegf est impliquée dans 1’angiogenése
comme mentionné précédemment. Or 1’angiogenése peut contribuer au développement de
cette pathologie (Hambly et al., 2015).

D’autre part, Sftpa et Sftpb surexprimées dans la FPI, sont également des biomarqueurs
potentiels. Or dans notre étude, une sous-expression a été observée a JO dans le LBA. Une
hypothése serait que 1’exposition a 1’aérosol nanostructuré de TiO, induit une altération de la
composition du surfactant pulmonaire a JO uniquement, mais ne semble pas entrainer de

conséquences physiopathologiques a plus long terme, comme le développement d’une FPI.
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Figure 42: Biomarqueurs potentiels de la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI).

La fibrose progressive observée dans la FPI dépend d’une multitude de voies de signalisation
complexes activant des cellules effectrices nombreuses et variées. Cette complexité rend
difficile I’identification de biomarqueurs fiables ainsi que le développement de traitements
efficaces. ECM : matrice extracellulaire (MEC), ER: réticulum endoplasmique, UPR:
unfolded protein response ou accumulation de protéines mal repliées. Les protéines encadrées
en noir sont également dérégulées dans notre étude. D’aprés (Hambly et al., 2015).

Enfin, nous avons observé dans le poumon une surexpression a court terme de Chia et
Chi3l1 codant des protéines de la famille des chitinase et chitinase like-protein ; ainsi qu’une
surexpression de Chia a J3 dans le LBA. Classiquement, ces protéines sont exprimées de
fagon ubiquitaire dans le les voies aériennes et le tractus intestinal, ou elles protégent 1’hote
contre des agents pathogenes constitués de chitine exogéne. Plus récemment, des études ont
suggeéré un role des protéines chitinases et chitinase-like proteins dans le développement et la
progression d’une inflammation allergique, ainsi que dans le remodelage tissulaire (Lee,

2009).
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L’ensemble de ces données peut étre corrélé a la forte réponse inflammatoire induite
par ’aérosol nanostructuré de TiO, a court terme. Cependant, le nombre limité de génes
dérégulés associés a la fibrose, leur niveau d’expression ainsi que les données
d’histopathologie pulmonaire a court terme, ne semblent pas suggérer la mise en place d’un

processus de fibrose ou de FPI.

2.1.2.6. Métabolisme glucidique

Les données de protéomique semblent suggérer une perturbation du métabolisme
glucidique a court terme suite a I’exposition aux NP de TiO,. En effet, une surexpression des
protéines Gpi, Mdh2, Pgam et Pkm, et une sous-expression de la protéine Eno2 ont été
observée a JO dans le LBA ; ainsi qu’une surexpression des protéines Pygl, Rpia et Ugp2 a J3.
Des études in vivo par voie orale et in vitro ont mis en évidence une perturbation du
métabolisme du glucose suite a une exposition a des NP de TiO, (Armand et al., 2016a, Chen
et al., 2018b, Ge et al., 2011). Dans notre étude, le nombre de protéines dérégulées impliquées

dans ce métabolisme est limité et cette perturbation est observée uniquement a court terme.

2.2.Réponse a long terme

2.2.1. Approche conventionnelle

L’activation de mécanismes de défense immédiatement apres la fin de I’exposition a
un nanomatériau est un processus physiologique. Cependant, les conséquences a long terme
de ce type d’exposition soulévent des préoccupations. Comme décrit ci-dessus, une
importante réponse inflammatoire a 1’origine de nombreuses modifications au niveau
transcriptomique et protéomique, a été observé a court terme. Cette inflammation a ensuite
diminué au cours du temps. De plus, nous avons observé un regroupement de macrophages

chargés de particules, une épithélialisation alveolaire autour des agrégats de macrophages, et
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la présence de particules intracellulaires dans les ganglions lymphatiques associés aux
poumons. Cependant ces modifications ne sont pas significatives car nous n’avons observé
aucun effet toxique notable telle que la présence de nécrose ou apoptose des cellules
épithéliales pulmonaires ni de fibrose pulmonaires, et ceci contrairement a des études
d’inhalation subchronique et chronique qui ont souligné des changements épithéliaux et
fibroprolifératifs progressifs, ainsi qu’une augmentation du taux de tumeurs pulmonaires
(Bermudez et al., 2004, Heinrich et al., 1995). Ces résultats s’expliqueraient par le fait que la
dose déposée dans notre étude était beaucoup plus faible. Lee et al. ont également noté la
présence d’une fibrose et la formation de tumeurs au niveau pulmonaire chez des rats exposés
a de trés fortes doses de TiO, (50 et 250 mg/m?®) mais pas & la dose de 10 mg/m® (Lee et al.,

1985).

L’objectif de notre étude n’était pas de montrer qu’une trés forte dose de
nanoparticules déposées dans le poumon induisait des effets toxicologiques majeurs. Nous
souhaitions montrer qu’une dose plus faible bien qu’induisant une forte réponse
inflammatoire a court terme, n’entrainait pas d’effets toxiques visibles par des méthodes
conventionnelles a long terme ; mais pouvait induire au niveau moléculaire, des altérations
des voies de transduction du signal ou des processus biologiques, visibles a 1’aide d’outils de

transcriptomique et de protéomique.

2.2.2. Profil d’expression de génes et de protéines

Malgré I’absence de modifications histopathologiques significatives a long-terme,
plusieurs genes et protéines étaient encore dérégulés jusqu’a 180 jours post-exposition a

savoir 102 sondes correspondant a 92 transcrits et 45 protéines (Uniprot KB identifiers).
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2.2.2.1. Inflammation

La surexpression de génes impliqués dans I’inflammation était considérable a court-
terme, mais a eu tendance a diminuer a long-terme, tout en restant significative. Ces résultats
sont en corrélation avec ceux observés dans 1’analyse cytologique du LBA, ainsi qu’avec la

diminution de la charge pulmonaire de Ti décrite précédemment (Gate et al., 2017).

L’analyse du LBA par spectrométrie de masse a mis en évidence une sous-expression

de la majorité des protéines dérégulées a J180 chez les rats exposés, excepté pour les
protéines Trem2, Cd177 antigen-like et une protéine non caractérisée (Uniprot KB identifier
FIMOU4) impliquée dans I’inflammation. De plus, une sous-expression légére mais
statistiquement significative de Vegf et 3 chimiokines inflammatoires (Cxcl3, C3xcl1, Cxcl5)
a 6té observé dans le LBA suite a4 ’expérience de Proteome profiler®. Vegf est sécrétée par les
macrophages alvéolaires pour initier la réparation des barrieres endothéliales suite & une
inflammation pulmonaire. Elle favorise également la perméabilité vasculaire et régule
I’angiogénése comme mentionné ci-dessus.
Cxcl3 et Cxcl5 sont impliqués dans le recrutement des neutrophiles vers les espaces
alvéolaires et leur activation (Aggarwal et al., 2014b, Herold et al., 2011). La sous-expression
de ces chimiokines chez les rats exposes est en corrélation avec la diminution du nombre de
neutrophiles dans le LBA a long terme, traduisant une résolution progressive de
I’inflammation.

De plus, la sous-expression de la plupart des protéines observée a long terme pourrait
étre associée a une résolution progressive de I’inflammation et une récupération de la fonction
pulmonaire physiologique, corrélé avec la diminution du nombre de neutrophiles recrutés et

de la charge de Ti. Les signatures génique et protéique tendent en effet a montrer la résolution
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de la réponse inflammatoire, plutdt que I’installation d’une réponse inflammatoire chronique.
Ces signatures pourraient étre la résultante de la présence de miARN régulant 1’expression des
acteurs de I’inflammation, et dont I’expression peut étre modifiée sur le long terme suite a

I’inhalation de NP de TiO; (Halappanavar et al., 2011).

2.2.2.2. Stress oxydant

Au cours de la réponse inflammatoire, une production excessive d’ERO peut étre a
I’origine du développement de stress oxydant. Dans les poumons, les génes Scdl et Scd4
impliqués dans la péroxydation lipidique, étaient sous-exprimeés chez les rats exposés a long
terme, tandis que Lpo était surexprimé. Dans le LBA, la sous-expression de quelques
protéines impliquées dans le stress oxydant (Hspala, Hspalb and Sodl) a été observée a J180
chez les rats exposes. Ces résultats suggerent une résolution progressive du stress oxydant a

long terme.

2.2.2.3. Genes et protéines associés a la fibrose et au remodelage

tissulaire

Les analyses histopathologiques n’ont pas mis en évidence de fibrose pulmonaire.
Toutefois, 5 génes associés a la fibrose étaient toujours dérégulés a long-terme (Areg, Ccl2,
Tnf, Sppl and Mmp7). Mmp7 et Sppl étaient surexprimés jusqu’a 180 jours post-exposition.
D’autre part, nous avons observé une surexpression des génes Chi3 et Chi3l1 codant des
protéines impliquées dans le remodelage tissulaire, a court et long terme dans le poumon

(Lee, 2009).

Ces résultats suggerent que la surexpression de ces genes n’est pas suffisante pour

entrainer une fibrose, et que ces génes a eux seuls ne peuvent servir de marqueur pour cette
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pathologie. En effet, I’implication d’un plus grand nombre de genes ou avec un niveau
d’expression plus élevé, nous parait nécessaire pour conduire a I’apparition d’une telle
maladie. La dérégulation de tels génes jusqu’a 180 jours post-exposition, reste tout de méme
une source d’interrogation sur la signification physiopathologique d’un effet résiduel ou

mémoire sur I’expression des genes.

