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Quand on voyage vers un objectif, il est trés important de préter attention au chemin.
C'est toujours le chemin qui nous enseigne la meilleure fagon d’y parvenir,

et il nous enrichit a mesure que nous le parcourons.

Paulo Coelho







AVANT PROPOS

A I’heure actuelle, I’engouement pour les nanoparticules cache un réel enjeu a la fois pour les
chimistes, les physiciens, les biologistes et les toxicologues. Aussi petites soient elles, les
nanoparticules suscitent beaucoup des réflexions chez la plupart des chercheurs. Bien que,
depuis 10 ans les scientifiques se penchent de plus en plus sur le cas des nanoparticules
manufacturées, les nanoparticules au sens large existent depuis tous les temps dans
I’environnement, sous forme de nanoparticules naturelles.

Cependant, 1’engouement pour les nanotechnologies ne cesse ne s’accroitre et les
nanoparticules sont produites & large échelle et incorporées dans notre quotidien. Leurs
propriétés spécifiques leurs conférent des avantages dans bien des domaines,
malheureusement, certaines des ces particules sont formées de métaux déja reconnus comme
toxiques pour les organismes. 1l est donc essentiel pour les toxicologues et écotoxicologues de
se pencher, pendant qu’il est encore temps, sur les réels impacts de ces matériaux émergents.
Ainsi, dans la cadre de se projet de doctorat, il a été essentiel de travailler avec des solutions
commerciales qui sont susceptibles de se retrouver dans le milieu environnant. Il a été aussi
fondamental de caractériser le matériel étudié ce qui a permis la collaboration de différentes
équipes de recherche de hautes qualités, spécialisées dans leurs domaines d’expertise.

Les études de toxicologie des nanoparticules sur différents modéles d’animaux en est a son
balbutiement, la force de ce projet a donc été de réaliser une étude multimodele et d’intégrer
aussi des notions de toxicité chez des organismes déja perturbés par leur milieu. Les
expériences in vitro sont la base de la recherche dans le domaine des nanoparticules, elles
permettront par la suite de pouvoir mieux cerner les réactions in vivo des nanoparticules.

La recherche en toxicologie des nanoparticules démarre tout juste, elle a un avenir prometteur
mais encore beaucoup de travail reste a faire, et principalement en chimie, afin de doser les
nanoparticules contenues réellement dans le milieu. D’autre part, ’'usage des nanoparticules
nécessite une réglementation, idéalement internationale, afin de minimiser les expositions et
les risques encourus. Vous l’aurez compris, lorsqu’on parle de nanoparticules, il faut
automatiquement évoquer une collaboration entre les laboratoires scientifiques, mais aussi
avec les institutions, c’est seulement a cette condition que les connaissances dans ce nouveau

domaine avanceront.




RESUME GENERAL

A Theure actuelle, I'usage des nanoparticules est de plus en plus médiatisé. Elles sont
maintenant utilisées a grande échelle et sont présentes dans tous les domaines : biologie,
médecine, ingénierie, optique, électronique, mécanique, chimie, pharmacologie, cosmétique.
Les nanoparticules sont utilisées en raison de leurs propriétés spécifiques. Dans le domaine
médical, par exemple, les nanoparticules de Cd/S Cd/Te aussi nommées quantum dots (QDs)
sont utilisées comme sondes fluorescentes. Quant aux nanoparticules d’argent (AgNPs), elles
sont principalement employées pour leurs propriétés antimicrobiennes. Cependant, de
récentes €tudes ont démontrés que ces nanoparticules induisent une certaine toxicité.
Malheureusement, peu de recherches ont été réalisées sur les nanoparticules et le systéme
immunitaire.

L’objectif principal de cette thése était donc d’évaluer I’immunotoxicité des nanoparticules de
Cd/S, Cd/Te et d’Ag sur des espéces modeéles. Dans le cadre de ces travaux, nous avons défini
quatre sous-objectifs : 1) déterminer I’impact des nanoparticules sur différentes cellules et
systémes immunitaires ; 2) évaluer les facteurs influengant la toxicité des nanoparticules; 3)
identifier les atteintes mécanistiques de la réponse immunitaire 4) établir la toxicité des
nanoparticules en fonction des stress environnementaux.

Afin d’évaluer la toxicité des ces matériaux émergents nous avons choisi d’étudier in vitro les
performances du systéme immunitaire de quatre modéles d’animaux : ’humain, la souris
(Mus musculus), la truite arc en ciel (Oncorhynchus mykiss) et la moule (Mytilus edulis). Ces
especes ont été définies car elles représentent des espéces sentinelles de leur milieu de vie.
Ainsi, ces espéces sont souvent utilisées dans des études écotoxicologiques ou dans les études
de risques.

Dans un premier temps, nous devions déterminer I’impact de ces contaminants émergents sur
les performances du systéme immunitaire. Les résultats des différents paramétres
immunitaires ont démontrés que les nanoparticules induisent des altérations des performances
du systéme immunitaire. Selon les espéces, les nanoparticules (QDs et d’AgNPs) induisent
une immunostimulation ou une immunosuppression. Le modéle mammifére semble étre le
plus sensible aux NPs. D’autre part, nos résultats ont mis en évidence le fait que les NPs
n’induisent pas toutes la méme toxicité, les AgNPs sont plus toxiques que les QDs.
Finalement, nos résultats ont démontré qu’il existait une gradation de la toxicité des

nanoparticules en fonction des espéces exposées.
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Dans un deuxiéme temps, nous devions déterminer si la toxicité des nanoparticules était
influencée par leur chimie, par la nature du métal les composants et par leurs tailles. Nos
expériences ont permis de démontrer que les NPs ne sont pas stables dans les différents
milieux de cultures utilisés pour chacun des modéles d’animaux. Elles sont stables dans I’eau
stérile, dans le RPMIc et RPMIc sans bicarbonate. Toutefois, elles se désagrégent dans 1’eau
de mer. D’autre part, notre étude a démontré que les NPs non transformées (celles qui ne
subissent pas de filtration etc.) sont internalisées entiérement dans les cellules. Selon les
especes, les métaux dissous contenus dans la particule sont plus toxiques que la NP attestant
une certaine stabilité de la particule. De plus, la taille joue un réle dans la toxicité des QDs.
Les résultats obtenus par ultrafiltration attestent que les particules de grosses tailles sont plus
toxiques que celles de petites tailles. Ces derniéres, quant a elles, induisent des phénomeénes
de stimulation du syst¢éme immunitaire a faible dose plus communément appelé phénoméne
d’hormese.

Dans un troisiéme temps, nous devions évaluer les mécanismes de défense de la cellule lors
d’expositions in vitro au NPs. Les résultats ont montré une production de thiols a faible dose
de QDs et une diminution & fortes concentrations. Ceci suggére que les nanoparticules
induisent un stress oxydatif, qui a forte dose n’est plus contr6lé par la cellule. De méme, il a
été observé que de fortes concentrations de QDs induisent la production des
métallothionéines. Cela pourrait étre attribué au relargage des ions métalliques toxiques
contenus dans le noyau de la particule. D’autre part, les résultats obtenus en imagerie
électronique et confocale nous ont permis d’affirmer que les QDs et AgNPs induisent des
phénomeénes d’apoptose et de nécrose chez les cellules immunitaires.

Dans un quatriéme temps, nous devions déterminer si une exposition aux contaminants
naturels modulait la toxicité des nanoparticules chez la moule bleue. Ces études in vitro ont
été réalisées a la fois dans des sites choisis en France et au Québec. Les résultats obtenus ont
démontré que des organismes déja sensibilisés par leur milieu de vie sont encore plus
sensibles 4 une exposition aux NPs. Par ailleurs, lors de phénomeéne « stress on stress » des
NPs non toxiques au laboratoire deviennent toxiques a forte dose lors d’expérience de terrain.
Finalement, ces expériences ont contribu¢ & une meilleure connaissance de la toxicité des NPs
selon différents modeles d’études. Elles ont apporté beaucoup de renseignements sur les
performances des systémes immunitaires de différents modéles d’animaux. Ceci a permis
d’évaluer la sensibilité de chaque espéce et de classer celles-ci selon les risques d’exposition.
D’autre part, I'utilisation de nanoparticules commerciales et le volet de caractérisation

chimique de la thése ont permis de mieux évaluer les réels enjeux liés aux particules. Les
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résultats concernant la sensibilité des différents modéles d’animaux pourront étre utilisés dans
les prochaines études de risques. Dans le futur, il serait intéressant de mener plus d’études sur
la génotoxicité des NPs, sur les processus de métabolisations associés et leur impact sur le

développement du systéme immunitaire.

Ktudiant Directeur de recherche
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I- Introduction, mise en situation

A T’heure actuelle I’'usage des nanoparticules est de plus en plus médiatisé. Elles représentent
de gros enjeux financiers, en 2014 plus de 15 % des produits manufacturés seront faits a base
de nanoparticules (Iavicoli, Calabrese et al. 2010). Ces nouveaux matériaux représentent donc
un trés gros marché de production et de vente évalué a 2.4 trillions de dollars en 2014. Elles
sont maintenant utilisées a grande échelle. Ainsi, les nanoparticules sont donc présentent dans
tous les domaines, biologie, médecine, ingénierie, optique, électronique, mécanique, chimie,
pharmacologie, cosmétique (Hardman 2006; Paul and Lyons 2008). Elles sont retrouvées dans
les objets utilisés au quotidien. En 2006, plus de 300 produits commerciaux disponibles sur le
marché contenaient des nanomatériaux (Maynard, Aitken et al. 2006; Koeneman, Zhang et al.
2009). Ainsi les nanoparticules sont dispersées dans les différents milieux ’eau, I’air et le sol
(Biswas 2005; Farre, Gajda-Schrantz et al. 2009). Cependant peu d’informations sont connues
sur le destin des nanoparticules, leur comportement, les voies d’exposition et de relargage

dans le milieu (Simonet and Valcarcel 2009).

Malheureusement, il n’existe pas encore de réglementations concernant ’usage de ces
nouveaux matériaux. Le principe de précaution semble la meilleure solution & adopter
actuellement (2009). A présent, il n’existe donc pas assez d’informations sur la toxicité des
nanoparticules pour prédire tous les risques en fonction de chaque situation, il est donc
nécessaire de limiter les contacts directs avec les nanoparticules (2009). L’usage des
nanoparticules dans le quotidien est un sujet de débat encore d’actualité (Handy, Owen et al.

2008).

D’autre part, la plupart des nanoparticules sont composées de métaux, dont la toxicité n’est
plus & démontrer (Thurn K. Ted 2007). La stabilit¢ des particules est donc un critére
primordial. Une altération des particules en fonction de I’environnement pourrait causer des
cas de toxicité (Chan 2008). Ainsi, il est fondamental de mener des études écotoxicologiques

afin d’obtenir des données et mettre en place des rapports d’évaluation de risques.

En effet certaines théorie indiquent que les nanoparticules sont relarguées dans le milieu
(Biswas 2005), elles s’ajouteraient alors aux nombreux contaminants déja présents tels que :
les hydrocarbures, les herbicides, les métaux, les contaminants émergents ou les espéces

biologiques toxiques. Afin de pouvoir étudier ces pollutions et de prévoir leurs impacts sur




I’environnement et sur ’homme, les études écotoxicologiques utilisent divers organismes, de
plusieurs niveaux trophiques, comme bioindicateurs. Il existe de nombreuses espéces
animales sentinelles servant de signaux d’alarme lors de contaminations (Lower and Kendall
1990). Les souris principalement utilisées en laboratoire, constituent le modéle de mammifeére
par prédilection. Les poissons, comme les truites arc en ciel, sont aussi trés souvent utilisés
pour les détections de toxicité présentent dans les eaux douces. Finalement les mollusques
bivalves et particuliérement les moules (Mytilus sp.), sont de bons exemples d’espéces

sentinelles servant de signaux d’alarme dans les eaux de mer.

En effet, chaque espéce citée précédemment est susceptible d’étre exposée a des
contaminations présentes dans leurs différents milieux de vie respectifs. Ainsi la souris est a la
fois mise en présence de contaminants présents dans I’eau, I’air et le sol et son systéme
immunitaire, trés développé, basé sur les réponses immunitaires innées et acquises permettent
d’effectuer des extrapolations au modéle humain. La truite quand a elle, est souvent exposée a
des contaminants solubles dans les eaux douces, son systtme immunitaire posséde de
nombreuses similitudes avec celui des mammiféres, comportant aussi un systéme immunitaire
inné et adaptatif présentant des anticorps tétramériques IgM et IgG (Chilmonczyk and Monge
1987; Zelikoff 1994; Kollner, Wasserrab et al. 2002; Passantino, Altamura et al. 2002;
Tryphonas, Fournier et al. 2005). La moule, par son activité filtrante, accumule les différents
polluants présents dans la colonne d’eau. Dans leur systéme circulatoire ouvert, des cellules
pluripotentes ou hémocytes sont les précurseurs de la réponse immunitaire des bivalves.
Remplissant différents roles (a la fois cellules digestives, immunitaires, nerveuses etc.) ces
cellules sont primordiales et vont étre a l’origine de mécanismes de défenses telle la

phagocytose réalisée par les granulocytes (Sauve, Brousseau et al. 2002).

11 est donc fondamental de pouvoir évaluer les performances du systéme immunitaire lorsque
celui ci est mis en présence de nouvelles molécules comme les nanoparticules. Le systéme
immunitaire représente la protection du corps par excellence quelque soit son degré de
complexité (Paul 2008), il permet ainsi de lutter contre les infections (Zolnik, Gonzalez-
Fernandez et al. 2010). Selon les cas, il peut étre soit sous stimulé ou sur stimulé. Une étude

portant sur le systéme immunitaire prend alors toute son importance.

Les réponses immunitaires des organismes aux polluants peuvent ainsi étre étudiées grice a
divers paramétres utilisés lors de bioessais. Ces tests, basés sur 1’'usage de biomarqueurs,

permettent d’observer les états et les réponses d’un organisme a différentes doses de




contaminants (Gestel and Brummelen 1996; Fournier, Cyr et al. 2000; Lassere, Johnson et al.
2007; Monserrat, Martinez et al. 2007).

Ce projet de recherche s’inscrit dans ce contexte ; il est composé de quatre volets. Le premier
porte sur I’étude de deux types de nouveaux contaminants : les nanoparticules de Cd/S Cd/Te
aussi nommées quantum dots (QDs) et les nanoparticules d’argent (AgNPs ViveNano®).
Leurs impacts sur le systtme immunitaire a été étudié sur 4 espéce modéles : I’humain, la
souris (Mus musculus), la truite arc en ciel (Oncorhynchus mykiss) et la moule (Mytilus edulis).
Ce volet consiste aussi a déterminer si la toxicité des QDs et des AgNPs est identique selon
les modéles d’animaux sélectionnés, si une gradation de la réponse spécifique peut étre mise
en place. Le second volet, visera a I’étude comparative de la toxicité des NPs et celle
engendrée par les composants métalliques des NPs. Sachant que la taille et la forme sont des
critéres agissants sur la toxicité des particules, ce volet portera aussi sur ’impact de
différentes tailles de QDs et des AgNPs sur le systtme immunitaire des différentes espéces
modeles. Le troisiéme volet sera axé sur la mécanistique associée aux NPs, a I’expression de
la toxicité sur les mécanismes de défense de la cellule. Enfin, le quatriéme volet consistera a
I’étude de I’effet des nanoparticules chez des organismes bivalves déja sensibilisés par leur

milieu de vie, ces études in situ seront réalisées a la fois en France et au Québec.