2.2.2.4. Meétabolisme lipidique

Les données de transcriptomique suggérent que le métabolisme lipidique semble
affecté, 28 a 180 jours suivant 1’exposition a 1’aérosol nanostructuré de TiO,. En effet, la voie
métabolique de biosynthése des acides gras insaturés (KEGG pathway) comprenant 3 genes
dérégulés Scdl, Scd4 et Acotl, est significativement enrichie de J28 a J180. Parmi ces 3
genes, une sous-expression de Scdl et Scd4, codant une stéaryl-CoA désaturase, a été observé
de J28 a J180, tandis que le géne Acotl qui code une acyl-CoA thioestérase était surexprimé
de J28 a J180.

Précédemment, Husain et al. ont montré chez la souris une perturbation du
métabolisme lipidique suite a I’instillation intratrachéale de faibles doses de NP de TiO; a
savoir 18, 54, and 162 pg/souris (Husain et al., 2013). Dans notre étude, seuls 3 genes sont

dérégulés a long terme suggérant une perturbation mineure.

2.3.Etats d’activation des macrophages

Comme détaillé précédemment, 2 principaux états d’activation ont été décrit lors de
I’inflammation, 1I’état M1 et M2. Dans notre ¢tude, nous avons observé a long terme la
surexpresion des marqueurs Chia, Chi3l1, Ccl12 et Retnla dans les poumons. Ces marqueurs

sont associés a 1’état d’activation M2 soit la résolution de 1’inflammation (Tableau XI). Une
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sous-expression a J180, de certains marqueurs M1 comme Ccl2, Cxc12, Tnf a J90, ainsi que
de la protéine Vegf, un marqueur M2, a été observée dans les poumons et dans le LBA de rats
exposés. Ccl12 sous-exprimé dans les poumons a J90 était ensuite surexprimé a J180.

Bien qu’il soit difficile de s’appuyer sur la présence de quelques marqueurs pour
définir 1’état d’activation des macrophages comme détaillé précédemment, leur expression

semble en accord avec la chute de la réponse inflammatoire observée aux temps longs.

2.4.Comparaison des données de transcriptomigue et protéomique

Notre étude in vivo apporte un nouvel éclairage sur les effets pulmonaires a long
terme, jusqu’a 6 mois post-exposition, de I’inhalation d’un aérosol nanostructuré de TiO, a
I’aide d’une combinaison d’analyses transcriptomique et protéomique dans une approche
multi-omique associée a des tests de toxicologie conventionnelle. A notre connaissance, il
s'agit de la premiere étude explorant a la fois le niveau d'expression global de genes et de
protéines a 1’aide d’analyses transcriptomique et protéomique respectivement, jusqu’a 180

jours suivant la fin d’une inhalation subaigué chez le rat.

De maniére intéressante, nous avons observé des transcrits et protéines communs
dérégulés a court et long-terme dans les poumons et le LBA respectivement (Tableau XII).
Ces genes et protéines sont impliqués dans la réponse inflammatoire et immune, les cascades
du complément et de la coagulation, ainsi que dans le stress oxydant; notamment des
chimiokines (Cxcl1, C3xcll, Cxcl5), et autres protéines tel que Cd177, C4bpa, Lpo, Chia et
Tuba8. Ces données montrent une bonne corrélation entre 1’analyse transcriptomique
pulmonaire et prot€omique, suggérant que les modifications de I’expression de certains genes

dans le poumon ont conduit a la sécrétion de protéines dans le LBA.
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Des études comme la ndtre pourraient permettre d’identifier des biomarqueurs
d’exposition aux nanomatériaux. En effet, nous avons observé des changements dans des
processus biologiques tels que I'inflammation et le systéme cardiovasculaire. Ces 2 processus
sont liés notamment via le géne Kngl surexprimé de maniére importante dans les poumons de
rats jusqu’a 180 jours post-exposition. Ce géne code la protéine Kngl dont 1’expression est
également modulée dans le LBA de rats exposés a J180. Ainsi, Kngl pourrait étre un bon
biomarqueur candidat, afin de surveiller la toxicité pulmonaire induite par les nanomatériaux,

bien que cette hypothese doive étre étudiée plus en détail.
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Tableau XII : Geénes et protéines communs différentiellement exprimés dans les
poumons et le LBA de rats exposés respectivement, immédiatement, 3 et 180 jours post-
exposition.
Nom des protéines | Nom des Fonction biologique Jours post-
genes exposition
BPI Fold Containing | Bpifbl innate immune response (in 0&3
Family B Member 1 mucosa)
Complement C4bpa complement activation, innate 0&3
Component 4 Binding immune response
Protein, Alpha
Protein Cd177 Cd177 blood coagulation, leukocyte 0&3
migration
Chitinase, Acidic Chia production of molecular mediator 3
involved in inflammatory response
Heat Shock Protein Hspalb | regulation of protein ubiquitination, 180
Family A (Hsp70) cellular response to heat, protein
Member 1B stabilization
Lactoperoxidase Lpo response to oxidative stress 0&3
Protein S100-A8 S100a8 | cytokine production 0&3
(Calgranulin-A)
Tubulin Alpha 8 Tuba8 microtubule-based process 0
C-X-C Motif Cxcll chemotaxis, defense response, 0&3
Chemokine Ligand 1 inflammatory response
C-X-C Motif Cxcl2 chemotaxis, defense response, 0&3
Chemokine Ligand 2 inflammatory response
C-X-C Motif Cxcl3 chemotaxis, defense response, 0&3
Chemokine Ligand 3 inflammatory response
C-X3-C Motif Cx3cl1 leukocyte migration involved in 0
Chemokine Ligand 1 inflammatory response,
chemotaxis, defense response
C-X-C Motif Cxcl5 neutrophil mediated immunity, 0&3

Chemokine Ligand 5

chemotaxis, defense response
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Chapitre 6 : Conclusion et perspectives
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CONCLUSION

Cette étude in vivo apporte un nouvel éclairage sur les effets pulmonaires a long terme,
jusqu'a 6 mois post-exposition, résultant de I’inhalation d’un aérosol nanostructuré de TiO,
grace a la combinaison d’analyses toxicologiques conventionnelles et moléculaires.

L'exposition a 1’aérosol nanostructuré de TiO, a entrainé une forte réponse
inflammatoire pulmonaire aigué. Cette réponse était caractérisée par une augmentation dans le
LBA du nombre de cellules totales, du contenu en protéines totales, et de 1’activité LDH, ainsi
que par la présence de macrophages chargés de particules dans la lumiere alvéolaire et les
ganglions lymphatiques a court terme. Il semblerait dans le cas présent que les granulocytes
neutrophiles jouent un role central dans la réponse inflammatoire. En effet, un important
afflux de granulocytes neutrophiles a été observé jusqu’a 3 jours post-exposition. Cet afflux
diminuait ensuite mais restait significatif jusqu’a 6 mois post-exposition. Dans une moindre
mesure, les macrophages intervenaient également dans la réponse inflammatoire, avec une
augmentation significative de leur nombre ; 3 et 28 jours post-exposition. Ces macrophages
sembleraient se partager entre les états de transition M1 et M2 ; suggérant ainsi une possible
mise en place d’une résolution de I’inflammation (phénotype M2), dés la fin de I’exposition a
I’aérosol ; bien que I’inflammation soit toujours présente (phénotype M1), comme observe par
I’étude cytologique du LBA.

Cette réponse inflammatoire s’est traduite par une surexpression a court terme de
génes impliqués dans les réponses inflammatoires et immunitaires, les cascades du
complément et de coagulation, le stress oxydant, les lésions de I'ADN et la fibrose. D’autre
part, une surexpression de protéines impliquées dans le protéasome, les réponses
inflammatoires et immunitaires, les cascades du complément et de la coagulation, le stress

oxydant ainsi que 1’organisation du cytosquelette, a été observée a court terme. De plus, de
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nombreuses voies métaboliques enrichies et interactions protéines-protéines ont été identifiées
a JO, en corrélation avec 1’importante réponse inflammatoire pulmonaire ; alors que ces voies
et interactions étaient beaucoup moins nombreuses a J3. Ces mécanismes de régulation des
protéines et dans une moindre mesure, des transcrits a court terme; seraient des marqueurs
précoces d’une résolution de la réponse inflammatoire. La mise en place de cette résolution a
court terme, n’est pas détectée par les méthodes cytologiques ou histopathologiques.

De maniére surprenante, une augmentation de I’expression de diverses histones et
autres protéines constituant les piéges extracellulaires ou NET, a été mise en évidence dans
les surnageant de LBA des rats exposés a court terme. Ces pieges participent aux fonctions de
défense de I’hote par les granulocytes neutrophiles. Cette observation suggere la possible
formation de complexes NET dans I’espace alvéolaire suite a 1’exposition par voie oro-nasale
a un aérosol nanostructuré de TiO, ; mécanisme, qui n’a jamais été décrit auparavant a notre
connaissance. Ce phénomeéne s’est produit dans un contexte inflammatoire mais en l'absence

de changements histopathologiques significatifs (Figure 43).

Six mois aprés la fin de I'exposition, l'inflammation a diminué, corrélée a la
diminution de la charge pulmonaire en titane. De plus, nous n’avons pas observé de
modifications histopathologiques significatives. Ces résultats suggerent une résolution
progressive de l'inflammation et une potentielle récupération de la fonction pulmonaire
physiologique.