II- Revue de littérature

1. La démarche en écotoxicologie

1.1 Les notions de base en écotoxicologie
Lorsque le terme d'écotoxicologie est évoqué, il sous entend a la fois les notions d’écologie et

de toxicologie. Cette science étudie donc I’impact des polluants toxiques dans les écosystémes
et la biosphére entiére. Dans ce sens, 1’écotoxicologie vise en 1’étude de la toxicité potentielle
de contaminants chez les espéces vivantes (notion de danger) et la probabilité d’effets néfastes
sur ’environnement (notion de risque). Vers les années 1950, en Amérique du Nord,
I’écotoxicologie aquatique a pris un essor fulgurant. Les premiers tests étaient basés sur des
toxicités aigués chez les poissons suite aux rejets agricoles et industriels dans les cours d’eau.
Cependant, les résultats de 1’époque étaient limités en raison de leur non extrapolation aux
autres espéces, communautés et populations du milieu. Dans les années 1970, des essais
laboratoires (tests biologiques ou bioessais) plus poussés sur des invertébrés, des algues, des

bactéries, puis des multi-espéces (ainsi que ceux en microcosmes en mésocosmes et in situ)
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ont été inclus dans les études et ont permis une prédictibilité a court et long terme sur

différents niveaux biologiques de I’écosystéme (Santiago, Becker Van Slooten et al. 2002).

Actuellement les bioessais sont étroitement liés & I’analyse de nouvelles substances ou
produits chimiques mis sur le marché (régle de I’'OCDE et de la commission européenne pour
I’évaluation des risques sur I’environnement) et a la surveillance du milieu aquatique dans le
cadre de programme d’action pour la réglementation des pollutions. Dans ce contexte les buts
des bioessais sont multiples a savoir : enregistrer les nouveaux composés utilisés (tels les
pesticides, phytosanitaires, antisalissures, etc.), surveiller les eaux usées des stations
d’épuration, étudier les sites a risque et évaluer 1’écotoxicité de ces milieux, contrler les eaux
de percolation, de décharges et les boues, et enfin contréler I’impact des sédiments (exemple

lors de dragages).

La démarche écotoxicologique suit souvent le méme patron de cheminement. Tout d’abord
chaque recherche débute par une hypothése a savoir s’il y a réellement un danger pour
I’organisme étudié, pour I’environnement et pour 1’homme ? Ainsi le départ de toutes
démarches en écotoxicologie nécessite la description des sites d’études ou son contexte,
I’analyse des données de caractérisation, la sélection des substances d’intéréts et 1’élaboration

d’un modéle conceptuel.

Par la suite une évaluation toxicologique est nécessaire, il s’agit de créer une revue des
données toxicologiques existantes pour des substances d’intérét et aussi de choisir des valeurs
de référence toxicologique. En paralléle, une estimation de I’exposition réelle est nécessaire,
ceci nécessite 1’étude de différents réservoirs comme I’eau, le sol, les sédiments et I’air dans
le but de prédire I’exposition réelle des organismes aux contaminants. Cette approche
implique donc une étude des circulations et de la distribution des contaminants chimiques, et
des données sur la transformation ou de la dégradation de ceux-ci. Mais le point le plus
important est bien sur de pouvoir qualifier et de quantifier la pollution, c'est-a-dire, définir le
niveau de contamination. Pour cela, I’estimation de I’exposition nécessite un choix de
récepteurs €cologiques, de médias environnementaux et de voies d’exposition. Ceci sous
entend le choix de scénaries d’exposition et I’estimation des doses de toxines (Cours en

gestion de I’environnement, Université de Bruxelles).

Afin de répondre a ces interrogations, la troisiéme étape de la démarche écotoxicologique est
la caractérisation du risque. Pour cela, des courbes doses réponses sont réalisées afin

d’évaluer les effets néfastes d’une substance sont caractéristiques de cette étape. Il est

4




question a cette étape de caractériser certains termes : définir la NOEC (No Observed Effect
Concentration ou concentration maximale pour laquelle aucun effet toxique n’est observé) et
la LOEC (Lowest Observed Effect Concentration ou concentration minimale avec effets
nocifs observés) (Duffus and Worth 2006).

Toutes ces informations nécessitent donc une inférence des tests de laboratoire sur les
conditions réelles du milieu naturel. Cependant, les conditions expérimentales sont trés
différentes de celles en laboratoire, de plus les facteurs environnementaux comme la
température, ’humidité, le vent, la salinité peuvent avoir des conséquences importantes,
malheureusement ces conditions ne peuvent pas toujours étre reproduites en laboratoire. Dans
le méme ordre d’idée des facteurs externes tels, ’activité industrielle (avec les métaux, les
composés organiques, les matiéres plastiques), la diversification de I’industrie chimique,
I’agriculture (engrais, pesticides, fertilisants...), les pollutions anthropiques sont aussi des
paramétres a prendre en considération. D’autre part, lorsqu’un composé chimique ou
biologique toxique se retrouve dans le milieu (par I’'une des voies évoquées précédemment) sa
détection est variable, elle est fonction de son temps de résidence (Cours en gestion de
I’environnement, Universit¢é de Bruxelles). Ce temps est dépendant de la circulation
atmosphérique, des eaux de surface et des nappes phréatiques. La plupart du temps, les
toxines s’accumulent dans les sédiments et leur relargage est d’autant plus long que le
composé est stable. En milieu aquatique, il y a a la fois adsorption des polluants et dissolution
dans I’eau. La grande persistance de ces substances dans les écosystémes favorise leur
transfert & I’ensemble des réseaux trophiques de 1’écosystéme (Widmeyer and Bendell-Young
2007).

La notion de risque prend alors tout son sens, effectivement chaque écosystéme est organisé
selon un réseau trophique. Chaque réseau trophique est formé d’un ensemble de chaines
alimentaires organisées selon des maillons, les producteurs primaires et les proies formant
toujours la base de la chaine et les prédateurs apicaux le sommet. Le fonctionnement de ces
chaines alimentaires est essentiellement régulé par des effets cascades « top down» et
« bottom up » (Larkin 1996). L’effet « top down » ou contréle descendant correspond a la
régulation des composantes de bas niveaux trophiques par un ou plusieurs prédateurs
supérieurs. Au contraire 1’effet « bottom up », ot contréle ascendant, est la régulation des

composantes du réseau trophique par leurs proies (Chassot 2005).




Lors d’une contamination, un phénoméne d’amplification biologique (bioamplification ou
biomagnification) d’un niveau trophique a un autre, est observé car le niveau inférieur sert de
réservoir alimentaire au suivant et donc, par une relation directe, le niveau supérieur de la
chaine alimentaire concentre les substances toxiques présentes dans le niveau inférieur (Hayes
2007). En effet, la pyramide de concentration des composés toxiques dans les niveaux

trophiques est inversée par rapport a la pyramide des biomasses.

Dans ce contexte, certaines notions importantes peuvent étre définies. La bioconcentration est
le résultat de I’absorption, de la distribution et de I’élimination d’une substance présente dans
I’eau (I’air et le sol) qui passe a travers les membranes biologiques (Mackay 1982). D’autre
part, la bioamplification se définie comme le résultat net, pour une espéce, de 1’absorption
(via air, eau, sol, sédiments, nourriture), de la distribution et de 1’élimination d’une substance.
Les teneurs observées dans les tissus d’espéces situées au sommet des chaines alimentaires
seront d’autant plus élevées que le composé est stable et que la chaine est longue. Au sein
d’une chaine trophique la notion de transfert est donc fondamentale, elle se définie par un
facteur de transfert qui est le rapport des concentrations en polluants entre le niveau trophique

netn+l.

Les effets des produits toxiques sur la chaine alimentaire produisent différents effets notoires.
Les principaux sont souvent ceux les plus observés et permettent d’évaluer le degré de
toxicité (la toxicité aigué, de grande intensité, sur une durée courte, elle s’oppose a la toxicité
chronique plus diffuse et agissant sur du long terme). Parmi ces réponses biologiques, une
baisse de la reproduction, une altération de la croissance, du comportement (entrave a
I’alimentation, inhibition & la réaction de fuite devant les prédateurs, accouplement
défectueux, entrave au frai) avec des conséquences immédiates sur les effectifs de la seconde

génération sont les caractéristiques les plus évidentes.

Ainsi, ce qui s’observe a I’échelle individuelle, peut se répercuter a 1’échelle de la population.
Les premiéres indications observables sont une réduction d’abondance et de richesse
spécifique, des effets sur la dominance (diminution de l’effectif de I’espéce la plus
dominante). Effectivement, I’impact est plus grand sur les espéces spécialisées sur le plan
alimentaire que sur les espéces généralistes; les prédateurs voient leur nombre décroitre
davantage que celui des herbivores. Des effets sur les espéces-clefs de peuplement peuvent
aussi causer de grands désordres dans 1’équilibre de 1’écosystéme. Ces espéces aussi nommeées

« keystone species », sont fondamentales pour 1’écosystéme elles déterminent la présence et
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I’absence d’autres espéces et régulent donc 1’écosystéme. A plus grosse échelle, une
perturbation écosystémique peut entrainer des effets sur le fonctionnement de I’écosystéme
(flux d’¢énergie, les cycles des éléments), des effets sur la biomasse et la productivité, des
effets sur la production primaire, des effets sur la productivité secondaire, des effets sur la

décomposition des matiéres organiques.

L’observation des différents résultats au laboratoire et en milieu naturel permet donc de
caractériser les risques toxiques in situ sur les bioccenoses exposées aux polluants. La finalité
de la démarche visant la gestion de ces risques. En fonction des différents phénoménes
observés, qu’ils s’agissent de relation dose-réponse, de seuils de contamination, d’actions
synergiques de polluants, d’effets sur les populations, une notion d’acceptabilité va étre
définie. L’élaboration de normes de protection et de lois représentent le dernier maillon de la
démarche en écotoxicologie, ces normes sont souvent relatives 4 chaque pays, cependant les
études tendent de plus en plus & la définition et 1’'usage de normes de protections

internationales.

1.2 La notion d’espéces sentinelles
Dans un contexte d’écotoxicité, de nombreuses études basent leur démarche sur des

bioindicateurs (Zhou, Zhang et al. 2008). Un bioindicateur est une espéce végétale, fongique
ou animale, ou un groupe d'espéces (groupe éco-sociologique) ou encore un groupement
végétal dont la présence (ou I'état) renseigne sur certaines caractéristiques écologiques (des
modifications physico-chimiques, microclimatiques, biologiques et fonctionnelles) de

l'environnement (Lower and Kendall 1990; Hayes 2007).

Les bioindicateurs ont ’avantage de pouvoir servir pour des détections analytiques car la
concentration du polluant dans les étres vivants est trés supérieure & celle dans les biotopes
(bioconcentration). De plus, lors de bioessais, il est plus évident de pouvoir contréler la
bioaccessibilité du polluant pour la biomasse (sa disponibilité). Les bioindicateurs servent
aussi dans les pollutions aigué€s et chroniques. Aux vues des différents avantages des
bioindicateurs certaines conditions sont fondamentales dans le choix de ceux ci. Ces régles
différencient un bon bioindicateur d’un faible bioindicateur. Dans 1’idéal, un bioindicateur est
une espéce relativement sédentaire afin d’établir une relation entre la concentration de
polluants observée et le site géographique. En effet, les espéces migratrices sont souvent de
mauvais bioindicateurs étant donné qu’elles fréquentent de nombreux sites aux

contaminations diverses. Un bon bioindicateur est fondamentalement une espéce abondante,




elle devrait présenter une forte longévité (plusieurs classes d’age) et étre de taille raisonnable
pour la dissection (quantité de tissus, échantillonnage) (Rainbow 1995). Finalement, le point
essentiel, une corrélation simple entre la concentration de 1’individu et celle du biotope et de

I’alimentation doit exister.

Méme si un bioindicateur est sélectionné selon ces différents critéres, il est essentiel de garder
en téte que chaque espéce est soumise a des facteurs intrinséques et externes qui vont agir sur
la réponse biologique. Concernant les facteurs intrinséques, selon I’age et/ou le stade de
développement, le stade de I’embryon, la taille de I'individu (le temps de demi-vie d’un
polluant est d’autant plus court que I’espéce a un faible poids) les réponses vont étre
différentes. Comme la concentration d’un polluant est fonction de la masse du polluant en
fonction de la masse de tissu (ou de fluide), il est nécessaire que I’échantillonnage soit
homogéne (sexe, age et poids). Les facteurs externes agissant sur ’espéce bioindicatrice sont
le métabolisme lui méme lié au cycle des saisons. Le métabolisme est en effet dépendant de
ce cycle, les paramétres du milieu changent donc en fonction des différentes saisons. Lors de
’'usage de bioindicateurs, des données physicochimiques comme la température, le pH, la
salinité, les courants sont indispensables. Comme il a été évoqué dans le chapitre précédent
lors d’études comportant des bioindicateurs, il faudra prendre en compte les facteurs

abiotiques, la bioaccessibilité des toxines, la durée et I’intensité de I’exposition.

Dans le milieu terrestre les lichens (et mousses), les plantes (a tubercules), les invertébrés
(annélides), les vertébrés tels certains oiseaux (les plumes), les cervidés (les bois) sont
considérés comme de bons bioindicateurs (Cours en gestion de I’environnement, Université
de Bruxelles). Dans le domaine marin, les études utilisent souvent des algues, mousses,
mollusques, et poissons comme bioindicateurs. Les principales espéces de mollusques
principalement étudiées lors d’étude de monitoring sont les moules (Mytillus sp.), pour les
poissons il s’agit du mulet, de la perche, du flet, de la truite arc en ciel etc. (Mullus sp., Perca
sp., Platichthys flesus, Onchorhyncus mykiss) (Viarengo, Dondero et al. 2007). Les
bioindicateurs sont donc des espéces utilisées dans des études de biomonitoring (Zhou, Zhang

et al. 2008).




2. Les espéces sentinelles du projet de recherche
2.1 La moule bleue : Mytilus edulis

2.1.1 La biologie de I'animal
Les moules, mollusques bivalves de la famille des Mytilidés, du genre Mytilus, sont des

organismes qui constituent une composante écologique importante en tant que
consommateurs primaires (Deegan 1997). Les moules sont des organismes ubiquistes vivant
sur les zones cdticres et estuariennes, ce sont des trés bons bioindicateurs pour les pollutions
environnementales (Phillips 1976; Auffret, Mujdzic et al. 2002; Au 2004; Bolognesi,
Buschini et al. 2004; Nigro, Falleni et al. 2006). Ces bivalves filtreurs sont donc souvent
reconnus comme une espéce sentinelle (Brousseau, Pellerin et al. 2000; Canty, Hagger et al.
2007; Viarengo, Dondero et al. 2007). Elles sont sédentaires, souvent accrochées en
« paquets », sur les rochers, grice au byssus. Les moules sont formées de deux valves

maintenues a I’aide de puissants muscles adducteurs antérieurs et postérieurs (Figure 1).