Cependant, de nombreux geénes et protéines sont restés différentiellement exprimés
jusqu’a 180 jours post-exposition. Les conséquences physiopathologiques de ces
modifications observées au niveau moléculaire, ne sont pas totalement connues. Toutefois,

ces résultats devraient susciter des interrogations quant aux effets pulmonaires a long terme
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résultant de D’inhalation de nanoparticules considérées comme faiblement solubles et

faiblement toxiques, notamment le TiO, (Figure 44).

Les Figures 43 et 44 résument les principaux mécanismes impliqués dans la réponse
inflammatoire suite a 1I’exposition des rats a 1’aérosol nanostructuré de TiO, a court et long
terme respectivement, sur la base des données obtenues lors des analyses conventionnelles et

moléculaires.
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Figure 43 : Réponse pulmonaire inflammatoire a court terme

Un stimulus inflammatoire notamment la présence de NPs de TiO,, va entrainer la sécrétion
par les macrophages alvéolaires de nombreuses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
(1) : notamment les protéines Tnf et Ccl2 codées par des génes sur-exprimés dans les
poumons de rats exposes ainsi que les protéines Cxcll, Cxcl2/3, Il1a, Cxcl5 sur-exprimées
dans les surnageants de LBA de rats exposés ; a court terme.

(2) Ceci entraine le recrutement et 1’activation de neutrophiles comme observé dans
I’approche conventionnelle avec un influx important jusqu’a 3 jours post-exposition. A leur
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tour, les neutrophiles vont libérer des chimiokines qui augmentent le recrutement de
macrophages et neutrophiles, amplifiant la réponse inflammatoire. Cette amplification se
traduit notamment par la présence de macrophages chargés de particules de TiO, dans les
poumons de rats exposés, ainsi que de particules de TiO, dans les ganglions lymphatiques
associés aux poumons de rats exposes, comme observe en histopathologie.

(3) Au cours de l’inflammation aigu€, des changements vasculaires peuvent survenir

notamment une augmentation de la perméabilité vasculaire résultant en cedéme localisé. IcCi
Kngl qui code la bradykinine, un puissant vasodilatateur, est surexprimé de maniere
importante jusqu’a 180 jours post-exposition dans les poumons de rats exposés. De plus, une
dérégulation de différents genes impliqués dans le processus de vasodilatation est observée en
transcriptomique a court terme. D’autre part, une augmentation de la masse pulmonaire et de
la concentration en protéines totales sont mises en évidence chez les rats exposés jusqu’a 3
jours post-exposition, pouvant traduire la présence d’un cedéme pulmonaire.

(4) D’autre part, le recrutement et ’activation de neutrophiles induisent un stress oxydant, se
traduisant par la libération d’ERO. Dans cette étude, des transcrits et protéines impliqués dans
le stress oxydant apparaissent impactés par I’inhalation de NPs de TiO,. Ainsi, les génes
NoxO1, NoxAl, Duoxl, Sod2, Srxnl sont surexprimés a court terme dans les poumons de rats
exposés. Les protéines Lpo, Mpo, Prdx5, Akrlc9, Mdh2, Txnrdl et Trxnrd2 sont
surexprimées dans les surnageants de LBA de rats exposes a court terme.

(5) Ce stress oxydant peut provoquer des Iésions tissulaires ainsi que la mort cellulaire. Or
une augmentation significative de I’activitt LDH témoignant de la présence d’une
cytotoxicité, est observée chez les rats exposés jusqu’a 28 jours post-exposition.

(6) Ces lésions tissulaires et la mort cellulaire peuvent expliquer la présence d’histones
extracellulaires dans les surnageants de LBA de rats exposés a court terme. Une autre
hypothese est la présence d’un phénoméne de NETose.

Ces histones extracellulaires vont & leur tour entrainer une inflammation et des lésions
tissulaires.
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Figure 44 : Réponse pulmonaire inflammatoire a long terme.

A long terme, I’inflammation diminue corrélée a la diminution de la charge pulmonaire en Ti.
Toutefois, cette inflammation persiste jusqu’a 180 jours post-exposition, comme le traduit
I’augmentation Iégére mais significative du nombre de neutrophiles dans le LBA de rats
exposés a long terme. Ceci pourrait s’expliquer par la présence de nombreux macrophages
chargés de particules regroupés en agglomérats dans les poumons de rats exposés, ainsi que
par la présence de nombreuses particules de TiO, dans les ganglions lymphatiques de rats
exposés, comme observé en histopathologie a long terme.

Concernant I’approche moléculaire, un certain nombre de genes (92) et protéines (45) sont
différentiellement exprimés jusqu’a 180 jours post-exposition. Parmi les génes dérégulés,
quelques-uns sont impliqués dans stress oxydant (1). Ainsi Lpo est sur-exprimé tandis que
Scd1 et Scd4 sont sous-exprimés a long terme chez les rats exposes.

(2) D’autre part, Kngl qui code la bradykinine, un puissant vasodilatateur, est surexprimé de
maniére importante jusqu’a 180 jours post-exposition dans le poumon de rats exposes.
Toutefois, la protéine Kngl est sous-exprimée 180 jours post-exposition dans les surnageants
de LBA de rats exposés. Une hypothése serait la mise en place d’une régulation post-
transcriptionnelle notamment par I’intermédiaire de miARN.

A long terme, quelques-unes des 45 proteines dérégulées interagissent encore entre elles, et un
réseau d’interaction majeur protéine-protéine a été identifié en lien avec la voie métabolique
KEGG enrichie « complement and coagulation cascade ». Parmi ces protéines, certaines sont
également impliquées dans le stress oxydant (1), avec une sous-expression de Sodl, Pdia3 et
Akrlal dans les surnageants de LBA de rats exposés.

Ces resultats suggerent ainsi une résolution progressive du stress oxydant a long terme chez
les rats exposés a I’aérosol nanostructuré de TiO».
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PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons suggéré pour la premiére fois, une possible induction de
la formation de NET suite a 1’exposition par voie oro-nasale a un aérosol nanostructuré de
TiO,. Il nous parait intéressant d’étudier plus précisément la relation entre la formation de
NET et la présence de nanoparticules, et surtout les conséquences physiopathologiques en cas

de persistance de ce phénomene.

D’autre part, une telle approche pourrait permettre d’identifier des ensembles de genes
ou des signatures moléculaires, qui permettraient de prédire les effets toxiques des
nanomatériaux. Par ailleurs, malgré la complexité des interactions cellulaires présentes au
niveau pulmonaire, ces signatures moléculaires pourraient contribuer a la mise au point de
tests in vitro prédictifs. Nous sommes d’ailleurs en train de comparer 1’expression des génes

in vivo et in vitro sur des cellules THP-1, suite a I’exposition a des NP de TiO,.

Enfin, une analyse croisée et approfondic de [I’ensemble des études de
transcriptomique, serait utile pour identifier des biomarqueurs d’effet aux nanomatériaux. Ces
biomarqueurs pourraient ensuite étre utilisés dans les études de biométrologie chez les salariés
exposés, via leur recherche dans les condensats d'air exhalé en tant que protéines ou produits
de leur activité. Les travaux de Pelclova en sont un bon exemple (Pelclova et al., 2017).

Cependant la question de la spécificité de ces biomarqueurs se pose.
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ANNEXE 1 : Récapitulatif des études concernant la toxicité pulmonaire suite a I’inhalation/instillation de NPs de TiO2 chez I’animal.

Références Particules Modele animal Conditions d’exposition Parametres évalués Principaux résultats
(taille)
Leeetal., TiO, fin rutile rats males et - inhalation corps entier - clinique, poids des animaux et des - pas de signes cliniques anormaux, ni de changements de poids
1985 MMAD 1,5-1,7 | femelles, - 6 h/jour, 5 jours/semaine, 2 poumons corporel, ni de mortalité excessive par rapport aux témoins
pm Sprague Dawley ans - inflammation (microscopie optique et | - 10 mg/m? : particules principalement phagocytées par les
(Crl: CD) -0, 10, 50, ou 250 mg/m? électronique) macrophages alvéolaires
(84% respirable, < 13 pm - histologie (cavité nasale, trachée, - 50 mg/m° : hyperplasie marquée des cellules du revétement
MMAD) poumon et alvéoles pulmonaires) alvéolaire, agrégats de macrophages chargés de particules, débris
cellulaires, protéinose et fibrose
- 250 mg/m®: poids poumon doublé par rapport a celui des
groupes de 10 mg/m?®
- augmentation dose-dépendante du nombre de particules dans les
ganglions lymphatiques trachéobronchiques, cervicaux, le foie et
la rate
Oberdorster et | - TiO, fin, rats males fisher - inhalation corps entier, - charge pulmonaire (poumon, - dépdt similaire des 2 types de particules dans le tractus
al., 1994 anatase 250 nm | F344 pendant 12 semaines ganglions lymphatiques) respiratoire inférieur
- TiO, ultrafin, 6h/jour, 5 jours/semaine - inflammation pulmonaire (LBA, - augmentation de la demi-vie d'élimination des particules (66
anatase 20 nm - environ 23 mg/m® protéines totales, activités jours pour les animaux contrdles vs 117 jours pour les animaux
- observations pendant enzymatiques) exposés au TiO2 fin et 541 jours pour le TiO2 ultrafin)
I'exposition : 4, 8 et 12 - réponses interstitielles et épithéliales - effet pulmonaire plus important du TiO2 ultrafin comparé au
semaines (microscopie optique et électronique) TiO, fin : translocation, rétention, inflammation (neutrophiles) et
- observations post-exposition : toxicité (prolifération cellules de type II, fibrose interstitielle
29 et 64 semaines légére) pulmoniare accrue
- corrélation entre la surface des particules et les effets observés
Warheitetal., | TiO,, Cl rats males - inhalation nez seul - inflammation pulmonaire (LBA), - 250 mg/m?® : réponse inflammatoire pulmonaire persistante
1996 - 4 semaines - cytotoxicité (LDH), perméabilité (augmentation nombre de neutrophiles, de l'activité LDH et des
- 5, 50, 250 mg/m3 membranaires (protéines LBA) protéines dans LBA)
- observations : - prolifération cellulaire - cytotoxicité et augmentation de la prolifération de cellules
0 jour, 1 semaine, 1, 3 et 6 mois | (immunomarquage pulmonaire et voies | pulmonaires (marquage aux anticorps anti-BrdU)
post-exposition aériennes (BrdU)) - développement de lésions pulmonaires
Bermudez et TiO; rutile - souris femelles - inhalation 13 semaines - inflammation (LBA et - inflammation plus sévere et persistante chez les rats ;
al., 2002 MMAD B3C3F1/CrIBR. - 6h/jour, 5 jours/semaine histopathologie), prolifération 50 et 250 mg/m? : réponse inflammatoire chez les 3 espéces,
1,40 pm - rats femelles CDF | - 10, 50 ou 250 mg/m® cellulaire, histopathologie surcharge pulmonaire (rats + hamsters)

(F344)/CrIBR

- hamsters femelles
Lak : LVG (SYR)
BR

- observations 0, 4, 13, 26 et 52
semaines post-exposition
(46 pour les hamsters)

- cytotoxicité (LDH), perméabilité
membranaire (protéines LBA)
- charge pulmonaire

- 250 mg/m® : lésions pulmonaires plus sévéres chez les rats
(changements fibroprolifératifs et épithéliaux)

- cytotoxicité (plus faible chez les hamsters)

- diminution de la clairance des particules a haute concentration,
clairance plus efficace chez les hamsters

- résultats fonction de I'espéece (rats > souris > hamsters) et de la
concentration en particules




Références Particules Modeéle animal Conditions d’exposition Paramétres évalués Principaux résultats
(taille)
Bermudez et TiO; (21 nm) - souris femelles - inhalation 13 semaines - inflammation (LBA et histopathologie), - inflammation pulmonaire (rats + souris, augmentation
al., 2004 B3C3F1/CrIBR - 6h/jour, 5 jours/semaine - cytotoxicité (LDH), perméabilité nombre de macrophages et neutrophiles) et surcharge
- rats femelles CDF | - 0,5 ; 2 ou 10 mg/m?® membranaire (protéines LBA) pulmonaire (rats + souris) & 10 mg/m?
(F344)/CrIBR - observations 4, 13, 26 et 52 - prolifération des cellules pulmonaires - diminution de la clairance des particules, clairance plus
- hamsters femelles | semaines post-exposition - charge pulmonaire (poumon, ganglions efficace chez les hamsters, cytotoxicité (rats + souris,
Lak : LVG (SYR) (49 pour les hamsters) lymphatiques) augmentation LDH et protéines totales)
BR - augmentation dose-dépendante de la charge pulmonaire
chez les 3 especes, clairance plus efficace chez les hamsters
- prolifération métaplasique focale, accumulation de
particules interstitielles et fibrose alvéolaire progressive
uniguement chez les rats & 10 mg/m?®
- résultats fonction de I'espéce (rats > souris > hamsters) et de
la concentration en particules
Grassian et TiO, (2-5 nm) souris males - inhalation corps entier - inflammation (cytologie du LBA, - groupe 1 : inflammation et toxicité pulmonaires minimales
al., 2007 C57BL/6 -groupe 1: 0,77 ou 7,22 mg/m® | cytokines, protéines totales) (augmentation du nombre de macrophages dans le LBA a
pendant 4h/jour, - cytotoxicité (LDH) 7,22 mg/m®)
observations immédiates - histopathologie - groupe 2 : réponse inflammatoire modérée mais
- groupe 2 : 8,88 mg/m?® significative jusqu'a 2 semaines post-exposition, résolue en
4h/jour pendant 10 jours 3éme semaine
- observations 0, 1, 2 et 3 (augmentation du nombre de macrophages jusqu'a 2 semaines
semaines post-exposition post-exposition, présence de macrophages chargés de
particules dans les alvéoles pulmonaires et le LBA)
Warheitetal., | - TiO, rutile rats males - instillation intratrachéale - inflammation (LBA et cytokines) - TiO, P25 (5 mg/kg) : inflammation pulmonaire,
2007 136 et 149 nm Crl:CD®(SD)IGS -1 ou 5 mg/kg - cytotoxicité (LDH), perméabilité cytotoxicité, prolifération cellulaire, accumulation de
- TiO, rutile BR - observations 24h, 1 semaine, 1 | pulmonaire (protéines LBA) macrophages chargés de particules, épaississement tissulaire
380 nm et 3 mois post-exposition - activité sécrétoire des cellules épithéliales | occasionnel
- TiO, alvéolaires type 11 (PAL) - TiO, rutile : pas de cytotoxicité, ni d'augmentation de la
P25 129nm - prolifération cellulaire perméabilité pulmonaire, ni de l'activité PAL, pas de
80/20 - histopathologie modifications histopathologiques
anatase / rutile
- Min-U-Sil
Liuetal., NPs de TiO, rats males et - instillation intratrachéale - poids animaux et poumons - impact de la taille des particules et de la dose d'exposition
2009 5,21 et50 nm femelles -0,5; 5 ou 50 mg/kg - infammation pulmonaire (LBA et sur la toxicité pulmonaire (relation dose-réponse)

Sprague-Dawley

histopathologie)

- cytotoxicité (LDH, PAL, phosphatase
acide (PAC))

- capacité de phagocytose des macrophages
alvéolaires

- TiO, 5 nm : toxicité pulmonaire > TiO, 21 et 50 nm,
augmentation activité LDH et PAL a 50 mg/kg, diminution
de la capacité de phagocytose des macrophages a 50 mg/kg

- histopathologie : lésions inflammatoires doses-dépendantes,
infiltration de cellules et épaississement interstitiel
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Références Particules Modeéle animal Conditions d’exposition Paramétres évalués Principaux résultats
(taille)
Ma-Hock et TiO, rats males Wistar - inhalation téte-nez - poids animaux et poumons - augmentation du poids des poumons a 50 mg/m? (J0),
al., 2009 25.1+£8.2nm Crl:WI (Han) 5 jours, 6h/jour - inflammation pulmonaire (cytologie du présence de TiO, dans ganglions lymphatiques médiastinaux

14% rutile, 86%
anatase

-0;2;10 et 50 mg/m°
- observations immédiatement,

LBA, protéines totales,
- activités enzymatiques (GGT, LDH, PAL,

- inflammation pulmonaire : augmentation dose dépendante
du nombre total de cellules (neutrophiles), des protéines

surface 3 et 16 jours post-exposition NAG) témoins de Iésions pulmonaires) totales et des activités enzymatiques dans le LBA
hydrophobe - histopathologie, prolifération cellulaire - augmentation de la prolifération cellulaires a toutes les
(incroporation de BrdU), apoptose doses (bronches moyennes et larges, bronchioles terminales)
- recherche de médiateurs cellulaires dans - histopathologie : 1égeres modifications (histiocytose)
le LBA et le sérum (Haptoglobine, MIP-2, 50 mg/m® : hypertrophie et hyperplasie de I'épithélium
Myéloperoxydase, Ostéopontine...) bronchique terminale
- effets plus importants immeédiatement et 3 jours post-
exposition
- effets pulmonaires comparables a ceux observés dans les
études subchroniques (étude par inhalation a court terme
prédictive des effets chroniques de NPS de TiO, chez le rat)
Halappanavar | TiO, 20 nm souris femelles - inhalation corps entier - inflammation pulmonaire (LBA) - augmentation du niveau d'expression de génes associés a
etal., 2011 C57BL/6BomTac - 1h/jour pendant 11 jours - niveau d'expression de génes (poumon et I'inflammation et la réponse immunitaire, a la phase aigué
- environ 42 mg/m® foie) et de protéines (poumon) (Saal et 3, CC- et CXC-chimiokines, TNF) dans les poumons
- observations 5 jours post- - augmentation du niveau d'expression de plusieurs miARN
exposition et du niveau d'expression de la protéine Saa3 dans les
poumons
- pas de modifications significatives de I'expression de genes
dans le foie
Roursgaard et | - TiO, rutile souris femelles - instillation intratrachéale - inflammation pulmonaire (LBA, protéines | - Différents TiO, : augmentation dose-dépendante des
al., 2011 micrométrique BALB/cJ unique totales, niveau TNF-a et IL-6) neutrophiles dans le LBA, histopathologie : peu
- TiO, rutile -0;5;50et500 ug - histopathologie pulmonaire d'inflammation

nanométrique
8 nm

- TiO, anatase
nanométrique
10,4 nm

- TiO, amorphe

- observations 24h et 3 mois
post-exposition

- 24h post-exposition : TiO, micrométrique rutile,
nanomeétrique rutile et amorphe entrainent une augmentation
des niveaux d'IL-6 et de protéines totales dans le LBA a 500
Hg