Muscle
adducteur
postérieur

Figure 1 : a) Organisation d’une moule montrant la localisation du muscle adducteur postérieur dans le
sinus duquel se pratique la ponction de I’hémolymphe b) ponction d’hémolymphe a P’aide d’une seringue
de 1 mlL

D’autres structures sont remarquables chez ces bivalves comme les cténidies ou branchies.
Les moules sont donc des filibranches, les branchies ont deux fonctions 4 savoir: une

fonction directe pour la respiration et une indirecte pour 1’alimentation (Gossling 1992.; Au




2004). En effet, les particules flottantes dans 1’eau de mer adhérent sur les branchies, puis sont

ensuite transportées vers les palpes labiaux de la bouche (Figure 2).

La bouche est le premier organe du systéme digestif. Il est assez rudimentaire et commence
donc par la bouche suivi par un cesophage court et un estomac aussi nommé glande digestive
(structure verdatre de 1I’individu) ou les aliments seront digérés par des enzymes. Finalement,
« les déchets » de la digestion seront évacués par I’intestin et I’orifice anal débouchant dans le
siphon exhalant. Il est & noter que les particules trop grosses ou les sédiments sont directement
rejetés par le siphon exhalant sous forme de pseudofécés (Figure 2). Les branchies et la glande
digestive sont donc deux organes trés important pour les moules pour leurs rbles

fondamentaux dans la collecte de nourriture, I’absorption et la digestion. (Au et al., 2004).

Cavité péricardique Glande digestive

Muscle rétracteur pédieux

Intestin Anus

Estomac
5 Muscle adducteur
Muscles rel;z;lt;t::l:i 4 postérieur
Palpe labial Branchies

Muscle adducteur Limite du manteau

antérieur

Source : © BIODIDAC

Figure 2 : Organisation interne de la moule (http://www.glf.dfo-
mpo.ge.ca/fra/Profils_economique/Moule_2003 ; visité le 23/07/2011).

Concernant la reproduction, la moule est une espéce hermaphrodite gonochorique (dont les
sexes sont séparés et ceci tout au long de leur vie). Les pontes ont lieues a différent moments
de I’année en fonction des différents endroits sur Terre : en méditerranée par exemple la ponte
a lieue en septembre, au printemps et en juin dans les pays du nord suivi par une ponte en
hiver (Lemaire and S. Cartier 2006). En régle générale, le contenu en lipides des moules est
maximale de janvier, février, mars et juin au moment de la reproduction (Lin 2003). Il est trés
facile de déterminer la différence entre les males et les femelles, de méme que le stade de la
ponte, par simple observation des gonades en coupe au microtome (Gauthier-Clerc, Pellerin et
al. 2002; Juhel and Mcnamara 2003).La fécondation est externe c'est-a-dire qu’a une période
particuliére de I’année, les gamétes des males et des femelles vont étre émises,
simultanément, dans la colonne d’eau. Le cycle reproducteur des moules est marqué par des

périodes de l’année, il peut aussi étre influé par les phénomeénes extérieurs comme la
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température de 1’eau, la circulation des courants, la salinité (Lemaire and S. Cartier 2006).

Différents stades de développement des gonades sont observables :

- Le stade 0 ou phase de repos, elle consiste en une période d’accumulation des

réserves lipidiques et glucidiques, en vue de la reproduction.
- Le stade 1 : La glande sexuelle se développe

- Le stade 2 : Le manteau des individus se colore, celui de la femelle devient rouge

orangé et celui du male jaune créme.
- Le stade 3 ou stade de maturité sexuelle, I’émission des gamétes a lieu a ce stade.

Le cycle de développement des moules est marqué par différentes mutations (Figure 3Figure
4Figure 5), en effet une fois fécondé I’ceuf va se diviser, puis prendre la forme d’une larve dite
trochophore, puis 1’étape de métamorphose donnera une larve véligére, qui se transformera

elle-méme en un juvénile semblable a I’adulte.
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Figure 3 : Cycle de développement et d’exploitation aquicole des moules (sur
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Mytilus_galloprovincialis/en vue le 30/10/2010)
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Figure 4 : Les premiers stades de développement des ceufs; A - Spermatozoides fourmillant autour de
I'ceuf; B - Apparition du premier globule polaire suite a la fécondation; C - Stade deux cellules montrant
aussi le second globule polaire; D - Stade quatre cellulles; E- Stade huit cellules
(http://www.fao.org/docrep/009/y5720f/y5720f08.htm visité le 23/07/2011).

Figure 5 : Développement d'embryons & partir du premier stade trochophore (A) jusqu'au stade de larve
D (D). L'organe cilié de nage et de nutrition (velum) peut étre vu dans B et la formation de la premiére
valve de la coquille dans C (2jours) (http://www.fac.org/docrep/009/yS720f/y5720f08.htm visité le
23/07/2011).

2.1.2 La répartition
Les invertébrés représentent environ 95% des espéces animales, et forment une importante

composante du domaine marin (Canesi, Lorusso et al. 2007). Outre ce phénomene, ces
organismes possédent une grande répartition car ils ont un fort intérét économique (en raison
de leur aspect commercial) (Dyrynda 1998; Thorarinsdottir 2003) (Rodriguez-Dominguez
2006; Lallias, Lapégue et al. 2007). En Europe, la moule bleue Mytilus edulis est surtout
présente dans la partie nord et Mytilus galloprovincialis dans la partie sud (Figure 6).Au
Canada, la moule bleue est principalement retrouvée dans le golfe et au nouveau Brunswick
(Mallet com. pers.) (Figure 7) mais elle est aussi recensée dans le fjord du Saguenay (Bosse

1996).
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Figure 6 : Répartition de deux espéces de mytilidés Mytilus galloprovincialis au sud et Mytilus edulis au
Nord(http://aquaculture.ifremer.fr/layout/set/print/filieres/filiere_mollusques/decouverte_mollusques/mou
le visité le 23/07/2011).
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Figure 7 : Répartition de Mytilus edulis dans le Goife du Saint Laurent (http://www.glf.dfo-
mpo.ge.ca/pe/profil/mussel-moule/mussel-moule-f.php visité le 23/07/2011).

2.2 La truite arc en ciel : Oncorhynchus mykiss

2.2.1 La biologie de I’animal
Les truites arc en ciel (TAC) sont des poissons téléostéens de la famille des salmonidés du

genre Oncorhynchus, ils sont originaires d’Ameériques du Nord mais peuvent étre aussi
retrouvés en Europe ou ils ont été introduits. La TAC ou Oncorhynchus mykiss (Walbaum,
1792) se différencie génétiquement de la truite commune européenne (la truite fario, créée
lors de la dérive des continents). Les TAC sont trés utilisées dans les études écotoxicologiques

et surtout en tant que bioindicateurs (Ellis 1977). La TAC est aussi un poisson exploité
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commercialement, elle fait donc souvent 1’objet de recherche scientifique étant donné son
intérét économique (Passantino, Altamura et al. 2002). L’anatomie de la truite est représentée

a la Figure 8.
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Figure 8 : Organisation interne de la truite (adapté de : http://www.biographixmedia.com/biology/trout-
fish-anatomy.html, visité le 31/10/2010).

Ce poisson se réparti normalement dans le sous-continent nord-américain : L'Amérique du
Sud ou son trouvé des poissons autochtones. La TAC est surtout retrouvée dans les eaux
froides, les criques, les riviéres de toutes taille et les lacs. Ce poisson peut étre anadrome (qui
vit dans l'océan mais se reproduit dans des riviéres ou cours d'eau bien oxygénés, de flux
rapide et fond en gravier) est parfois retrouvé dans les courants ctiers, la TAC peut aussi de
retrouver dans les lacs. I se nourrit de nombreuses sortes d’invertébrés aquatiques et
terrestres et de petits poissons. Les poissons anadrome et certains poissons de lac peuvent

éventuellement migrer pour pondre en remontant les cours d’eaux.

11 existe des différences en fonction des truites sédentaires et migratrices, en effet les truites
anadrome atteignent vite leur taille et poids adultes (7-10 kg en 3 ans) la souche d’eau douce
dépassant rarement 4.5 kg. La TAC peut supporter de grandes variations de températures (0-
27 °C) (Gall and Crandell 1992). Par contre les températures d’élevage et de ponte doivent
étre contr6lées (inférieure a 21°C et 9°C < t < 14°C).

Les femelles peuvent produire jusqu'a 2000 ceufs/ Kg et la ponte a lieu seulement une fois par
année (janvier- mai). La TAC fait 1’objet de nombreuses études en aquaculture afin

d’optimiser la reproduction, le taux de croissance, la résistance aux maladies et d’améliorer la
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qualité de la chair et son gout. La reproduction naturelle en élevage n’étant pas réalisée, les

truitelles sont obtenus pas fécondation artificielle en écloserie (Figure 9).
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Figure 9 : Cycle de production de Ia TAC en élevage. Les Géniteurs sont tout d’abord choisi par sélection
génétique puis une fécondation artificielle est réalisée en écloserie. Par la suite les alevins grandiront dans
des bassins d’élevage avant d’étre placés dans des bassins de stockage. (Source
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/fOncorhynchus_myKiss/fr derniére visite le 19/04/ 2011).

2.2.2. La répartition
LA TAC est un poisson trés adaptable a son environnement, c’est une des raison qui explique

sa large répartition (Gall and Crandell 1992). De plus, la TAC, comme il a été évoqué
précédemment est un animal trés exploité. Beaucoup de pays font de 1’élevage de truites mais
les premiers producteurs sont situés en Europe, Amérique du Nord, Chili, Japon, et Australie

(Figure 10).

Depuis les années 1990, la production de TAC a augmenté de maniére fulgurante
spécialement en Europe et au Chili. Ceci est du & une augmentation de production des pays
internes de I’Europe (Danemark, France, Italie, Allemagne, Espagne) afin d’approvisionner
les marchés locaux, la mariculture en cages (Norvége et Chili) & des fins d’export

(http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oncorhynchus_mykiss/fr visité le 19/04/2011).

15




Figure 10 : Principaux pays producteurs d'Oncorhynchus mykiss (Statistiques des Péches FAO, 2006)
(http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oncorhynchus_mykiss/fr, visité le 01/11/2010).

2.3 La souris C57BL6

Les souris C57BL6 sont les modéles d’animaux les plus utilisés en laboratoire. Ces souris
sont surtout utilisées dans des études d’immunologie (Godleski JJ and JD. 1972; Holladay,
Xiao et al. 2010). De plus les souris C57BL6 présentent des propriétés immunologiques et
comportementales uniques (Sarna, Dyck et al. 2000; Von Stebut and Udey 2004; Nasir 2009).
Actuellement des études sont aussi menées avec les nanoparticules (Manolova, Flace et al.

2008; Nasir 2009).

3. Différents systéemes immunitaires

3.1 Développement du systéme immunitaire, notions générales chez les
mammiféres
En fonction des différents modéles animaux, le systtme immunitaire est un systéme de

défense plus ou moins adaptatif qui permet au corps de se protéger contre des molécules du
non soi (tel que des micro-organismes pathogénes). Certains organes, types cellulaires, et
molécules sont impliqués dans la réponse immunitaire dépendamment de 1’animal considéré.
D’une maniére générale, et ce pour I’ensemble des étres vivants, lors d’une réponse
immunitaire plusieurs phases peuvent étre identifiées dont la phase de reconnaissance du non
soi et la réponse effectrice en vue d’éliminer ou neutraliser I’organisme étranger (Kuby,

Golsby et al. 2001).

Deux composantes de I’immunité existe : I’immunité naturelle (ou innée) non spécifique et
I’immunité acquise (ou adaptative). Ces deux réponses agissent souvent de concert lors d’une
réponse immunitaire en effet, la réponse non spécifique étant la premiére ligne de défense lors

de la période suivant I’exposition au pathogéne, elle permet I’activation et I’optimalisation de
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la réponse spécifique (Kuby, Golsby et al. 2001). Au fil de 1’évolution le systéme immunitaire

s’est développé et spécialisé (Cooper 2003; Paul 2008).

3.1.1 L'immunité innée
L’immunité innée comporte quatre types de barriéres défensives : anatomique, physiologique,
inflammatoire et phagocytaire (Kuby, Golsby et al. 2001). La barriére anatomique est
essentiellement composée de la peau et des muqueuses. La peau constitue une barriére
mécanique qui retarde I’entrée des agents infectieux dans ’organisme, quant aux défenses
relatives aux muqueuses elles reposent davantage sur des phénoménesde compétitions
microbiennes, de sécrétions de mucus et de présences de cils vibratiles. La barriére
physiologique est composée de paramétres physiques de ’organisme, tels que le pH et la
température. De plus, cette barriére peut aussi compter sur la présence de protéines possédant
des activités antimicrobiennes telles que les lysozymes, Dinterféron et les protéines du
complément. La barriére inflammatoire est quant a4 elle une séquence d’événements
complexes qui visent a optimiser la réponse immunitaire de I’hdte en réaction 4 un dommage
tissulaire. Lors de cette réponse inflammatoire, trois événements caractéristiques se
produisent : la vasodilatation des capillaires environnants, I’augmentation de la perméabilité
vasculaire de ces capillaires et 1’arrivée de cellules phagocytaires en provenance de ces
capillaires dans le tissu 1ésé. La derniére barriére du systéme immunitaire naturel est marquée
par la grande diversité des cellules phagocytaires telles que les neutrophiles, les monocytes /
macrophages et les cellules dendritiques. De plus, le systéme immunitaire inné comporte
d’autres composantes cellulaires, non phagocytaires, telles que mastocytes et les cellules NK

(Kumar and Sharma 2010).

Les différents types de cellules impliqués dans la réponse immunitaire innée sont générés
suite & la différenciation de cellules souches lors de I’hématopoiése (Kuby, Golsby et al.
2001). Cette différenciation est induite par la présence de différentes cytokines et facteurs de
croissances dans I’environnement immédiat de ces cellules progénitrices. Les cellules souches
myéloides sont, entre autre, a I’origine des précurseurs monocytaires et granulocytaires. Les
précurseurs monocytaires se différencieront en monocytes, macrophages et cellules
dendritiques (Tableau 1), alors que les précurseurs granulocytaires se différencieront en
neutrophiles, les mastocytes et les basophiles. En contrepartie, ce sont les cellules souches
lymphoides, progénitrices de I’ensemble des cellules lymphoides (cellules T et B), incluant
les cellules Natural Killer ou NK.
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Les cellules NK circulent en permanence dans le sang. Elles possédent des récepteurs
spécifiques permettant d’identifier des cellules cibles. Elles possédent aussi & leur surface des
marqueurs d’identification CD16 et CD 56 (présents simultanément ils permettent la
reconnaissance des NK). Les NK sont spécialisées dans 1’élimination des cellules infectées

par un virus ou une bactérie, ou les cellules cancéreuses.

Les monocytes sont un type cellulaire occupant une fonction importante dans le
développement de ’organisme, le maintient de son homéostasie et la défense immunitaire.
Ces derniéres sont responsables de 1’élimination des corps apoptotiques, des composés
toxiques et sont impliqués dans la lutte contre certaines infections bactériennes (Franc,
Dimarcq et al. 1996). Afin d’effectuer ces diverses fonctions, les monocytes expriment a leur
surface une vaste diversité de récepteurs scavenger qui leur permettent de reconnaitre; micro-
organismes, lipides et cellules mortes (Auffray, Sieweke et al. 2009). De plus, les monocytes
apportent une contribution importante a la défense de I’héte en se différenciant en
macrophage tissulaire et en cellules dendritiques lorsqu’elles sont en présence d’un contexte
pro-inflammatoire (Randolph, Inaba et al. 1999; Geissmann, Jung et al. 2003; Serbina and
Pamer 2006; Varol, Landsman et al. 2007; Auffray, Sieweke et al. 2009). Les monocytes sont
un type cellulaire relativement bien conservé dans le régne animal car ceux-ci sont retrouvés
chez les mammiféres, les oiseaux, les amphibiens ainsi que chez les poissons (Herbomel,

Thisse et al. 1999).
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Tableau 1 : Récapitulatif des différentes cellules du syst¢éme immunitaire de la lignée monocytaire et leurs
caractéristiques.