- 3 mois post-exposition : TiO, nanométrique rutile et
amorphe entrainent une augmentation dose-dépendante des
macrophages dans le LBA

- TiO, rutiles micro et nanométrique : effets similaires

- TiO, nanomeétriques : forme rutile la plus inflammogeéne,
forme amorphe entraine le plus de lésions tissulaires en lien
avec le niveau de protéines totales dans le LBA
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Références Particules Modeéle animal Conditions d’exposition Paramétres évalués Principaux résultats
(taille)
Halappanavar | - TiO, rutiles souris femelles - instillation intratrachéale - profil transcriptionnel pulmonaire - modifications du niveau d'expression de genes et protéines
etal., 2015 nanométriques C57BL/6 unique - niveau d'expression de protéines impliqués dans I'inflammation pulmonaire
10; 20,6 ou 38 - NPs de TiO, libres : 18 ; 54 ou | inflammatoires pulmonaires - intensité de la réponse dépend du type de particules (impact
nm 162 mg - détection de particules dans les poumons de la taille et surface spécifique), plus importante pour les
- TiO, - NPs de TiO, présentes dans particules libres
nanomeétriques les peintures : 54 ; 162 ou - perturbations de voies métaboliques similaires entre les
inclus dans des 486mg différents types de particules suggérant une implication de
peintures - observations 1 et 28 jours mécanismes d'actions similaires dans la réponse
(12, 24 et 36% post-exposition inflammatoire
de TiO,) - présence des particules de TiO, dans les poumons
Rahman et al., | - TiO, anatase souris C57BL/6 - instillation intratrachéale - inflammation pulmonaire (LBA) - inflammation pulmonaire (influx de neutrophiles dans le
2017 8 nm, unique - histopathologie pulmonaire LBA) observée avec les différents types de NPs

hydrophile -18; 54 ; 162 ou 486 ng - analyse toxicogénomique - NPs de type rutile : influx de neutrophiles plus marqué,

- TiO, anatase - observations 1, 28 et 90 jours nombre de génes différrentiellement exprimés plus important,
20 et 300 nm post-exposition modifications histopathologiques (Iésions, fibrose) a 486 pg

- TiO, - NPs de type anatase : réponse maximale pour NP de 8 nm et
rutile / anatase minimale pour NP de 300 nm

81,5:18,5; - intensité de la réponse pulmonaire dépend du type de
22/40nm particules (influence de la taille, de la forme cristalline et des
hydrophile modifications de surface)

- TiO, rutile - mécanismes de toxicité sous-jacents (voies métaboliques et
20 nm, génes modulés) similaires pour les différents types de
hydrophobe particules

- TiO, rutile

21 nm,

hydrophile
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ANNEXE 2 : Morphologie, cytologie, histologie, fonction et structure de I'appareil respiratoire et régions utilisées dans le modeéle
dosimétrique de la Commission internationale de protection radiologique (CIPR, 1994).

* Précédent modéle de la CIPR.
** Mon dénambré en raison d'informations imprécises .
1 Les ganglions Iymphatiques sort stués uniguernent dans la région BE, mais drainent les régions interstieles bronchigue et alvéolaire, ains gue 1a région bronchigue .
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ANNEXE 3 : Justification de D’exposition des rats a un aérosol nanostructuré de
10 mg/m?®,

Aux Etats-Unis, le NIOSH a proposé en 2011 une VLEP pondérée sur 10h par jour et 40h par semaine
de 0,3 mg/m?® pour le TiO, ultrafin (NIOSH, 2011).

En estimant une durée moyenne de vie au travail de 40 ans, avec environ 45 semaines travaillées par
an, et 40h de travail par semaine, ceci correspond a un total de 4 320 000 minutes travaillées.

Concernant certains parametres respiratoires chez ’Homme :

e La fréquence respiratoire (Fr) représente la rapidité de respiration. Elle comprend environ 12 &
20 cycles.

e Le volume courant VC (également appelé volume tidal) représente 1’amplitude de respiration,
c’est a dire le volume d'air inspiré ou expiré a chaque mouvement respiratoire. Au repos, le
volume courant moyen est de 500 ml.

e Ainsi le débit ventilatoire au repos est d’environ 6 a 10 L/min (= Fr x VC)

En prenant la valeur par défaut du modéle MPPD de 7,5 L/min, le volume respiré tout au long de la
carriére d’un Homme serait de : 4 320 000 min x 7,5 L / min soit 32 400 000 L ou 32 400 m®,

Ainsi, la quantité de TiO, respirée au cours de la carriere d’un Homme serait de : 32 400 m® x 0,3
mg/m? soit 9720 mg. En supposant que 10 % de la quantité respirée soit déposée dans les poumons
chez I’Homme (modéle de la CIPR, 1994), cela correspondrait a une quantité déposée de 972 mg.

Cette quantité peut ensuite étre normalisée par différents parameétres :

e Normalisation par poids corporel :
En estimant le poids moyen d’un Homme a 70 kg et une quantité déposée de 972 mg (au cours de sa
carriére),
Pour un rat de poids moyen de 0,3 kg, cela correspond a une quantité déposée de 4,2 mg sur 1 mois
(durée de notre exposition).

e Normalisation par masse de poumon :
En estimant la masse moyenne d’un poumon humain a 700 g et une quantité déposee de 972 mg (au
cours de sa carriere),
Pour un rat dont la masse moyenne du poumon est de 1,2 g, cela correspond a une quantité déposée au
niveau pulmonaire de 1,7 mg sur 1 mois (durée de notre exposition).

e Normalisation par surface alvéolaire :
En estimant la surface alvéolaire totale moyenne des poumons chez I’Homme a 102 m? et une quantité
déposée de 972 mg (au cours de sa carriere),
Pour un rat dont la surface alvéolaire totale moyenne est de 0,4 m? cela correspond & une quantité
déposée au niveau alvéolaire de 3,8 mg sur 1 mois (durée de notre exposition).

Détermination de la concentration en aérosol de TiO, a utiliser par inhalation chez le rat ;
En estimant le débit ventilatoire d’un rat d’environ 300 g a 241 ml/min (Hsieh, 1999) ; le volume
respirga sur 1 mois (6 h par jour, 5 jours par semaine, pendant 4 semaines) est de 1735,2 L soit environ
1,7m".
Ainsi la concentration en aérosol (mg/m°) :
e aété estimée & 9,6 mg/m® (environ 10 mg/m?®) en supposant 10 % de dép6t chez le rat et en
tenant compte de la normalisation par masse de poumon :
En effet, la quantité déposée au niveau pulmonaire est estimée a 1,7 mg sur 1 mois. Elle
correspondant a une quantité respirée sur 1 mois de 17 mg (si 10 % de dép6t) pour un volume
de 1,7 m*.
e aégalement été estimée a 11 mg/m® (environ 10 mg/m®) en se basant sur 20 % de dép6t chez
le rat et une normalisation par surface alvéolaire :
En effet, la quantité déposée au niveau alvéolaire est estimée a 3,8 mg sur 1 mois. Elle
correspond a une quantité respirée sur 1 mois de 5 x 3,8 soit 19 mg (si 20 % de dép6t) pour un
volume de 1,7 m®.




ANNEXE 4 : Aspect cytologique du LBA (microscopie optique) : A) chez des rats témoins, chez des rats exposés a un aérosol
nanostructuré de TiO, B) immédiatement et C) 180 jours post-exposition. Les fleches rouges indiquent la présence de granulocytes
neutrophiles, les fleches bleues celle de macrophages et enfin les fleches vertes, celle de macrophages chargés en particules.
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ANNEXE 5 : Liste des genes différentiellement exprimés dans les poumons de rats suite a I’exposition a I’aérosol nanostructuré de TiO»,
qui sont impligués dans le processus biologique « inflammatory response » (GO:0006954).

Agilent Probe ID | Gene symbol Gene Name Day 0 Day3 Day 28 Day 50 Day 180
Fold change | f-value |Foldchange| f-value |Foldchange| f-value |Foldchange| f-value [Foldchange| f-value
A_42_P473398 Cxcll Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 3,33 0,993 2,78 0,991 0,98 0,410 0,51 0,004 0,95 0,279
A_42_P527724 Fenb Ficolin B 2,88 0,993 1,23 0,896 1,06 0,730 1,03 0,602 1,12 0,865
A_42_P693316 Cfi Complement factor | 3,97 0,993 3,24 0,992 2,19 0,995 1,59 0,996 1,42 0,994
A_42_P695401 Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 562 0,993 4,16 0,992 1,42 0,983 0,66 0,005 1,46 0,993
A_42_P714311 Ccl3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 1,89 0,991 1,26 0,943 1,42 0,986 0,85 0,037 0,98 0,343
A_42_P735417 Fcgr2b Fcfragment of 1gG receptor Ilb 2,25 0,992 2,20 0,991 1,45 0,988 1,13 0,919 1,09 0,815
A_43_P10051 Saa4 Serum amyloid A4, Constitutive 1,54 0,985 1,92 0,990 1,28 0,975 1,10 0,891 1,18 0,961
A_43_P11443 Cdbpa Complement component 4 binding protein alpha 3,17 0,993 2,42 0,992 1,60 0,993 1,25 0,991 1,28 0,989
A_43_P11464 Fgg Fibrinogen gamma chain 1,97 0,992 2,02 0,991 1,10 0,837 0,94 0,225 0,98 0,375
A_43_P11985 Ccl20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 2,28 0,993 1,55 0,983 0,96 0,363 0,83 0,023 0,78 0,016
A_44_P1022002 Ccl7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 503 0,993 567 0,992 1,64 0,992 0,81 0,024 1,68 0,995
A_44 P1023538 C3 Complement component 3 2,63 0,993 2,47 0,992 1,99 0,994 1,44 0,995 1,32 0,990
A_44 P1039128 Cxcl10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 1,92 0,990 507 0,992 1,48 0,990 0,93 0,212 1,14 0,866
A_44 P1055780 $100a8 $100 calcium binding protein A8 2,71 0,993 3,02 0,992 1,30 0,973 1,13 0,921 1,16 0,936
A_44 _P146845 Orml Orosomucoid 1 7,14 0,993 6,76 0,993 6,58 0,995 3,24 0,997 3,75 0,996
A_44 P208138 F2 Coagulation factor Il, Thrombin 1,73 0,991 1,18 0,899 1,25 0,970 1,14 0,906 1,24 0,985
A_44_P228059 Mbl1 Mannose binding lectin 1 1,76 0,991 1,38 0,977 1,12 0,867 1,03 0,608 1,11 0,906
A_44 P274130 c9 Complement component 9 2,35 0,993 1,40 0,971 1,32 0,981 1,26 0,986 1,33 0,984
A_44 P291264 Sele Selectin E 2,40 0,993 1,39 0,971 1,07 0,759 1,11 0,858 1,28 0,988
A_44_P348781 Kngl Kininogen 1 4,01 0,993 508 0,992 5,08 0,995 3,06 0,997 3,40 0,996
A_44 P469584 Cd14 CD14 molecule 1,89 0,991 1,80 0,990 1,07 0,757 0,91 0,117 0,98 0,350
A_44 P491796 Sppl Secreted phosphoprotein 1 4,91 0,993 592 0,992 3,61 0,995 2,52 0,997 3,88 0,996
A_64_P005162 Adora3 Adenosine A3 receptor 2,03 0,992 2,08 0,991 1,28 0,966 1,08 0,869 1,10 0,870
A_64_P007633 Cabpb Complement component 4 binding protein beta 1,75 0,991 1,63 0,985 1,11 0,752 1,20 0,972 1,17 0,960
A_64_P009996 Tacl Tachykinin Precursor 1 0,61 0,010 0,47 0,008 0,70 0,012 0,86 0,073 0,93 0,182
A_64_P009999 Tacl Tachykinin Precursor 1 0,42 0,007 0,30 0,007 0,67 0,009 0,81 0,061 0,95 0,241
A_64_P013758 Hp Haptoglobin 2,86 0,993 2,44 0,991 1,90 0,994 1,50 0,995 1,39 0,994
A_64_P016978 Ccl11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 0,88 0,245 0,60 0,009 1,12 0,880 0,93 0,181 1,05 0,661
A_64_P034414 Tnf Tumor necrosis factor 3,61 0,993 2,54 0,992 1,43 0,979 0,61 0,004 1,15 0,943
A_64_P052017 Cxcl3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 3,93 0,993 3,57 0,992 0,74 0,017 0,54 0,004 0,90 0,117
A_64 P062618 Chst1 Carbohydrate sulfotransferase 1 2,37 0,993 1,38 0,978 1,65 0,993 1,34 0,993 1,61 0,995
A_64_P093899 EIf3 E74 like ETS transcription factor 3 2,18 0,992 2,02 0,990 1,13 0,859 0,94 0,216 1,05 0,695
A_64_P137063 Knglll Kininogen 1-like 1 2,96 0,993 3,72 0,992 3,86 0,995 2,70 0,997 2,66 0,996
A_64_P140437 Cxcl2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 3,72 0,993 2,89 0,992 2,15 0,995 0,52 0,004 1,33 0,987
A_64_P157743 Ccl20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 2,30 0,993 1,54 0,984 1,01 0,536 0,84 0,027 0,79 0,015
A_64_P166514 Selp Selectin P 2,62 0,993 1,52 0,978 0,97 0,382 0,95 0,262 0,93 0,245
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ANNEXE 6 : Voies biologiques KEGG significativement enrichies dans les poumons de rats exposés a un aérosol nanostructuré de TiO»,

immédiatement, 3, 28, 90 et 180 jours post-exposition (p < 0,05).

KEGG Pathways | Number of genes | P-value Genes
Day 0
Cell cycle 13 7.992410696584177E-6  |TTK, ESPL1, PTTG1, MCM5, CCNB1, CCNE1, MAD2L1, CCNB2, PLK1, GADD45G, BUB1, BUB1B, CCNA2
Complement and coagulation cascades 10 1.0199598292445844E-5 [KNG1, PLAT, MBL1, FGG, C9, C3, F2, C4BPB, C4BPA, CFI
Chemokine signaling pathway 14 3.8234343606300476E-5 |[CCL1, CXCL1, CCL3, CCL2, CXCL2, CCLY, CX3CL1, CXCL11, CCL7, CCL17, CXCL10, CCL12, CCL22, CCL20
Cytokine-cytokine receptor interaction 13 6.16658143010057E-4 IL1IR2, CCL3, CCL2, TNF, CXCL2, TNFRSF17, CX3CL1, CXCL11, CXCL10, TNFRSF9, CCL22, TNFRSF11A, LTB
NOD-like receptor signaling pathway 7 0.001529864055209581  |CXCL1, CCL12, TNF, CCL2, CXCL2, BIRC3, CCL7
Oocyte meiosis 8 0.007237161165185485 |CCNB1, CCNE1, MAD2L1, CCNB2, PLK1, BUB1, ESPL1, PTTG1
Toll-like receptor signaling pathway 7 0.009781256922069746  |CCL3, TNF, TLR2, CXCL11, CD14, SPP1, CXCL10
Circadian rhythm 3 0.02777014700342447 NR1D1, ARNTL, BHLHE41
Progesterone-mediated oocyte maturation 6 0.031783246265965834 |CCNB1, MAD2L1, CCNB2, PLK1, BUB1, CCNA2
P53 signaling pathway 5 0.044989146315619254 [CCNB1, CCNE1, CCNB2, RRM2, GADDA45G
Day 3

Chemokine signaling pathway 12 3.966699436145615E-6  |CCL1, CCL11, CXCL1, CCL12, CCL22, CCL2, CXCL2, CX3CL1, CXCL11, CCL7, CXCL10, CCL17
Circadian rhythm 5 1.1702357868187435E-5 [NPAS2, NR1D1, PER2, ARNTL, PER3
NOD-like receptor signaling pathway 7 7.876673872813935E-5  [CCL11, CXCL1, CCL12, TNF, CCL2, CXCL2, CCL7
Complement and coagulation cascades 6 0.0013179314343785982 [KNG1, FGG, C3, SERPINE1, C4BPA, CFI
Cytokine-cytokine receptor interaction 9 0.002049162464886755  |IL1R2, CCL22, TNF, CCL2, CXCL2, CX3CL1, TNFSF9, CXCL11, CXCL10

Day 28
Circadian rhythm 7 3.6426027305333013E-10 |[NPAS2, NR1D1, PER2, ARNTL, PER3, BHLHE41, CRY1
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 3 0.01629779266565033 SCD1, LOC681458, ACOT1, SCD4
Complement and coagulation cascades 4 0.019441426261391927 |KNG1, C3, C4BPA, CFI

Day 90
Circadian rhythm 6 7.618237306340586E-9  |NPAS2, NR1D1, PER2, ARNTL, PER3, CRY1
NOD-like receptor signaling pathway 5 4.960102740706445E-4  |CXCL1, CCL12, TNF, CCL2, CXCL2
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 3 0.009114740989577126  [SCD1, LOC681458, ACOT1, SCD4

Day 180
Circadian rhythm 6 1.1777184317605898E-9 [NPAS2, NR1D1, PER2, ARNTL, PER3, CRY1
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 3 0.004603031677261914 |SCD1, LOC681458, ACOT1, SCD4
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ANNEXE 7 : Liste des genes différentiellement exprimés dans les poumons de rats suite a I’exposition a 1’aérosol nanostructuré de TiO»,
qui sont impliqués dans le processus biologique « blood circulation » (G0:0008015).