Monocytes Macrophages Cellules dendritiques
Distribution Sanguine tissulaire tissulaire
Signe particulier Noyau en fer a Noyau en fer a Long prolongements
cheval cheval membranaires
Mitochondries, REG
et Golgi abondant
Marqueur CD 123 CD14 CD83
caractéristiques CD14 CR3 CD80 ET CD86
CR3 CD68 CDllc
RFcyl et 111 RFcyl et 111 CMH classe 11
Réles principaux Phagocytose Phagocytose Présentation de
Homéostasie du I’antigéne
milieu
Présentation de
I’antigéne

Les macrophages sont trés différents des monocytes selon plusieurs critéres : ils sont 5 a 10
fois plus gros, les organites cellulaires sont plus nombreux et plus complexes, leur capacité
phagocytaire est plus élevée ainsi que leur quantité d’enzymes hydrolytiques (Figure 11). Les
macrophages sont activés par des nombreuses molécules microbiennes en raison de la
présence a leur surface de « récepteurs Toll » (aussi appelés en anglais toll like receptor), de
récepteurs a opsonines (spécifique a la fonction Fc des anticorps et récepteurs du systéme du
complément). Les macrophages peuvent s’activer grice a I’intervention de cytokines sécrétées
par les lymphocytes T auxiliaires aussi appelés lymphocytes T helper (LTy) mais aussi par des
constituants des parois cellulaires bactérienne. Les macrophages activés ont donc a la fois une
capacité plus grande a tuer les microbes, mais aussi une sécrétion augmentée de médiateurs de

I’inflammation, et une capacité accrue a activer les cellules T.

Ainsi les principaux roles des macrophages sont des la phagocytose des micro-organismes,
des cellules mortes, des corps apoptotiques et de corps inertes. Ils peuvent aussi sécréter des
cytokines et participé & l’organisation de la réponse inflammatoire. Ils participent a la

présentation antigénique au lymphocytes helper (LTH) (Espinosa and Chillet 2010).
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(1) Monocyte

- Phagosame

Figure 11 : Morphologie typique d'un monocyte et d'un macrophage. Les macrophages sont de 5 a 10 fois
plus gros que les monocytes et contiennent davantage d'organites cellulaires, en particulier des lysosomes
(Kuby, Goldsby et al. 2001).

Les cellules dendritiques sont spécialisées dans 1’apprétement de 1’antigéne et sa présentation
aux cellules T. Ces cellules sont donc qualifiées de cellules présentatrices d’antigéne (CPA)
professionnelles (voir section sur I’immunité acquise). Ces cellules sont classées selon leur
localisation, elles sont principalement tissulaires (cellules de Langerhans, cellules
dendritiques interstitielles, cellules dendritiques interdigitées). Ces cellules aprés avoir capté
les antigénes par phagocytose ou endocytose se différencient et migrent dans le sang ou la
lymphe vers les organes lymphoides pour enclencher la réponse spécifique. Lors de leur
activation les cellules dendritiques vont diminuer leur activité phagocytaire et stimuler leur
capacité de présentation antigénique en surexprimant les molécules de CMH et les facteurs de
costimulation présents a la surface cellulaire (Granucci and Zanoni 2009).

Les granulocytes sont classés en neutrophiles, éosinophiles et basophiles, ces cellules se
distribuent dans le sang. Les neutrophiles sont les cellules principales de I’immunité innée et
sont principalement impliqués dans les processus inflammatoires. Ces cellules sont
principalement localisées dans le sang, le long des parois des vaisseaux mais leur temps de

demi vie dans ce compartiment est court (moins d’un jour). Puis ils rentrent dans les tissus
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lors de réponses inflammatoires. Les neutrophiles sont trés connus pour les enzymes et
molécules anti microbiennes contenus dans leurs granules. Les enzymes lytiques des
neutrophiles sont contenues dans des granules primaires et secondaires. Les granules
primaires (azurophiles) sont les plus gros granules, ils représentent un type de lysosomes
contenant des peroxydases, des lysozymes et des enzymes lytiques (protéases). Les granules
secondaires contiennent de la collagénase, de la lactoferrine et du lysozyme. Les petits
granules de stockage contiennent des lysozymes, des gélatinases, des activateurs du
plasminogéne et des cathepsines B, D. Ces granules, dans le processus de phagocytose, vont
fusionner avec le phagosome comme dans le cas des macrophages. Les neutrophiles, une fois
activés, peuvent générer des facteurs chimiotactiques (processus de relargage de protéines
pro-inflammatoires) qui attirent les monocytes et macrophages et les cellules dendritiques
(voir processus inflammatoire). Les neutrophiles sont les premiers types cellulaires a étre
recrutés dans le cas de tissus infectés (Espinosa and Chillet 2010). En contrepartie, les
¢osinophiles sont principalement retrouvés dans les tissus et dans les sous-muqueuses. Au
méme titre que les neutrophiles, les éosinophiles sont des cellules phagocytaires. Leur rdle est
prépondérant dans la défense contre les parasites.

Les différents modeles cellulaires présentés ci-dessus peuvent ingérer du matériel
extracellulaire via le phénoméne de phagocytose. Par ailleurs les cellules immunitaires
possedent a leur surface membranaire, et/ou dans les cellules, des récepteurs de
reconnaissances de pathogénes (PRR pour pathogen recognition receptors) qui vont
reconnaitre les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogénes
(PAMPs : pathogen-associated molecular patterns). Ainsi les cellules dendritiques, les
macrophages et les neutrophiles expriment des PRR. 1l existe différents types de PRR tels que
les récepteur toll (TLRs), les récepteurs RIG-I (RLRs), les récepteurs NOD (NLRs) et des
récepteurs 8 ADN (cytosolic sensors for DNA). Chez les humains il existe 10 sortes de TLR
dont 9 sont communs avec la souris (12 TLR totaux chez la souris) (Kumar, Kawai et al.
2011). Chaque TLR reconnait ces propres ligands. Ainsi les TLR peuvent reconnaitre le
peptidoglycane, les lipopolysaccharides, les hémagglutinines, ’ADN et I’ARN virale, les
flagellines, le zymosan etc. La famille des RLR consiste en trois membres RIG-I, MDAS, and
LGP2. Ces récepteurs reconnaissent I’ARN des virus contenu dans le cytoplasme des
bactéries infectées et induisent des cytokines inflammatoires et des interférons (Kumar,
Kawai et al. 2011). Les récepteurs 8 ADN réagissent lorsqu’ils sont en contact avec de I’ADN
provenant de différents sources (ADN viral, ADN plasmidique, ADN de cellules mortes). Ce
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contact induit la production du TLR-9. Les récepteurs NOD sont quand & eux une famille de

molécules sensibles par des ligands présents & 1’intérieur du cytoplasme des cellules.

Ainsi une fois que les cellules ont reconnu I’antigéne, les différents types cellulaires présentés
précédemment vont éliminer celui-ci via le processus de phagocytose. La phagocytose est un
mécanisme de défense naturel est un type d’endocytose basé sur I’englobement par la cellule
du matériel particulaire afin de former un phagosome (Figure 11). L’essentiel de la
phagocytose est réalisée par des cellules spécifiques dont la plupart réalisent 1’endocytose,

telle ’endocytose médiée par un récepteur ou la pinocytose, (Kuby, Golsby et al. 2001).

Les macrophages sont un des acteurs principaux de la phagocytose. Ainsi les macrophages
peuvent a la fois ingérer des molécules exogénes (micro-organismes entiers, fraction de
micro-organismes) mais aussi des produits endogénes (tels que les cellules hotes Iésées ou
mortes, des débris cellulaires etc.) (Kuby, Golsby et al. 2001). Lors de la phagocytose le
macrophage va adhérer 4 I’antigéne exogéne, puis va former des pseudopodes, véritables
protrusions membranaires afin d’englober le matériel fixé (Figure 12). Par la suite, les
pseudopodes vont fusionner ensemble en incluant le matériel exogéne, et former le
phagosome. Il est & noté que les anticorps peuvent venir opsoniser 1’antigéne lors de sa
présentation aux cellules phagocytaires (Abbas and Lichtman 2006). Cette opsonisation
favorise la phagocytose mais n’est pas un pré requis a la phagocytose. Ce phagosome va
rentrer dans la voie d’apprétement endocytaire et fusionner avec un lysosome pour former un
phagolysosome. C’est & cette étape que les enzymes hydrolytiques et les lysozymes vont
digérer le matériel exogéne. Finalement les résidus de la digestion vont étre exocytés du
macrophage ou présenté au systéme immunitaire de 1’héte dans un contexte de CMH de
classe II (Figure 12). Les macrophages sont donc des cellules qui participent activement a

P’homéostasie de 1‘organisme (Paul 2008).
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Figure 12 : Phagocytose et apprétement d'un antigéne exogéne par les macrophages. La plupart des
produits résultant de la digestion sont exocytés mais certains peptides peuvent entrer en interaction avec
des molécules de classe 11 du CMH, pour former des complexes présent a la surface des cellules et
présentés aux cellules Ty (Kuby, Goldsby et al. 2001).

Lors de la phagocytose, dés le contact de I’antigéne sur la membrane du phagocyte, de
nombreux médiateurs de 1’activité antimicrobienne et cytotoxique sont émis dans le
phagosome par les cellules phagocytaires. Ces substances sont souvent des formes réactives
de I'oxygene, telles que des anions superoxydes, des radicaux hydroxyles, du peroxyde
d’hydrogéne et des anions hypochlorite. Des intermédiaires réactifs dérivés de 1’azote sont
aussi produits comme 1’oxyde nitrique, le dioxyde d’azote et ’acide nitreux. D’autre part, des
microbicides comme les défensives, le facteur de nécrose tumorale a (TNF a) les lysozymes
et des enzymes hydrolytiques peuvent étre sécrétés. Ainsi au cours de la phagocytose le
processus de flambée respiratoire (respiratory burst) est activé, il s’agit du mécanisme
oxygéne dépendant. Ce phénomeéne de production d’oxydes nitriques (ON) est réalisé par les
macrophages et le résultat d’une stimulation par les cytokines, par de I’interféron y issue des
lymphocytes T (LT), par les lipopolysaccharides bactériens (LPS) ou par des parasites. La
plupart des activités antimicrobiennes engendrent la production d’oxyde nitrique et substances
dérivantes. Lors d’une trop forte réaction de 1’organisme cette production peut étre libérée

dans le milieu extracellulaire et peut causer des dommages.

Pour prévenir les dommages cellulaires causés par la production d’espéces oxygénées
réactives (EOR), de nombreux oxydants enzymatiques sont produits pour les éliminer (Kelly,
Havrilla et al. 1998). Les oxydants sont générés comme une réponse intracellulaire normale
de la mitochondrie et des peroxysomes comme la plupart des enzymes du systéme. Ce

systéme est donc basé sur une défense enzymatique comme la catalase (CAT), la superoxyde
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dismutase, le glutathion peroxydase qui peuvent maintenir 1’homéostasie (Finkel and
Holbrook 2000). De méme, il existe des composés non enzymatiques, de petite masse
moléculaire comme 1’ascorbate, le pyruvate, les flavonoides, les caroténoides qui permettent

de controler la production de ROS (Finkel and Holbrook 2000).

Ainsi, les macrophages représentent un type cellulaire impliqué dans les réponses
immunitaires non spécifiques. Cependant ces cellules coopérent aussi avec celles spécifiques
a I’immunité acquise. Dans certains cas, les macrophages peuvent faciliter la mise en place du
systéme adaptatif en exposant les antigénes aux cellules T spécifiques a cet antigéne. D’autre
part, lors de la mise en présence des macrophages avec les pathogénes, ces derniers vont

secréter des médiateurs immunitaires aussi nommée cytokines.

Par ailleurs, il existe un autre phénoméne similaire a la phagocytose appelé la pinocytose
(incluant la macropinocytose). I concerne 1’absorption de particules de taille > 1 pm. Cette
voie peut étre est réalisée ou non par la voie d’endocytose dépendante des clathrines ou
cavéoles. Les cavéoles consistent & des invaginations de la membrane de 50-80 nm contenant
des sphingolipides, cholestérol ; des récepteurs et des cavéolines (Zhang and Monteiro-

Riviere 2009) .

3.1.2 L'immunité acquise
L’immunité acquise comporte quatre caractéristiques fondamentales qui la différencient de

I’immunité naturelle. Elle posséde une spécificité antigénique, une diversité, une mémoire
immunitaire, et aussi la faculté de reconnaitre le soi du non soi. Les 2 principaux types de

cellules lymphoides sont les lymphocytes T et les lymphocytes B.

Les lymphocytes B (LB) se différencient des lymphocytes T par la synthése et la sécrétion de
molécules d’immunoglobulines (ou anticorps) (Tableau 2). Les immunoglobulines sont des
glycoprotéines solubles qui reconnaissent I’antigéne. Leur mission étant de contribuer a
’élimination de leur antigéne spécifique ou des microorganismes porteurs de I’antigéne
(Male, Brostoff et al. 2007). II existe chez I’humain différent types d’immunoglobulines IgG,
IgA, IgM, IgD, IgE. Toutes les immunoglobulines (excepté I’IgD) sont bi fonctionnelles c'est-
a-dire qu’elles vont a la fois fixer I'antigéne mais vont aussi contribuer a la lyse ou a
I’élimination de complexes immuns en activant les mécanismes effecteurs (Male, Brostoff et
al. 2007). De plus, il est & noter que les portions Fc des immunoglobulines sont reconnues par
les cellules mononucléaires, les neutrophiles, les cellules NK, les éosinophiles, les basophiles

et les mastocytes. Dans le cas d’un complexe antigéne anticorps, de nombreuses fonctions Fc
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sont libres et peuvent s’attacher via des récepteurs aux cellules ci-dessus. On dit que
I’anticorps opsonine I’antigéne le rendant plus attractif aux cellules phagocytaires (Male,
Brostoff et al. 2007).

L’interaction antigéne — anticorps d’une cellule B mature naive mise en contact avec un
lymphocyte Th induit son activation et sa différenciation des clones de cellules B spécifique.
Au cours de ce processus le LB se différencie et produit une population de plasmocytes et de
cellule B mémoires. Les plasmocytes ne possédent pas d’anticorps a leur surface mais ils les
synthétisent et les sécrétent. Selon les différentes phases de la réponse immunitaire différents
anticorps vont étres sécrétés (IgM puis IgG). Les clones des LB activités vont continuer de se
multiplier et former dans les follicules un centre germinatif ou mature la réponse B. Puis les
anticorps vont étre émis dans la circulation sanguine et rejoindre le tissu ou siége la réponse
inflammatoire. Durant la phase effectrice les anticorps contribuent 3 1’élimination des

microorganismes.