Agilent Probe ID | Gene symbol Gene Name Day0 Day3 Day 28 Day 90 Day 180
Foldchange| f-value |Foldchange| f-value ([Foldchange| f-value [Foldchange| f-value ([Fold change| f-value
A_44 p348781 Kngl Kininogen 1 4,01 0,993 5,08 0,992 5,08 0,995 3,06 0,997 3,40 0,996
A_64 P018781 Calcb Calcitonin Related Polypeptide beta 2,23 0,992 1,63 0,988 1,20 0,949 L1 0,895 1,06 0,789
A_64 P137063 Kngll1 Kininogen 1-like 1 2,96 0,993 372 0,992 3,86 0,995 2,70 0,997 2,66 0,996
A_64_P009999 Tacl Tachykinin Precursor 1 0,42 0,007 0,30 0,007 0,67 0,009 0,81 0,061 0,95 0,241
A_64_P009996 Tacl Tachykinin Precursor 1 0,61 0,010 0,47 0,008 0,70 0,012 0,86 0,073 0,93 0,182
A_64 P103537 Cftr Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 178 0,991 1,48 0,981 1,21 0,951 1,03 0,715 0,91 0,115
A_44 P198620 Nos3 Nitric oxide synthase 3 0,57 0,009 0,86 0,118 0,82 0,040 0,83 0,021 0,92 0,150
A_64_P036616 Npr3 Natriuretic peptide receptor 3 0,46 0,007 0,82 0,095 048 0,005 047 0,004 043 0,004
A_64 P110103 Sod2 Superoxide dismutase 2 2,82 0,993 1,65 0,988 1,13 0,881 0,94 0,223 1,00 0,456
A_64 P138216 Gchl GTP cyclohydrolase 1 211 0,992 1,93 0,990 1,07 0,755 0,94 0,228 0,98 0,355
A_64_P011779 Sultlal  |Sulfotransferase family 1A member 1 0,80 0,070 0,58 0,009 0,96 0,372 1,10 0,886 1,20 0,975
A_43 P12580 Scnnla  |Sodium channel epithelial 1alpha subunit 0,67 0,017 0,56 0,009 0,99 0,439 1,05 0,717 1,10 0,877
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ANNEXE 8 : Liste des génes différentiellement exprimés dans les poumons de rats suite a I’exposition a I’aérosol nanostructuré de TiO»,
qui sont impligués dans le processus biologique « oxidation reduction » (GO:0055114).

Agilent Probe ID | Gene symbol Gene Name Dsvil0 Day3 D32 D10 DaviLa0
Fold change  f-value |Fold change| f-value [Fold change| f-value |Fold change| f-value [Fold change| f-value
A_42_P822588 Alox15 Arachidonate 15-Lipoxygenase 0,52 0,008 0,54 0,008 0,73 0,015 1,01 0,567 0,88 0,058
A 44 P412710 Adhfel Alcohol dehydrogenase, iron containing 1 0,58 0,009 0,70 0,015 1,03 0,663 1,09 0,820 1,16 0,957
A_64_P055684 Itgh8 Integrin subunit beta 8 1,71 0,990 1,50 0,984 0,96 0,365 1,03 0,637 0,92 0,223
A_64 P104009 Rrm2 Ribonucleotide reductase regulatory subunit M2 3,70 0,993 1,54 0,986 1,34 0,979 1,09 0,826 1,23 0,978
A_64_P113802 Rrm2 2,18 0,992 1,49 0,983 1,36 0,979 1,13 0,943 1,17 0,966
A_42 P678870 Cyp2fa Cytochrome P450 family 2 subfamily F member 1 0,59 0,009 0,78 0,042 1,08 0,796 1,25 0,984 1,12 0,910
A_44 P358194 Fmo3 Flavin containing monooxygenase 3 0,54 0,008 0,44 0,008 0,89 0,145 0,95 0,261 1,03 0,617
A _64 P123078 Phgdh Phosphoglycerate dehydrogenase 1,81 0,991 1,45 0,982 1,38 0,986 1,17 0,971 1,06 0,769
A_64_P086118 Duox1 Dual oxidase 1 1,92 0,992 2,04 0,991 1,69 0,993 1,36 0,994 1,25 0,984
A_44 P198620 Nos3 Nitric Oxide Synthase 3 0,57 0,009 0,86 0,118 0,82 0,040 0,83 0,021 0,92 0,150
A_44 P258855 Qsox1 Quiescin sulfhydryl oxidase 1 1,72 0,990 1,49 0,984 1,41 0,987 1,23 0,982 1,16 0,958
A_42 P842833 Srxnl Sulfiredoxin 1 2,16 0,992 1,65 0,988 1,31 0,977 1,20 0,974 1,09 0,859
A_44 P375502 Degs2 Delta 4-desaturase, sphingolipid 2 2,06 0,992 2,24 0,991 1,30 0,978 1,03 0,616 1,09 0,821
A_44 P360486 Cyp4bl Cytochrome P450 family 4 subfamily B member 1 0,59 0,009 1,02 0,525 0,64 0,007 0,65 0,004 0,68 0,006
A_64_P110103 Sod2 Superoxide dismutase 2 2,8 0,993 1,65 0,988 1,13 0,881 0,94 0,223 1,00 0,456
A_64 P067659 Aldhlal |Aldehyde dehydrogenase 1family memberAl 0,71 0,014 0,60 0,009 0,82 0,038 0,91 0,096 0,90 0,094
A_64_P091088 Fmo2 Flavin containing monooxygenase 2 0,70 0,017 042 0,008 064 0,008 0,92 0,144 0,95 0,220
A_44 P486312 Fmo2 0,65 0,013 0,49 0,008 0,69 0,010 0,92 0,151 1,00 0,496
A_64_P033795 Hgd Homogentisate 1,2-dioxygenase 1,14 0,799 2,12 0,991 1,07 0,705 1,04 0,739 1,01 0,511
A_44 P409232 Cyp2el Cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1 0,59 0,011 0,60 0,010 1,30 0,957 1,51 0,995 1,45 0,994
A_64_P085530 Scdl Stearoyl-CoA desaturase 0,63 0,011 1,43 0,982 0,31 0,005 0,38 0,003 0,36 0,004
A_64 P154537 LOC681458 |similar to stearoyl-coenzyme A desaturase 3 0,79 0,060 1,64 0,988 0,45 0,005 0,44 0,003 0,39 0,004
A_44 P536613 Ch25h Cholesterol 25-hydroxylase 1,72 0,988 1,05 0,630 1,68 0,992 1,09 0,883 0,70 0,008
A_64 P091935 Scd4 Stearoyl-CoA Desaturase 4 0,89 0,166 1,46 0,981 047 0,005 0,52 0,004 0,45 0,004
A_64 P157313 Grhpr Glyoxylate and hydroxypyruvate reductase 1,07 0,753 1,16 0,889 1,54 0,993 1,49 0,996 1,26 0,986

232



ANNEXE 9: Publication en tant que premier auteur acceptée dans la revue
« Toxicology and Applied Pharmacology ».

Toxicology and Applied Pharmacology 356 (2018) 5464

;qg-‘-’p ¥ Contents lists available at Sciencelirect
I Toxicology and Applied Pharmacology

ELSEVIER

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

Short- and long-term gene expression profiles induced by inhaled TiO, )
nanostructured aerosol in rat lung

Lagtitia Chézeau™”, Sylvie Sébillaud”, Ramia Safar”, Carole Seidel®, Doulaye Dembélé®,

Myléne Lomin®, Cristina Langlais®, Stéphane Grossmann®, Hervé Nunge®, Sylvie Michaux®,
Héléne Dubois-Pot-Schneider”, Bertrand Rihn®, Olivier Joubert®, Stéphane Binet®,

Frédéric Cosnier”, Laurent Gaté™*

* lnshitat Notienal de Recherche o de Sdorisd, Rue du Mervan, O5 GNE27, F545 19 Vandoenre, Cadey, Pronce

“EA 3452 CITHEPOR, Unhemitd de Loeraine, BF 30403, 54001 MNancy Cadex, Prance

© bt da Gmlr&w Moldzdoire & Colbuloire, CNRS UMR 7104 - bnarme U 964, Untversisd de .‘.'I"ﬂﬁmlg’. BF 100142, Fa7404 Mcrch, Cadey, Promce
ACNRS, MR 7545, SREMC, Unheritd ds Lorraine .54 506 Wamdranre. s Nanry, France

* gt Jean Lamwer, MR 7198 CNRS, Universitd de Lorrame, K 54506 Vandorreddc-Noney, Cadex, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The number of warkers potentially exposed to namoparticles (NPs) during industrial processes is incressing,
Tianium dloxide althaugh the toxicaogical properties of these compounds il need to be fully chamacterized. As NPs moy be
Lang mfhmmation sermolized during industrial prooceses, inhalation mpresents ther main mate of socupatonal expoure, Here,
(e expression prafile the short- amd longterm pulmonary toxicological properties of titanium dioxide were studied, wing conven

- el Lo pamss ticnal and molecular toxicalogical approaches. Fischer 344 rats were sxpossd to 10 mg/m” of a Ti0z namas
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collected up to 180 pastexposure days. Biochemical and cytological analyses of bonchalveskr bivage (BAL)
showed a strong inflammenory response up 1o 3 post-exposure days, which decressed overtime. In addition, gene
expregion profiling revealed oversxpression of genes invalved in inflammation that was maintained &months
after the end of exposure (longtemm response ). Genes invalved in oxidative stres and vascular changes wers also
up-regulated. Longterm response was characterized by persistent altered expresion of a number of genesup o
180 peetexposune days, despite the absence of significant hisopathological changes. The physiopathological
omsequences of these changes are not fully understood, but they should mise cnosrns about the long-term
pulmonary effects of inhaled biopersistent NPs such a5 TiDa

1. Introduction pharmaceuticals, and cosmetics including sunscreens (Shi et al., 201 3}
Tk, is considered to be a poorly soluble particle of low tocicity

Due to the growing use of nanomaterials in vadouws industrial pro- (ECETC, 2013; Shi et al, 2013). Thiz is partly based on several studies

cesses, the number of workers potentially exposed is increasing even
though the toxicological properties of these compounds are not com-
pletely known. Since MPs may become aerosolized, inhalation pe-
presents the main route of sccupational exposure, and the fist tisues
to be exposed are therefore those of the respimtory system.
Consequently, toxicological sudies involving inhalation in animalk
appear to be the moast mlevant to assess the early risks associated with
exposure to nanostroctured aerosals

Titanium dicwide (TiCk,) is among the most widely produced na-
nomateriak worldwide TiO: nanoparticles (MPz) are uwsed in coatings,
paints,  self-cleaning windows, food pmodects, toothpaste,
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that have been published on the pulmonary tocicity of inhaled Tick,
NPs, mainly focusing on the inflammatory response and histopatholo-
gical changes (Ferin et al, 1992; Oberdorster et al., 2000; Bermudez
at al., 2004; Shi et al., 2013). However, such comventional tosxicolegical
approaches canmot elucidate or identify the underlying molecular me-
chanizms of nanomateriak’ toricity. Thus, altemative complementary
amategies such as toxicogenomics are of great value (Halappanavar
at al, 2011; Sturla et al., 2014; Halappanavar et al, 2015; Costa and
Fadeel, 2016). Thiz approach involves the application of high content
asereening “omics-technologies”, such as tmnsdptomics, proteomics,
metabolomics, epigenomics (Nuwaydr et al, 1999; Gao et al, 2011;
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Abstract

The number of workers potentially exposed to nanoparticles during their use is increasing, although the
toxicological properties of these compounds still need to be fully characterized. As NPs may get aerosolized,
inhalation represents their main route of occupational exposure. Here, the pulmonary toxicological properties of
inhaled titanium dioxide were studied using bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cytology and proteomics
analyses. Fischer 344 rats were exposed to 10 mg/m?® of TiO, nanostructured aerosol by nose-only inhalation for
6h/day, 5 days/week over 4 weeks. Lung samples were collected up to 180 post-exposure days. Cytological
analyses of BALF showed a strong inflammatory response up to 3 post-exposure days, which persisted,
however, at lower intensity up to 180 days. In addition, using Multidimensional Protein Identification
Technology (MudPIT), we identified a total of 107, 50 and 45 proteins (UniprotKB identifiers) differentially
expressed in exposed rats immediately, 3 and 180 days after the end of exposure respectively. The analysis of
29 cytokines and chemokines in BALF, also highlighted the deregulation of the expression of some of them up
to 180 days. Increased levels of inflammatory proteins, members of proteasome, various histones, proteins
involved in cytoskeleton organization, were noticed up to 3 days (short-term response). Long term-response was
characterized by persistent altered expression of proteins up to 180 days, related to persistent inflammatory
response. Altogether, these results suggest that exposure to low toxicity low solubility nanomaterials such as
TiO, may induce long-term changes in the pulmonary protein expression pattern of which the physio-

pathological consequences are unknown.

Abbreviations: BALF, bronchoalveolar lavage fluid; DAVID, Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery; d0, d3 and
d180, immediately, 3 and 180 post-exposure days respectively; EBC, exhaled breath condensate; EMMS, Electro-Medical Measurement
System; GO BP, gene ontology biological processes; IARC, International Agency for Research on Cancer; KEGG, Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes; MudPIT, Multidimensional Protein Identification Technology; NPs, nanoparticles; OECD, Organization for Economic
Co-operation and Development; PBS, phosphate buffered saline; ROS, reactive oxygen species; TiO2, titanium dioxide
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Etude au niveau pulmonaire du profil d’expression de génes et de protéines chez le rat exposé par inhalation 2 un
aérosol nanostructuré de TiO..

En raison de l'utilisation croissante de nanomatériaux dans divers procédés industriels, le nombre de salariés potentiellement
exposés ne cesse d’augmenter, sans que pour autant les propriétés toxicologiques de ces agents chimiques ne soient
parfaitement connues. Comme des nanoparticules (NP) peuvent étre mises en suspension dans les environnements de travail,
I'inhalation représente la principale voie d'exposition professionnelle. Ainsi, I’évaluation des dangers associés a I’exposition a
des aérosols nanostructurés nécessite de réaliser des études de toxicologie expérimentale par inhalation, en utilisant des
modeles animaux. Dans ce travail, les propriétés toxicologiques pulmonaires d’un aérosol nanostructuré de dioxyde de titane
(TiO,) ont été étudiées a court et long termes, en combinant des analyses toxicologiques conventionnelles (analyses du lavage
broncho-alvéolaire (LBA), histopathologie des poumons et des ganglions lymphatiques); et de criblage moléculaire a haut
contenu (analyses de transcriptomique et de protéomique). Des rats Fischer 344 ont été exposés par inhalation oro-nasale, a
un aérosol nanostructuré de TiO, & 10 mg / m*; 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant 4 semaines. Des échantillons
biologiques ont été prélevés immédiatement et jusqu'a 180 jours suivant la fin de I'expositionL'exposition a I'aérsosol
nanostructuré de TiO, a entrainé une importante réponse inflammatoire pulmonaire aigué. Cette réponse était caractérisée par
un influx de granulocytes neutrophiles, la présence de macrophages chargés en particules au niveau alvéolaire, la
surexpression de geénes et de protéines impliqués dans les réponses inflammatoires et immunitaires, les cascades du
complément et de la coagulation, le stress oxydant. Certains génes surexprimés étaient également impliqués dans les Iésions
de I'ADN et la fibrose; et certaines protéines surexprimées étaient associées au protéasome et a l'organisation du
cytosquelette. Dans le surnageant du LBA, I’augmentation du niveau d'histones et d'autres protéines associées aux piéges
extracellulaires des neutrophiles (Neutrophilic Extracellular Trap, NET) suggere la libération de ces piéges extracellulaires
dans I'espace alvéolaire. Cette libération possible de NET se produit dans un contexte inflammatoire mais en I'absence de
changements histopathologiques significatifs. Ce processus inattendu n’a fait I’objet que de trés peu d’études en lien avec une
exposition a des nanomatériaux. Six mois apres la fin de I'exposition (réponse a long terme), I'inflammation a diminué et
s’accompagnait d’une baisse de la charge pulmonaire de titane (un marqueur fiable de la charge pulmonaire en
nanoparticules de TiO,), mais de nombreux genes et protéines étaient différentiellemment exprimés. Les conséquences
physiopathologiques des changements rapportés ici ne sont pas entiérement connues, mais ces résultats devraient susciter des
interrogations quant aux effets pulmonaires a long terme des NP inhalées biopersistantes de faible toxicité comme le TiO.,.
En conclusion, ce travail montre gu'il existe une bonne relation entre les changements cytologiques et histopathologiques
d'une part et les modifications des profils d'expression de génes et de protéines d'autre part. Cependant, dans certains cas, la
transcriptomique et la protéomique pourraient étre plus sensibles que les méthodes conventionnelles pour identifier de
nouvelles propriétés toxicologiques, ou pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents de la toxicité des
produits chimiques. Notre étude avec d'autres travaux de la littérature pourraient également étre utiles pour identifier des
biomarqueurs d’exposition aux nanomatériaux ou prédire leurs effets nocifs a long terme.

Mots-clés : dioxyde de titane, nanoparticule, inflammation pulmonaire, profil d’expression de génes et de protéines, réponse
a court et long terme

Study of gene expression and protein profiles in rat lungs exposed by inhalation to a nanostructured aerosol of
titanium dioxide

Due to the growing use of nanomaterials in various industrial processes, the number of workers potentially exposed is
increasing even though the toxicological properties of these compounds are not completely known. Since nanoparticles (NP)
may get aerosolized, inhalation represents their main route of occupational exposure. Then, inhalation studies of nanomaterial
toxicity in animal models appear to be the most relevant approach to assess their hazards. In this work, we studied the short
and long term pulmonary toxicological properties of inhaled titanium dioxide (TiO,) nanostructured aerosol (NSA), using
conventional (broncho-alveolar lavage (BAL) analyses, lung and lymph nodes histopathology); and high content molecular
toxicological approaches (transcriptomics and proteomics analyses). Fischer 344 rats were exposed to 10 mg/m® of TiO,
nanostructured aerosol by nose-only inhalation, 6h/day, 5 days/week for 4 weeks. Biological samples were collected
immediately and up to 180 post-exposure days. Exposure to TiO, NSA resulted in a strong acute pulmonary inflammation.
This response was characterized by a neutrophil influx, the presence of particle-laden macrophages in the alveolar lumen, as
well as overexpression of genes and proteins involved in inflammatory and immune responses, complement and coagulation
cascades, oxidative stress. Some overexpressed genes were also involved in DNA damage and fibrosis; and some
overexpressed proteins in proteasome and cytoskeleton organization. In the BAL supernatant, the increased level of histones
and other neutrophilic extracellular trap (NET) -associated proteins suggests the release of these traps in the alveolar space.
This possible NET release occurs in an inflammatory context but in the absence of significant histopathological changes.
Very few studies reported this unexpected process related to exposure to nanomaterials. Six months after the end of exposure
(long-term response), inflammation had decreased in line with the decrease of titanium lung burden (a surrogate for TiO,
pulmonary deposition), but many genes and proteins remained differentially expressed. The physiopathological consequences
of the molecular changes reported here are not fully known, but these results should raise concern about the long-term
pulmonary effects of inhaled low toxicity NP such as TiO,. Altogether, this work shows that there is a good relationship
between cytological and histopathological changes in one hand and gene as well as protein expression profile modifications
in the other hand. However, in some cases transcriptomics or proteomics could be more sensitive than conventional methods
to identify new toxicological properties or to better understand the underlying molecular mechanisms of chemicals toxicity.
Our study along with others could also be helpful to identify biomarkers of exposure or predict the long-term adverse effects
of nanomaterials.

Keywords : titanium dioxide, nanoparticle, lung inflammation, gene and protein expression profile, short and long-term
response
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