Les lymphocytes T (LT) possédent a leur surface un récepteur des cellules T ou TCR
constitué de deux chaines a et B (y et §). Ces LT ne reconnaissent pas 1’antigéne libre. La
plupart des cellules T ne reconnaissent ’antigéne que lorsqu’il est lié a des classes
particuliéres de molécules du Soi codée par des génes du systéme majeur d’histocompatibilité
(Kuby, Goldsby et al. 2001). Les lymphocytes T ont donc les fonctions des réguler la réponse
adaptatives et de cytotoxicité (Tableau 2). Selon des critéres fonctionnels deux types de LT
sont identifiables (Espinosa and Chillet 2010) :

- les lymphocytes T helper (LTx) ou lymphocytes T auxiliaires exprimant les récepteurs CD 4

- les lymphocytes T cytotoxiques (LT.) exprimant les récepteurs CD 8
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Tableau 2 : Récapitulatif des différentes cellules du syst¢éme immunitaire de la lignée lymphoide et leurs

caractéristiques.

CD4+: contrdle de la
mise en route des
réponses
immunitaires

adaptatives

Lymphocytes T
CD8+ : élimination
des celles infectées et

cancéreuses

humorale adaptative

Lymphocyte T Lymphocyte B NK
| Localisation i sanguine | sanguine Sanguine

Marqueurs TCR BCR NKR
caractéristiques

CD3 CD19 CD16

CD4 ou CD8 CD21,CR 1,24 CD 56

CD79 a,b

Réle Lymphocyte T Réponse immunitaire | Elimination des

cellules infectées par
un virus, une
bactérie, ou cellules

cancéreuses

La présentation antigénique joue un rdle central dans le déclenchement et le maintien de la

réponse immunitaire. Il existe différent acteurs :

- Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) telles que les cellules dendritiques, les

macrophages

- Les interactions moléculaires complexes induisant la présentation de petits fragments

antigéniques reconnus pas les LT

- Les molécules de costimulation des CPA activant les LT dans certaines conditions

- Les molécules d’adhérence favorisant la présentation antigénique

- L activité des cytokines agissant sur la division des lymphocytes
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Les cellules dendritiques vont capter les antigénes, elles vont exprimer des molécules du
CMH de classe II (interagissant avec les cellules T et les CD4 des LT h). Les cellules vont
migrer dans les organes lymphoides secondaires et vont sensibiliser les LT via la présentation
des antigénes sur des CMH de classe II (Male, Brostoff et al. 2007). La sensibilisation et
Pactivation des cellules T s’effectuera donc via la formation d’une synapse immunologique
entre ces deux types cellulaires. Le LT CD4 naif sera donc ainsi activé puis entrera en
prolifération. Ce phénomeéne est appelé sélection et amplification clonale. A cette étape le LT
va produire de I'IL-2 et ses récepteurs, qui vont ainsi permettent la stimulation de la
croissance des LT. Puis les LT vont se différencier en lymphocyte Th effecteur de différents
types. Selon les cytokines inductrices le LT va se différencier en un LTh effecteurs et
produire lui aussi différentes cytokines. Les lymphocytes T helper ainsi effecteurs vont ainsi
activer les lymphocytes B, les lymphocytes T cytotoxiques, et les macrophages lors de
coopération cellulaire. De plus des LT vont étre mise en mémoire (LT mémoires effecteurs et

LT mémoires centraux) pour une prochaine réponse immunitaire (Espinosa and Chillet 2010).

I est possible de stimuler la prolifération des LT, ou blastogenése, par des agents mitogénes
in vitro tels que la concanavaline A (Con A) (Paetkau, Mills et al. 1976; Duncan Matthew R. ,
George Frederick W. et al. 1982; Scharsack, Steinhagen et al. 2001). Cette prolifération
lymphocytaire est aussi nommée test de stimulation lymphocytaire ou transformation
lymphoblastique (TL). Elle est facilement détectée par I’intermédiaire de thimidine tritiée
(*H) incorporée 4 I’ADN des cellules en division par mesure de la radioactivité du *H. Un
résultat élevé indique que les lymphocytes ont proliférés et ont donc été activés ce qui

confirme leur capacité a répondre & un antigéne (Male, Brostoff et al. 2007).

3.1.3 Processus inflammatoire
La réponse inflammatoire correspond & une réponse du systéme immunitaire. Elle peut étre

soit aigué et dure environ 48h, soit chronique. Trés souvent la réponse inflammatoire aigué est
typique du systéme immunitaire inné et la réponse inflammatoire chronique celle du systéme

immunitaire adaptatif.

A titre d’exemple, les métaux afin de pouvoir étre pris en charge par le systéme immunitaire
sont souvent complexés & des protéines. En effet, le cadmium posséde une forte affinité aux
groupements thiols, et peut facilement remplacer le zinc dans certains complexes enzymes-
métal (Swiergosz-Kowalewska 2001). Ainsi lors de sa pénétration dans 1’organisme le métal

va étre transporté dans le sang. Il va étre principalement 1ié & des protéines de faibles poids
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moléculaires telles que les métallothionéines et se lier aux groupements SH- des autres
protéines, ce qui peut diminuer leur toxicité. Cependant selon la nature de I’exposition, les
métaux sont souvent la source de stress oxydatif, de modifications d’ADN (géne aberrant et
inhibition de la réparation des dommages a I’ADN), et entrainent le cancer et la circulation

d’anticorps libres.

Ainsi, les métaux entrainent une réponse inflammatoire. La premiére étape du processus
inflammatoire vise & I’activation du processus inflammatoire et s’amorce par la
reconnaissance de la molécule. Une fois reconnue les macrophages vont participer activement
a P’élimination des molécules via la phagocytose. Cependant les macrophages vont aussi
secréter de nombreuses cytokines inflammatoire telles que IL-1 IL-6 et le TNF-a et des
chémokines qui vont permettrent le recrutement des neutrophiles et des monocytes (Espinosa

and Chillet 2010).

Les cytokines ont a la fois un réle local et un rdle systémique. Leur but est de conditionner
I’infection et de conditionner 1’organisme 4 la réponse inflammatoire. IL-1 est principalement
produite par la lignée monocytaire suite a la reconnaissance des PAMPs. IL-1 permet
I’augmentation des molécules d’adhérence des leucocytes. Le TNF-a ou facteur de nécrose
tumoral est sécrétée par les macrophages dans un premier temps. A faible dose le TNF-a
augmente ’expression des molécules d’adhérence. Toutefois & dose modérée il induit la
synthése hépatique de protéines, stimule I’hématopoiése et agit sur le systéme nerveux
central. Enfin, & forte dose il induit le choc sceptique. L’IL-6 est une cytokine qui est produite
par les phagocytes, les macrophages, et les cellules dendritiques. Cette cytokine stimule la
phagocytose et la flambée oxydative. Elle augmente, chez les cellules endothéliales,
I’expression des molécules d’adhérence qui vont étre utilisées par les différentes cellules
immunitaires afin de rejoindre le tissu enflammé par diapédése. De plus, elle induit la
sécrétion de CCL2 (Chémokines ligand 2) pour recruter des monocytes. Elle induit aussi la
sécrétion des protéines de la phase aigué (Espinosa and Chillet 2010). Finalement, I'INF-y
permet I’expression des CMH II, augmente 1’activation de la présentation antigénique des
macrophages, 1’activation des lysosomes des macrophages et augmente I’activité des cellules

NK.

Puis la deuxiéme étape consiste en une vasodilation. Plusieurs molécules vasoactives vont étre
mises en cause: des acteurs de la coagulation, des médiateurs de I’inflammation, et du

monoxyde d’azote.
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La troisiéme étape est le recrutement des cellules de I’immunité. En fonction de la durée de
I'inflammation différentes cellules vont étre recrutées. Des agents chimiotactiques vont étre
sécrétés. Elles vont permettent d’attirer par exemple les monocytes et les neutrophiles. Ainsi
les premiéres cellules recrutées lors du processus inflammatoire sont les neutrophiles. Dans un
deuxiéme temps, les monocytes sont recrutés, ils vont se différencier sur le site infectieux en
macrophages et vont compléter I’activité phagocytaire des neutrophiles. Les monocytes
peuvent aussi se différencier en cellules dendritiques qui captent les antigénes et migrent vers
les organes lymphoides secondaires pour les présenter aux lymphocytes et initier la réponse
adaptative (Espinosa and Chillet 2010). C’est 4 ce moment dans le processus inflammatoire,
que la voie du complément va étre activée. Selon le type de microorganismes ou de
substances étrangéres différentes voies sont possibles : voie classique, voie des lectines ou
voie alternative. Lors du processus inflammatoire les lymphocytes T auxiliaires (LT helper),
vont aussi activer les macrophages qui deviennent alors super actifs (phénoméne de flambée

oxydative).

La quatriéme étape est la phase effectrice. Cette étape repose sur la phagocytose. Elle est
d’abord pratiquée par les neutrophiles qui sont recrutés en grand nombre et générent, lors de
leur activation, les processus de flambée oxydative. Lorsque 1’infection est importante les
neutrophiles s’accumulent, phagocytent massivement et meurent. Les macrophages moins
nombreux ont un rdle d’organisation de la réponse immunitaire. Ceux issus des monocytes
vont aider les neutrophiles et phagocyter les corps apoptotiques et les neutrophiles morts. La
phase effectrice est aussi marquée par la sécrétion de cytokines qui dans un premier active le
systtme (IL-1 et TNF-a) puis les TGF-B qui ont un effet inhibiteur de la réponse

inflammatoire. La derniére étape est celle de la réparation tissulaire.

3.2 Les cellules immunitaires de moules
Comme chez la plupart des mollusques, le systéme circulatoire est un systéme semi-ouvert

(Arumugam 2000). Les cellules circulantes des moules font partie intégrante de
I’hémolymphe et baignent donc les organes internes de 1’animal (Sauve, Brousseau et al.
2002). Ces cellules, aussi appelées hémocytes, ont donc & la fois le role de cellules
« sanguines » mais aussi de cellules immunitaires (Rodriguez-Dominguez 2006) (Figure 13).

En plus ’hémolymphe comporte aussi des effecteurs antibactériens (Séderhill 2010).

Ces cellules pluripotentes c'est-a-dire qui participent & la fois 4 1’homéostasie,  la nutrition et

4 la défense (Pipe, 1990) sont retrouvées dans 1’organisme sous différents aspects.
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Effectivement, il existe des cellules granuleuses et agranulueuses chez les moules (Figure 14).
Les cellules granuleuses ou granulocytes contiennent deux types de granules : des petits (0.2-
0.3 mm) et des gros granules (0.5- 1.5 mm). Les granulocytes & petits granules sont des
basidophiles et les granulocytes & gros granules sont des éosinophiles (Pipe, Farley et al.
1997). Les éosinophiles sont souvent qualifiés de cellules positives. Enfin, les deux derniéres
populations d’hémocytes sont les cellules intermédiaires et les hyalinocytes. Les cellules
agranulueuses sont comme leur nom I’indique des cellules sans granules (Auffret 1989). Les
hyalinocytes sont donc les cellules immunitaires les plus petites des trois sortes, elles ont peu
de cytoplasme et un noyau peu défini elles vont se situer aux faibles tailles et complexité
(Figure 14). Ces cellules, morphologiquement différentes peuvent étre séparées a I’aide d’un

gradient Percoll (Pipe, Farley et al. 1997).
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Figure 13 : Différents types de cellules immunitaires chez la moule bleue colorés au Giesma, les hémocytes
ont été incubés avec des billes de latex. Droits d’auteur réservés a d'Amélie Jauvin.
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Figure 14 : Résultats d’une différenciation cellulaire & I’aide d’un gradient Percoll (Pipe et al, 1997).
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De plus, de facteurs présents dans 1I’hémolymphe peuvent aider la phagocytose, les
agglutinines (lectines) et des peptides antimicrobiens. Trois groupes de cationiques, cystéines
peptides (4KDa) ont été identifiées chez les mollusques comme des agents antimicrobiens :
les défensives, les mytilines, les mysticines. Ces peptides sont synthétisés comme précurseurs
par les cellules circulantes avant d’étre stockées dans les cellules granuleuses (Cooper 2003).
Ces peptides servent donc a la réponse aux agents infectieux, a la réponse intracellulaire via la
phagocytose et a la réponse extracellulaire lors d’une réponse systémique tardive (Salzet

2001).

Le systtme immunitaire des moules est bien connu pour étre sensible et réagir dés les
premiers signes d’une pollution (Akaishi, St-Jean et al. 2007). De plus, la sédentarité des
moules implique une filtration des particules en suspension dans la colonne d’eau, véhiculées
par les courants de marées (Sauve, Brousseau et al. 2002). D’autre part, la moule posséde un
systéme circulatoire ouvert, ce qui augmente la surface de contact entre les contaminants et
les constituants de I’animal (Arumugam 2000; Au 2004). Les cellules immunitaires vont donc
étre influencées par des paramétres externes du milieu tels la salinité, la température, la
courantologie, les saisons, la concentration en chlorophylle a et en xénobiotiques (Fournier,
Pellerin et al. 2002; Lemaire and S. Cartier 2006; Cao, Ramos-Martinez et al. 2007). De ce
fait, les hémocytes, sont exposées directement aux polluants tels les métaux lourds, le
phytoplancton toxique, et toutes sortes de nouveaux contaminants susceptibles de se retrouver
dans le milieu marin (Damiens, Mouneyrac et al. 2007). Les paramétres internes comme le
sexe, le stade, la reproduction (Seed 1992; Zardi 2007) de I’animal vont aussi avoir une action
sur les hémocytes (Duchemin 2007). Ces différents paramétres peuvent parfois rendre la

réponse immunitaire complexe (Cao, Ramos-Martinez et al. 2007).

Les premiéres étapes de la reconnaissance immunitaire chez les bivalves est trés importante,
elles reposent sur I’identification des récepteurs de reconnaissances (aussi nommée en anglais
Pattern recognition receptor, PRR), de molécules pathogénes (ou Pathogen-Associated
Molecular Pattern PAMPs) (Séderhidll 2010). 11 existe 7 groupes de reconnaissances des

PAMPs chez les invertébrés marins. Les 7 PRR identifiés chez la moule bleue sont :

- Les protéines de reconnaissance du peptidoglycane (cette protéine permet la reconnaissance
des membranes bactériennes). Cette protéine active la voie de phagocytoses et d’activation
des récepteurs Toll, et les voies de transduction et de production des produits antimicrobiens

(hydrolyse du peptidoglycane).
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- les récepteurs spécifiques aux bactéries Gram-négatives (LPS, et B-1,3-glucane). Ces
protéines permettent I’activation de la voie d’activation de la prophénoloxydases, la cytolyse,

’agrégation bactérienne, et la réaction d’opsonisation.

- les lectines de type C. Ces protéines se fixent aux sucres terminaux des glycoprotéines et
glycolipides. Les lectines sont reconnues pour étre une sorte d’anticorps de la réponse

immunitaire innée des bivalves.

- Les galectines sont des lectines de types B-galactoside elles permettent la reconnaissance de

pathogéne microbiens, d’algues unicellulaires.

- les récepteurs scavenger (éboueurs en frangais) : ce sont des récepteurs spécialisés dans

I’endocytose de différents PAMPs

- les récepteurs Toll : Le récepteur intracellulaire Toll/interleukine-1 joue un réle majeur dans
la détection des substances du non-soi. L expression des ARNm CfToll-1 sont surexprimé par

le LPS bactérien.

Le systéme immunitaire innée des moules est sous le contrdle d’un réseau de voies de

signalisation complexe. Chez les bivalves plusieurs voies ont été identifiées :

- la voie Nf-kB : C’est une voie plutdt conservée a travers 1’évolution. Elle a un réle central
dans la réponse immunitaire et est déclenchée par la dégradation d’IxB. L’activation de la

protéine entraine la transcription de génes anti-apoptotiques dans le noyau.

- la voie des protéines kinases mitogénes activées (MAPK). La voie des map kinases régule
les processus physiologiques tels que la croissance, la prolifération cellulaire la
différenciation, la mort cellulaire et le développement du systéme immunitaire inné, elles
regroupent des kinases extracellulaires, des kinases c-Jun amino terminal kinases (JNKs) and

p38 MAPKs.

- la voie Janus kinase et transducteur de signal et activateur de transcription (JAK-STAT) :

cette voie est liée a la production de cytokines.

- la voie des récepteur Toll (TLR) : L’expression de certains TLR est sur régulée en présence

de LPS et de peptidoglycane.

Le systtme immunitaire des bivalves possédent donc différents effecteurs susceptibles de

protéger I’organisme : les peptides antimicrobiens, les cytokines, les composés du
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complément, les enzymes antioxydantes, les protéines de phase aigué. Les peptides
antimicrobiens sont comme leur nom I’indique spécialisé dans la reconnaissance des
bactéries. Les lysozymes sont des enzymes possédant une activité antimicrobienne contre les
bactéries Gram+ et gram -.Elles servent d’enzymes de digestion. Les lectines permettent la
reconnaissance du soit et du non soit mais aussi ’opsonisation et la mort de pathogénes
potentiels. Les cytokines telles que les interleukines (IK), les interférons (IF), les facteurs de
nécrose tumorale (TNF) et les chémokines jouent un réle sur la phagocytose, la chimiotaxie et

la cytotoxicité.

Lors de la réponse immunitaire des espéces oxygénées réactives (EOR) sont souvent
produites. Ces EOR telles que les anions superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, les radicaux
hydroxyles sont nécessaires pour la défense contre les contaminations. Cependant & forte
doses les EOR induisent un phénomeéne de stress oxydant, la perte des fonctions des cellules
suivies par des phénoménes d’apoptose et de nécrose. Afin de contrer les effets néfastes des
EOR, il existe chez les bivalves trois types d’enzymes antioxydantes: la Superoxyde
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT). La superoxyde
dismutase est une classe d’antioxydant qui permet la transformation des superoxydes en
oxygéne et en peroxyde d’hydrogéne. Elles font parti des protéines constitutives de
I’organisme. Le glutathion peroxydase fait parti de la famille des enzymes contenant des
peroxydases, elles sont produites afin de contrer les effets néfastes du stress oxydant. Elle
permet la transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau (SGderhill 2010). La catalase est
une enzyme centrale qui décompose le peroxydes d’hydrogéne en oxygéne gazeux et en eau.
De plus, lors de phase aigué€ de contaminations certaines protéines peuvent étre produite telles

que les « heat shock proteines » et les métallothionéines.

3.3 Le systéme immunitaire de la truite arc en ciel
Le systtme immunitaire des poissons est composé de différents types cellulaires (Figure 15) :

deux types de lymphocytes de petites et de grandes tailles (les petits étant prédominants), des
granulocytes, des thrombocytes et des globules rouges nucléés (Figure 15) (Scharsack,
Steinhagen et al. 2001). Ces différents groupes cellulaires sont différents en taille selon les
especes (Tierney, Farrell et al. 2004). Les lymphocytes sont des cellules sphériques présentant
souvent des pseudopodes, ces cellules sont reconnues pour étre les principales cellules
circulantes. Les thrombocytes sont les cellules les plus petites des leucocytes, elles ne sont pas
différenciables des petits lymphocytes lors d’un frottis sanguin, ces cellules interviennent

dans la coagulation du sang. Les granulocytes sont des grosses cellules immunitaires
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possédant un noyau mononucléaire occupant plus de 33% de la masse cytoplasmique. Il existe
trois sortes de granulocytes: les éosinophiles, les basophiles et les neutrophiles. Les
éosinophiles représentent plus de la moitié des granulocytes, les basophiles occupent aussi
une grande proportion des granulocytes. Le réle principal des granulocytes est de lutter contre
les attaques bactériennes, les contaminations etc. Les monocytes, qui se différencient
rapidement en macrophage, sont les plus grosses cellules immunitaires chez les poissons, elles
sont caractérisées par un noyau en forme de haricot et présentent de nombreuses vacuoles
cytoplasmiques. Il est souvent plus aisé de regroupé I’ensemble des cellules immunitaires
sous la dénomination leucocrites (ou leucocytes). De nombreux tests sur les leucocrites basés
sur des stress permettent I’évaluation des défenses immunitaires (Tierney, Farrell et al. 2004;

Kennedy and Farrell 2008).
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Figure 15 : Différents types cellulaires a) monocyte de saumon, b) neutrophile et monocyte de hareng, c)
cellules basophiles de saumon, d) lymphocyte de saumon, €) éosinophile de hareng, f) neutrophile de
saumon, g) neutrophile du téte de boules , h) thrombocyte de téte de boules . Coloration au Wright
Giesma. (Tiré de Tierney et al, 2004).

(a)

Les poissons possédent donc certains types cellulaires semblables aux mammiferes, cependant
ils différent des mammiféres par une organisation plus simple de la réponse immunitaire (Tort
2004). En effet, les poissons possédent un systéme immunitaire inné qui joue un rdle central
plus marqué que le systéme adaptatif (spécifique) (Ellis 2001; Esteban, Rodriguez et al.
2004). Cependant, les poissons possédent des fonctions semblables a celles des mammifeéres :
les poissons peuvent rejeter les allogreffes, synthétiser des anticorps spécifiques suite a une
stimulation antigénique (Zelikoff 1994). De plus, les cellules immunitaires peuvent: -

relarguer des messagers tels que les interleukines, les cytokines, des métabolites d’acide
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arachidonique, - agir sur des cellules tumorales, - tuer et phagocyter des pathogénes, -

relarguer des composées oxygénés (Zelikoff 1994).

Ainsi la réponse immunitaire, bien quelle soit différente de celle des mammiféres, présente
des similitudes. Il est & noter que les poissons possédent différents organes qui sont & 1’origine
de la réponse immunitaire. La premiére barriére immunitaire est physique, elle est représentée
par la peau et les branchies qui jouent un role fondamental dans le contréle des attaques
externes. Puis les centres de formation des cellules immunitaires forment le deuxiéme type de
barriére immunitaire a savoir: le thymus, le pronéphros, les reins, le foie et I’intestin.
Toutefois, la TAC ne posséde pas de moelle osseuse. Les principaux organes lymphoides sont
donc le thymus, le rein antérieur (pronéphros) et la rate. Le sang, par son abondance en
leucocytes (5 x 10* — 10° / uL) est une source importante de lymphocytes (80 % des
leucocytes) (Chilmonczyk and Monge 1987). 11 faut rappeler que le thymus est le premier
organe a €tre infiltré par les lymphocytes (thymocytes) (Ostrander, Bullock et al. 2000). Une
étude de Tatner et al.,(1985) a démontré que des thymocytes marqués radioactivement et
injectés dans le thymus d’une TAC se déplacent préférentiellement dans la rate (45%) mais
aussi dans le pronéphros (17%). La figure ci-dessus indique les différents organes du systéme

immunitaire (Figure 16).
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Figure 16 : Principaux organes responsables de I'immunité innée et acquise chez la truite arc en ciel.

Le thymus de la TAC présente de nombreuses différences avec le thymus des vertébrés
supérieurs. C’est un organe pair implanté trés superficiellement dans 1’épithélium des cavités
branchiales. Il ne posséde ni cortex ni medulla bien différenciés, et les lymphocytes se
localisent dans le thymus sans régionalisation contrairement aux mammiféres (Ostrander,
Bullock et al. 2000). Avec I’4ge il subit de légéres modifications morphologiques sans jamais

évoluer totalement. Un autre organe trés important est le rein, il posséde plusieurs fonctions
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en plus de ses fonctions d’excrétion et d’osmorégulation (tissus postérieur du rein), il est le
siége de cellules phagocytiques et hématopoiétiques (tissus antérieur du rein).

Le systéme immunitaire non spécifique, aussi appelé inné, repose sur les cellules comme les
granulocytes et les mononucléaires (macrophages) qui participent a la fois a la réponse
inflammatoire chronique et aigué (Zelikoff 1994). Comme les mammiféres les téléostéens et
d’autres organismes eucaryotes, les poissons utilisent deux types de cellules phagocytiques
comme les neutrophiles et les macrophages (présentés dans les généralités) (Afonso, Lousada
et al. 1998).Les macrophages par exemple sont des cellules trés importantes dans le systéme
immunitaire. Elles jouent a la fois le réle de cellules accessoires, effectrices et sécrétrices. 11
est bien connu que la premiére fonction des macrophages est la destruction de pathogenes et
la présentation des antigénes aux lymphocytes, et servir a la médiation de différents facteurs
comme les cytokines (interleukine-I et interférons) activant les lymphocytes (induction de la
cytolyse). Les macrophages sécrétent aussi des enzymes telles que les lysozymes intervenant
dans I’inflammation, I’immunité et la pathogenése (Narnaware, Baker et al. 1994). Ainsi,
différents types de protéines servent de véhicules et permettent I’induction de réponse de

I’organisme, certaines sont listées dans le tableau (Tort 2004)

Les poissons présentent donc un systéme immunitaire inné antigéne-dépendant avec une
action rapide. Comme il est présenté dans le tableau 1 ci-dessous, de nombreuses protéines
permettent une réponse innée chez les poissons. Les lysozymes contribuent & la défense
immunitaire innée, elles sont retrouvées dans de nombreux tissus, dans le sérum, et dans des
organes tels que la peau, les branchies et le mucus. Leur action est ciblée sur les bactéries et
sur la déstabilisation des liens glycosidiques du peptidoglycane (Demers and Bayne 1997).
Ainsi, les poissons téléostéens peuvent aussi produire de I’oxyde nitrique servant

essentiellement 4 la signalisation intracellulaire, & la vasodilatation, et a la défense

antimicrobienne (Neumann, Fagan et al. 1998).
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Tableau 3 : Protéines responsables de la communication cellulaire lors d'une réaction immunitaire.
Protéines Superoxydes peroxydes

Cytokines : Messager

Chémokines : Messager Produits par les phagocytes

Interféron : Inhibe la Actions Bactéricides

réplication virale

Complément : Action
bactériolytique, opsonisation
et activation des

macrophages Oxydes nitriques

Lysozymes : Action
bactériolytique

Phase aigué€ : Agglutination
récipitation 4
precip Peroxidation

Lectines : Agglutination .. .
g8 Nitrification

Immunoglobines :
Précipitations, agglutination,
opsonisation, complément

D’autre part, les cytokines représentent de vrais médiateurs de la réponse immunitaire,
Pinterleukine IL-1 principalement produite par les macrophages, affectent principalement la
voie de signalisation hypothalamique-pituitaire-inter-rénale (Holland, Pottinger et al. 2002).

La réponse spécifique, quant a elle, est similaire a celle des mammiféres et repose sur une
réponse humorale et a4 médiation cellulaire (Zelikoff 1994). Les cellules produisant des
anticorps sont situées dans la rate et le rein (pronéphros, mésonéphros) et correspondent 2 la
voie humorale (Rijkers, Frederix-Wolters et al. 1980). Tout comme les lymphocytes B ces
cellules sont stimulées par un agent mitogéne (les lipopolysaccharides) et portent a la surface
de leur membrane des immunoglobulines (Zelikoff 1994). Seul 1‘immunoglobuline M (IgM)
est présente chez le poisson, contrairement a toutes celles que ’on retrouve chez les
mammiféres. D’autre part, I'IgM semble déclencher des réactions plus lentes et plus faibles
(Ellis 2001). D’autre part, le systéme de lymphocytes B mémoires est trés peu développé chez
les poissons alors que le systéme des lymphocytes T et de la cytotoxicité est plutét développé
(Fischer, Utke et al. 2003; Yoder 2004). Les lymphocytes T peuvent étre stimulés par des

agents mitogénes tels que la concanavaline (ConA) et les phytohémaglutinines (PHA)
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participent 4 la réponse 4 médiation cellulaire (Ellis 1977; Kehrer, Hannan et al. 1998). De
plus, il a été démontré chez une lignée cellulaire de poisson rouge que la stimulation par la
ConA des cellules leucocytaires du pronéphros entrainait la production des facteurs de
croissance induisant la prolifération et la différenciation des macrophages (Neumann, Fagan

et al. 1998).

4. Les métaux : Des polluants prioritaires
De nombreux métaux souvent considérés comme des composés métalliques persistants sont

responsables d’une forte toxicité chez la plupart des organismes (Zhou, Zhang et al. 2008). Le
développement de P’agriculture et de I’industrie a entrainé une forte augmentation des
concentrations de métaux dans 1’environnement. Ainsi des métaux lourds comme le mercure,
le plomb, le cadmium, le cuivre, le zinc, le nickel etc. se retrouvent couramment dans les eaux
marines (Coles 1995; Fournier, Pellerin et al. 2001; Richardson 2003; Zhou, Zhang et al.
2008). Ces polluants peuvent s’accumuler dans différents compartiments du domaine marin a
savoir la colonne d’eau, les sédiments et les organismes (Rainbow 1995). Les effets déléteres
des polluants de I’environnement peuvent avoir une action directe sur les tissus ou méme sur
des mécanismes homéostatiques tels le systéme immunitaire (Lowe 1988; Auffret and
Oubella 1997). Par le phénoméne de bioconcentration de nombreux organismes accumulent
donc ces métaux (Sauve, Brousseau et al. 2002). La plupart des métaux causent des
perturbations chez les organismes marins. A différents niveaux de la chaine alimentaire, et en
fonction du degré de complexité de ’organisme, ses dysfonctionnements sont observables.
Chez les mollusques bivalves de fortes concentrations en métal vont induire une inhibition de
la phagocytose (Sauve, Brousseau et al. 2002). Dans notre étude nous nous intéresserons plus
particuliérement au cadmium et & I’argent qui ont représenté et représente encore des enjeux

en toxicologie (ATSDR 1999).

4.1 Le cadmium

Le cadmium est un polluant majeur de I’environnement classé a la gitme

place des 20
substances prioritaires (http://www.atsdr.cdc.gov, ATSDR, 2010). La plupart des étres vivants
sont exposés au cadmium par voie aériennes et par ingestion. En effet, le cadmium est
principalement émis par la fumée de cigarette, les composés sont ensuite retrouvés dans Iair
mais aussi dans I’eau via des processus de diffusions, les récoltes sont alors exposées au
cadmium dissous dans les eaux de lessivage (Jarup, Berglund et al. 1998; Jarup and Akesson
2009; Klaassen, Liu et al. 2009). Les enjeux toxicologiques du cadmium sont bien connus et

ce depuis les années 1950 ou une intoxication au cadmium, aussi appelé maladie « itai-itai »
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(« ouch-ouch ») a été détectée dans la Jinzu River au Japon (Nogawa 1981; Merrill, Morton et
al. 2008). Les personnes qui souffraient d’intoxication au cadmium présentaient des
insuffisances rénales et des fragilités du squelette (ostéomalicie) (Merrill, Morton et al. 2008).
En effet, les études sur les hommes et sur les animaux montrent que le cadmium est
responsable de phénoménes d’ostéoporose (Jarup, Berglund et al. 1998). Naturellement ce
métal est présent dans 1’environnement dans la croute terrestre a hauteur de 0.1 a 1 ppm, il est
principalement retrouvé en liaison avec du Zinc (Zn) (Huff, Lunn et al. 2007). Dans
I’industrie, ce métal est utilisé dans la production de stabilisant et de plastiques et alliages, de
pigments de peintures, de batteries, les amalgames dentaires (faible proportion) (Louria,
Joselow et al. 1972; Huff, Lunn et al. 2007). Son apport dans 1’océan global est d’environ
8000 t/ an la moitié provient d’activités humaines (Coles 1995; Joseph 2009). C*est depuis les
années 1970 que les études se sont portées sur le cadmium en raison de son impact sur les
hommes (par le biais de 1’alimentation) (Campbell 2006) et de sa grande distribution. Le
cadmium représente donc une priorité environnementale en raison de ces conséquences sur la
santé humaine et la maintenance de la biodiversité (Campbell 2006; Zhou, Zhang et al. 2008).
Le cadmium est aussi présent comme polluant aquatique majeur retrouvé dans les eaux de
surface par 1’intermédiaire des rejets urbains et agricoles contenus dans les riviéres (Bouraoui

Z. 2007; Dailianis and Kaloyianni 2007).

Dans I’organisme le cadmium est principalement 1ié a une protéine riche en cystéine aussi
appelée métallothionéines (Nordberg, Goyer et al. 1975; Joseph 2009). Le cadmium se
conjugue donc tout le temps avec des groupes sulfhydriles comme les métallothionéines et le
glutathion. Ce complexe se forme souvent dans le foie et est relargué dans la circulation
sanguine en passant par les reins (Klaassen, Liu et al. 2009) Le cadmium est surtout connu
pour affecter la phase 1 de la réponse biologique (cytochrome P450) et la phase 2 (glutathion-
S-transférase GST) (Bouraoui Z. 2007). Roméo et al (2000) indiquent dans leur étude que
chez les poissons (Dicentrarchus labrax, le bar), le cadmium entraine une réduction de la

stabilité lysosomale, la production de métallothionéines (Romeo, Bennani et al. 2000).

Le cadmium est aussi connu pour ses effets nephrotoxiques, carcinogénétiques, tératogénes, et
sa toxicité sur le systéme endocrinien et reproducteur (Olabarrieta, L'Azou et al. 2001).Chez
I’homme, il est classé comme agent cancérigéne causant des tumeurs des poumons, de la
prostate (Klaassen, Liu et al. 2009). Chez les vertébrés le cadmium augmente la sécrétion de
métallothionéines qui servent de mécanismes de protection aux toxicités aigués (Eisler 1985;

Jarup, Berglund et al. 1998; Klaassen, Liu et al. 2009). D’autres part, lors d’exposition
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chronique au cadmium, le métal va se stocker dans les organes comme les poumons, le cceur,
la rate, les testicules, les glandes salivaires, la prostate, mais les organes principaux stockant
le cadmium sont le foie et les reins (Waalkes and Klaassen 1985; Jarup, Berglund et al. 1998;
Fowler 2009). Méme une fois I’exposition stoppée, le cadmium a toujours des effets en raison
de son long temps de demi-vie (Goyer 1995; Jin, Lu et al. 1998). Concernant les reins, les
personnes exposées présentent souvent des dommages tubulaires et glomérulaires (Nordberg,
Jin et al. 1997), un phénomeéne de protéinurie et une diminution de la clearance en inuline sont
aussi observés (Friberg 1984; Merrill, Morton et al. 2008). D’autre part, la toxicité du
cadmium pour le feetus a aussi été étudiée chez les rongeurs (Levin, Kilpper et al. 1987,

ATSDR 1999).

Ce composé toxique est trés fréquemment utilisé pour des études in vivo sur des bivalves en
raison de sa forte bioaccumulation (Ke 2001; Emmanouil, Sheehan et al. 2007). Chez les
mollusques bivalves, comme 1’huitre (Crassostrea gigas), le cadmium induit une diminution
de la production de ROS traduisant un effet toxique a forte dose du produit (Auffret, Mujdzic
et al. 2002). Chez les mollusques bivalves, de fortes concentrations de cadmium vont induire
une augmentation de la concentration en thiols, ce qui traduit une stimulation des molécules
défensives telles le glutathion et les métallothionéines impliqués dans les processus de

détoxification (Sauve, Brousseau et al. 2002).

De méme la toxicité impliquée par les ions Cd** liés a des groupes sulfhydriles et
I’inactivation des groupements thiols causent un stress oxydatif (Rikans and Yamano 2000).
Le cadmium diminue la production de glutathion et la production de protéines au groupement
sulthydrile, ce qui induit la production d’espéces oxygénées réactives comme les ions
superoxydes, les radicaux hydroxyles, et du peroxydes d’hydrogéne, I’excrétion des
métabolites lipidiques urinaires, la modulation des stades d’oxydation intracellulaire, des
dommage a I’ADN, une altération de I’expression génique et des phénoménes d’apoptose

(Stohs, Bagchi et al. 2000).

D’autre part, le cadmium comme la plupart des métaux lourds peut s’accumuler dans
I’organisme dans des organes comme les intestins, le foie, les reins, les os et participer au
principe de biomagnification(Swiergosz-Kowalewska 2001). Du fait de son accumulation
dans I’organisme, la concentration de cadmium et sa toxicité augmentent 3 mesure de la
progression dans les maillons supérieurs de la chaine trophique. Trés souvent les organismes

aquatiques sont directement exposés au cadmium, En effet, les poissons, les mollusques
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bivalves, les crustacés et les gastéropodes sont bien connus pour leurs teneurs en cadmium
(Janssen and Scholz 1979; Poulsen, Riisgérd et al. 1982; Eisler 1985; Bjerregaard and
Depledge 1994; Ke 2001; Pellerin and Amiard 2009). Cependant, le cadmium est aussi
présent dans les sols et donc est potentiellement absorbable par les plantes et ainsi
bioaccumulables par les organismes qui consomment ces végétaux (feuilles et tubercules)

(Sarwar, Saifullah et al. 2010).

Le processus d’accumulation du cadmium dans I’organisme semble suivre un processus bien
défini. Chez L. elliptica, il a ét¢ démontré que le cadmium passait d’abord par les branchies
ou il serait séquestré dans la phase soluble, puis était transférer aux composés cellulaires
insolubles tels les granules ou les membranes vésiculaires (Choi 2007). Afin de contrer les
effets néfastes du cadmium et de tolérer les contaminations, les métallothionéines sont
sécrétées et séquestrent le métal (Klaassen and Liu 1998; Waalkes 2003; Fowler 2009). Ces
derniéres sont des petites protéines contenant beaucoup de cystéines, elles assurent aussi la

dispersion des métaux (Jin, Lu et al. 1998).

4.2 L’argent, véritable agent antimicrobien
L’argent est un métal utilisé depuis trés longtemps comme essentiel pour la médecine

(Edwards-Jones 2009). 11 est bien connu que I’argent sert & controler les infections (Jain,
Arora et al. 2009; Pradeep and Anshup 2009; Travan, Pelillo et al. 2009). Actuellement, de
plus en plus de bactéries sont résistantes aux antibiotiques, d’ou la nécessité de développer

des matériaux anti bactériens ou visant la lutte anti bactérienne.

Afin de lutter contre ce probléme majeur d’actualité, le domaine médical s’oriente vers
I’utilisation de composés d’argent (Travan, Pelillo et al. 2009; Liu and Hurt 2010). L’argent
est connu pour ne pas étre toxique pour les humains excepté des cas d’argyrie (pigmentation
irréversible de la peau en des teintes de gris bleu) ou I’argyrosis (pigmentation irréversible des
yeux) aprés une exposition & de I’argent colloidal de maniére chronique (Hollinger 1996;
Mirsattari, Hammond et al. 2004; Sondi and Salopek-Sondi 2004; Chang, Khosravi et al.
2006; Duffus and Worth 2006; Stepien, Morris et al. 2009).

L’argent est classé comme un métal doux qui se lie facilement et fortement aux groupements
sulfure pour former des thiolates et des sulfites. Les ions sulfures sont présents seulement en
faible quantité dans les eaux naturelles (et les ions argent indirectement). Du fait de sa grande

utilisation, environ 700 000 Kg d’argent entrent dans le milieu aquatique. De cette quantité
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267 000 kg proviennent d’activités anthropiques, environ 17% provient aussi des fabriques

liées au domaine de la photographie (Purcell and Peters 1998; Galvez and Wood 1999).

Différentes études ont déja mené sur les souris et les humain in vitro attestant des variations
de viabilité cellulaire, une diminution de la prolifération cellulaire, une diminution de la
flambée oxydative et des dommages cellulaires (Liedberg and Lundeberg 1989; McCauley,
Linares et al. 1989; Zapata, R et al. 1993; Hollinger 1996). Chez le rat et la souris des études
in vivo ont été réalisées montrant une diminution significative des leucocytes et des cellules
de 1a moélle osseuse, une augmentation de la peroxydation lipidique suite a des expositions a
I’argent (Rungby and Emnst 1992; Gamelli, Paxton et al. 1993; Shinogi and Maeizumi 1993;
Hollinger 1996). Des études ont été menées chez les plantes et la dose la NOEC la plus faible
a été trouvée chez C. dubia 4 0.001 pg d’Ag / L (Blaser, Scheringer et al. 2008). L’argent a
été déja considéré comme un métal toxique pour les organismes marins (Edwards-Jones 2009;
Laban, Nies et al. 2009). L’argent s’accumule dans les organismes marins dans le
phytoplancton. 11 est aussi toxique pour des larves des Danio rerio a des doses trés faibles.
L’argent (présent en sel de nitrate) est un métal des plus toxiques pour les poissons d’eau
douce, la concentration létale 4 50 % (LC 50) pour les truites arc en ciel (TAC) est de I’ordre
de 6,5-65 pg/L (0.06 to 0.6 pM) (Wood, Hogstrand et al. 1996) induisant des déréglements
des transports ioniques (Wood, Hogstrand et al. 1996). Il agit de maniére similaire avec les
communautés bactériennes en dissipant les flux de la pompe de protons, induisant la mort
cellulaire (Sondi and Salopek-Sondi 2004; Kim, Kuk et al. 2007; Lok, Ho et al. 2007;
Santoro, Duchsherer et al. 2007; Yoon, Byeon et al. 2008). L’argent est donc plus toxique

pour les bactéries que pour les cellules humaines (Quadros and Marr 2010).

La toxicité de I’argent est surtout liée & sa forme ionique la plus courante ou Ag', ses ions
sont surtout relachés lors de modifications de la concentration de dioxygéne et de variations
de pH dans le milieu. Selon le processus d’oxydation suivant (Edwards-Jones 2009; Liu and

Hurt 2010) (Blaser, Scheringer et al. 2008):
2 Ag(s) +2 O2(aq) + 2 H'(aq) « 2 Ag” (aq) + HO ()

Les ions Ag" inhibent les enzymes pour les cycles de ’azote du phosphore et du souffre chez
les bactéries nitrifiantes (Ratte 1999; Blaser, Scheringer et al. 2008). De plus les ions argent
peuvent bloquer la transcription de I’ADN et interrompre le cycle de respiration et la synthese

d’ATP (Kumar, Howdle et al. 2005).
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4.3 Le tellure un métal trace peu connu
Découvert en 1782 par Miiller, le tellure est principalement utilisé en électronique, optiques,

pour la conception de batteries (Chasteen, Fuentes et al. 2009). Il est aussi utilisé comme
alliage avec le plomb et le cuivre pour augmenter la résistance a la corrosion et a la
distension, comme pigment dans 1’industrie du verre (Lauwerys, Haufroid et al. 2007). Ce
métalloide fait parti de la classe des éléments traces, il est trés retrouvé dans sa forme non

toxiques (Teo) mais plutot sus ses formes d’oxyanions TeOs> (tellurite) et TeO4* (tellurate).

Le métabolisme du tellure n’a pas beaucoup été étudié (Louria, Joselow et al. 1972). 11 semble
aussi rentré dans 1I’organisme soit pas inhalation ou ingestion. Le tellure est donc éliminé en
partie par les reins, par le tractus gastro-intestinal et les poumons (Lauwerys, Haufroid et al.
2007). Par les voies aériennes il est émis sous forme d’un composé volatil le diméthyltellure
d’odeur alliacée. Afin de palier a ce phénomeéne, il a été définit que la concentration de tellure

détecté dans les urines ne devrait pas excéder 1pg/L.

Le tellure peut engendrer: des troubles digestifs, goit métallique en bouche, nausées,
amaigrissent ; des cas d’alopécie, des troubles cutanées (suppression de la sudation), des

troubles nerveux (somnolence, dépression).

La toxicité de tellure est surtout liée aux oxyanions tellurite. Il a été prouvé que cet élément
était trés toxique pour les bactéries a des concentrations inférieures & 1pg/ml (Taylor 1999).
Ceci rend donc le tellure beaucoup plus toxique, jusqu’a 100 fois, que certains métaux lourds
pourtant connus pour leur fortes toxicité comme le cadmium, le fer, le mercure, le cuivre
(Nies 1999). Le tellure est neurotoxique pour les rats, ces expériences avaient été réalisées sur
des femelles gravides avec des fortes doses de tellure injectées (Duckett 1970; Lampert, Garro
et al. 1970). Lors d’une injection accidentelle de tellure chez trois hommes, la toxicité s’est
exprimée par la mort de 2 des 3 personnes et les manifestations cliniques étaient les
suivantes : douleurs rénales, cyanoses, vomissements, haleine alliacée, perte de conscience
(Louria, Joselow et al. 1972). Cependant, certains organismes comme la bactérie gram
négative Stenotrophomonas maltophilia partagent la capacité de réduire les anions tellurites a
la forme la moins toxique le Te® (Pages, Rose et al. 2008). Ceci crée des dépots gris

métalliques dans la cellule.

Les ions TeOs* interagissent avec les thiols et le glutathion ceci a été vérifié chez E. coli
(Chasteen, Fuentes et al. 2009). Considérant les similarités chimiques avec le sélénium (Se) et

le Te, Turner et al, 2001 ont émis 1’hypothése que le GSH pouvait réduire le TeOs* en Te’
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(Turner, Aharonowitz et al. 2001). Le tellure est donc impliqué dans le systtme de stress

oxydatif.

5. Les nanomatériaux des molécules peu connues (vers une voie de
conscientisation des effets)

5.1 Définition du mot nanoparticule
Le mot prend sa racine du préfixe grec nanos [nano-], nain, et divise une unité par un milliard.

Les nanoparticules sont souvent définies comme des particules de taille inférieure a 100
nanométres de diamétre (Biswas 2005; Oberdérster 2005; Helland Aasgeir 2006; Fynewever
2007) (The Royal society & The Royal Academy of Engineering, 2004) (Figure 17). Les
points quantiques sont donc des nanocristaux colloidaux, semi-conducteurs avec des
propriétés électriques et optiques uniques (Chan and Nie 1998; Smith 2004; Hardman 2006;
Maysinger 2007).
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Figure 17 : Dimension de différentes entités biologiques et physiques dont les points quantiques. QDs sont
2 peu prés de la méme taille que les phycoérythrines. Extrait de Chattopadhyay et al, 2010. .

11 existe trois genres de nanoparticules (Helland Aasgeir 2006; Nasir 2009) (Tableau 4):

-les particules produites non intentionnellement (ingénierie pétroliére, souderie) ou

d’origine naturelle (sel, émission volcanique, feux de foret) (Moore, Icarus Allen et al. 2006).

-les particules produites dans les usines traditionnelles, comme 1’industrie chimique,

ou les industries fabricant des polyméres (charbon, dioxide de titane).




-les particules qui sont créées spécifiquement pour leurs propriétés et caractéristiques.
Elles existent dans une certaine gamme de taille et sont spécialement fabriquées pour leurs

fonctions (nanotubes de carbones, fullerénes, points quantiques voir Annexes 6.2).

En raison de la grande variété de nanoparticules et des méthodes de fabrications, il est

difficile d’interpréter et de comparer les résultats (Andrievski 2003) .

Tableau 4 : Sources des différents types de nanoparticules présentes actuellement dans I'environnement
(Nasir 2009).

Anthropogénique Naturel Accidentel Fabriqué
Nanotubes de
Friture Explosion volcanique Feux de foret
carbone
Cuisine Océan Plasma Points quantique
Sable bitumineux Biomagnétique Météorites Panneaux solaire
Activité miniére Ferritine Minéraux Fullerénes
Meétallurgie Virus Semi-conducteurs
Pots d’échappement Nuage

5.2 Historique sur les nanoparticules
L’histoire débute dés 1959 par la remarque de Richard Feynman, lors d’une rencontre

annuelle de la Société Américaine de Physique, & Dinstitut Californien de technologies, en
parlant des nanotechnologies : « There is plenty of room at the bottom » (Sastry 2003;
Hardman 2006; Maynard 2007). En 1960, le professeur Ryogo Kubo prédisait des grandes
avancées dans le domaine de la recherche grice au développement des nanotechnologies
(Hoshino Akiyoshi 2007). En 1986, Eric Dexler évoquait dans son livre « Engines of
Creation : The coming Era of Nanotechnology » 1’idée d’un futur ou I’on pourrait manipuler
la matiére, atomes par atomes et ce, dans différents domaines de recherches (Maynard 2007).
Cependant, ce n’est que trés récemment que les nanotechnologies ont pris un essor fulgurant.
En 1998, les premiers tests sur des cellules vivantes pour un marquage cellulaire ont été
réalisés par Chan et Nie (Chan and Nie 1998; Smith 2004). L’initiative Nationale Américaine
des nanotechnologies (National Nanotechnology Initiative) définissait les nanotechnologies
comme « La compréhension et le contréle de la matiére a I’échelle de 1 & 100 nm, ou des

phénoménes uniques engagerons de nouvelles applications » (NSET 2004). En 2004, la
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Société Royale et I’Académie Royale d’Ingénierie séparaient les termes de nanoscience et de

nanotechnologie dans un de leur rapport (Maynard 2007).

“Nanoscience is the study of phenomena and manipulation of materials at atomic, molecular
and macromolecular scales, where properties differ significantly from those at a larger scale.
Nanotechnologies are the design, characterization, production and application of structures,

devices and systems by controlling shape and size at the nanometer scale.”

Quarante ans aprés la célébre intervention de M. Feynman, les champs de recherche tres
variés atteignent des multi-billions de dollars (Maynard 2007). En effet, cette émergence a
stimulé un grand nombre de recherches scientifiques et mis I’accent sur le domaine de la
physique et de la chimie (Moore, Icarus Allen et al. 2006). D’autre part, depuis ces cinq
derniéres années, la communauté scientifique s’intéresse de trés prés aux associations entre
les nanoparticules et de la biologie cellulaire (Thurn K. Ted 2007). La pluridisciplinarité
devient donc inévitable dans ces cas, et des collaborations entre physiciens, chimistes et
biologistes sont & prévoir et ce a travers le monde (Vastag 2004; Paul and Lyons 2008;
SCENIHR (Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks) 2009;
Oberdorster 2010).

5.3 Sur le plan structurel, les différents types de nanoparticules
Les nanoparticules forment un grand groupe possédant des catégories de particules différentes

(Oberdérster et al., 2005 ; rapport IRSST, 2006). Les nanoparticules peuvent étre formées de
matériaux tels que le cadmium sélénium (Maysinger 2007), I’or (rapport IRSST, 2006),
I’argent (Argyle 2006; Shahverdi, Fakhimi et al. 2007), ’aluminium (Braydich-Stolle 2005),
le molybdéne (Braydich-Stolle 2005), le polystyréne (Fynewever 2007) le carbone
(Moniruzzaman 2006), le fer (Andrievski 2003), I’oxyde de zinc (Wang 2007), le dioxide de
titane (Oberdérster 1994; Argyle 2006). D’autres nanoparticules sont de natures organiques
basées sur du caroténe, du lycopéne, de la lutéine, de la zéaxanthine, de la asthaxantine etc.
(Horn 2001). Les nanoparticules, quelque soit leurs natures, se divisent en six grandes
catégories. Elles possédent chacune des formes et des caractéristiques propres (voir Annexes
6.2). Actuellement elles sont aussi sujette 3 de nombreux études écotoxicologiques et
surveillance en raison de leur large usage et des toxicités observées (Chau, Wu et al. 2007,

Oberdorster 2010).
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5.3.1 Les Points quantiques (Quantum dots), les nanocristaux ou atomes
artificiels
11 s’agit d’un des champs de recherche le plus développé depuis ces S derniéres années (Zhu
W. 2004; Thurn K. Ted 2007). En effet, le haut degré de reproductibilité et le contrdle de la
fabrication des points quantiques augmentent I’intérét porté sur ces matériaux (Empedocles
and Bawendi 1999). Les points quantiques de CdSe, qui sont souvent considérés comme des
prototypes de nanoparticules colloidales, peuvent étre synthétisées dans des quantités
macroscopiques et dont la taille s’étend de 15 a 100A (Murray 2000). Cependant, peu
d’informations sont disponibles pour ce genre de particules et ce, en raison de leur grande
variété (Moore, Icarus Allen et al. 2006; Maysinger 2007). En effet, les différentes tailles et

formes de points quantiques dans les échantillons induisent un élargissement inhomogéne du

spectre de lumiere (Empedocles and Bawendi 1999) (Figure 18).
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Figure 18 : Réponse non homogéne : A) Mesures d’ensemble du spectre d’absorption et d’émission pour
un simple nanocristal et dans un échantillon, B) excitation inhomogéne pour un spectre d’absorption et
d’émission pour un échantillon de 36 A.

Ils représentent une catégorie spécifique de nanocristal sphérique, colloidaux semi-
conducteurs avec des propriétés uniques d’émission lumineuse (Empedocles and Bawendi
1999; Sutherland 2002; Aitken 2004; Smith 2004; Medintz and Mattoussi 2005; Lovri¢
2005a; Gagné, Auclair et al. 2008a). Ils sont retrouvés sous la forme de métaux, matériels

magnétiques, d’oxydes métalliques.
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D’un point de vue structurel, un point quantique est formé d’un noyau (core) et d’une
« coquille » (enrobage, capsule ou shell) et d’un ensemble de couches qui sont susceptibles

d’enrober la particule (Figure 19).
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Figure 19 : Structure en plan d’un Point quantique montrant I’agencement des différentes couches de la
particule et la nature de celles-ci. Figure adaptée du document général d’Invitrogen® laboratories.

Il est possible que les nanoparticules soient enrobées de différentes couches (ZnS, DHLA
acide dihydrolipoique, ASB (Albumine de sérum bovin), NAC N-Acétylcystéine,
polyacrylate), ’enrobage des molécules représente un agent passif stabilisant pour la particule
afin de diminuer I’oxydation de sa surface (Derfus 2004; Lovri¢ 2005a; Gagné, Auclair et al.
2008a) et que les points quantiques ne s’agglomeérent pas (Sutherland 2002; Smith 2004;
Wauister 2004). Cette couche entourant le noyau permet aussi d’augmenter la luminescence de
la particule (Hikmet 2003). Ceci se fait par I’intermédiaire de longues chaines aliphatiques ou
de « radicaux » stabilisants (acide carboxylique COO-, ou amine NH3) (Wuister 2004).

Quatre types d’enrobage peuvent étre utilisés pour les points quantiques a savoir (Ballou,

Lagerholm et al. 2004):

- une premiére couche organique comme la trioctylphosphine (TOP) ou I’oxyde de
trioctylphosphine (TOPO) ou I’hexadecylamine (Kan 2003; Gao 2004). Les groupes
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fonctionnels de ces ligands (phosphine, les phosphines oxydes et les amines) s’attachent au
point quantique durant sa synthése Ces ligands sont hydrophobiques, les particules enrobées
de la sorte ne sont donc pas solubles pour des essais aqueux (Sutherland 2002). Mais elles
sont solubles dans des solvants non polaires comme I’hexane, le toluéne et le chloroforme

(Hikmet 2003; Smith 2004).

- une seconde couche permettant la solubilisation en solution aqueuse et la
stabilisation des points quantiques doit étre déposée. Elle peut étre faite de ligands
bifonctionnels comme de 1’acide mercaptoacétique, qui contient des groupements thiols, ou
encore des ligands comme les groupements carboxyle (qui sont trés hydrophiliques) (Shiohara
» Akiyoshi et al. 2004). D’autre part des ligands, comme 1’oxyde tri-n-octylphosphine (TOPO)
peuvent permettent la fixation de composé amphiphiliques (acide polyacrylique) souvent noté
AMP (Figure 20). Ces polymeres contiennent des chaines alkyles. Cette deuxiéme méthode est
la plus utilisée car elle maintient les propriétés optiques de la particule et permet une
meilleure stabilité dans une solution tampon. Cependant, de ce fait, la molécule augmente de

taille (Smith 2004).

- une couche de polyéthyléne glycol (terminaison par un radical méthoxy). Cette
couche est plus communément nommée PEG. Elles sont de deux sortes selon leur poids

moléculaire (mPEG-750 et mPEG-5000) (Ballou, Lagerholm et al. 2004).

- Une couche de polyéthyléne glycol terminé par des radicaux carboxyl (COOH-PEG-
3400) (Ballou, Lagerholm et al. 2004).

D’autre part, ces modifications de surfaces sont employées pour différentes raisons (Thumn K.
Ted 2007) :

- augmenter 1’absorption cellulaire des nanoconjugués (taille et anticorps) (Gao 2004).

- augmenter la spécificité de 1’absorption cellulaire (anticorps et molécules destinés a

des fins thérapeutiques (Medintz and Mattoussi 2005)).

- augmenter Defficacit¢ du marquage intracellulaire ou de la rétention de

nanoconjugués (Maysinger 2007).
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Figure 20 : Structure d’une sonde multifonctionnelle: enrobage d’une couche de TOPO dans une solution
aqueuse. Les ligands TOPO se lient avec des ligands hétéro-bifonctionnels (comme des protéines, des
anticorps, des petites molécules inhibitrices). Autour le la couche TOPO se retrouve des radicaux
carboxyles et amines. La couche de PEG se dépose en dernier. Figure adaptée de Smith et al., 2004

Ainsi les phases d’enrobage (capping) et de conjugaison (bioconjugation) ont lieue tres
souvent au méme moment lors de la synthése de la particule et augmentent donc I’intégrité de
la particule (Sutherland 2002). Il est possible de créer des liaisons covalentes avec des
peptides, des anticorps, des acides nucléiques, et avec d’autres molécules de faibles poids

(Murphy 2009).

5.3.1.1 Propriétés des points quantiques
En raison de leur taille, les nanoparticules possédent des propriétés uniques trés différentes de

celles des protéines et des sondes fluorescentes (Thurn K. Ted 2007). Les points quantiques
sont des nanocristaux inorganiques, semi-conducteurs, fluorescents, ils possédent des
propriétés optiques et physicochimiques uniques (Gao 2004; Hardman 2006; Gopee 2007,
Smith and Nie 2009).

La fluorescence des points quantiques est influencée par la taille de ceux-ci, plus les particules

sont petites plus la fréquence de la lumiére émise est faible (Figure 21) (Sutherland 2002).
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Figure 21 : (a) microscope électronique en transmission montrant des points quantiques (capés avec
TOPO) de 4 nm de diamétre et (b) solutions contenant différents types de particules de CdSe. Les tailles
de points quantiques vont de 2 nm (a gauche) 4 6 nm (& droite). Figure tirée de Sutherland, 2002.

Les nanoparticules sont intéressantes sur le plan de la physique car les points quantiques
absorbent I’énergie lumineuse a des longueurs d’ondes supérieures 2 la plus base énergie de
transition, en d’autres termes les points quantiques convertissent 1’énergie lumineuse en une
bande passante d’émission étroite (Chan 2008). Les points quantiques présentent de
nombreux avantages en raison de leur large bande d’excitation, de leur bande d’émission
étroite, a leur résistance au quenching, et surtout grace a leur stabilité photochimique (Figure

22) (Medintz and Mattoussi 2005; Chan 2008).
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Figure 22 : Différence de spectre lumineux entre une sonde (fluorochrome standard : Rhodamine) et celui
de 6 types de nanoparticules différentes (Medintz and Mattoussi 2005).
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Les points quantiques sont donc des particules stables, considérés comme des fluorochromes
trés lumineux, ils ont une bande d’émission lumineuse étroite, une haute absorbance, un trés
grand déplacement de Stokes, une haute résistance au photoblanchiement, et donc peuvent
étre excités par différentes couleurs d’émission utilisant une seule longueur d’onde d’émission
comme excitant (Akerman 2002; Ballou, Lagerholm et al. 2004; Chattopadhyay, Stephen et
al. 2010).

La photostabilité, qui se définit par un pic d’émission lumineuse trés étroit (Gopee 2007;
Thurn K. Ted 2007). Les points quantiques ont donc un spectre lumineux dont la longueur
d’onde d’absorption est plus petite que celle d’émission contrairement a celui des sondes
standards (Ballou, Lagerholm et al. 2004). Le tableau 3 résume convenablement la
comparaison entre les points quantiques et les molécules fluorescentes standards utilisées en
sciences.

Tableau 5 : Avantages de deux types de sondes lumineuses les fluorochromes standards et les points
quantiques.

Propriétés Sonde Fluorescente Points quantiques
Bande large d’excitation x v
Bande étroite d’émission X v
Emission de lumiére de haute i
. . modéré v
intensite
Disponible en plusieurs v v
couleurs
Facilement connectable aux L.
v modéré
analytes
Résistant aux Quenching x v
Photochimiquement stable x v
Bon marché et facilement
v X
obtenable

Leurs petites tailles, la nature des conjugués associés aux particules, et leur photostabilité
permettent d’utiliser ces nanoparticules en imagerie et de cibler des cellules spécifiques
(Ballou, Lagerholm et al. 2004).Les points quantiques pénétrent trés bien dans les tissus et

peuvent ainsi cibler des tissus et des cellules (Wu 2003). De plus, ils restent longtemps dans le
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systéme circulatoire de I’individu (coefficient d’extinction de 10 a 100 fois supérieur 4 celui
des fluorochromes) (Medintz and Mattoussi 2005). Ce sont donc de bons traceurs médicaux,

qui servent trés souvent dans le domaine de I’immunotracabilité (Gallego 2006).

5.3.1.2 Domaine d'utilisation
Une grande variété de procédés physiques, chimiques, biologiques, emploient des

nanoparticules et les synthétisent (Mohanpuria Prashant 2007).
- La médecine

C’est le principal domaine pour 1’usage des points quantiques (Male, Lachance et al. 2008).
D’importantes subventions (Vastag 2004; Gallego 2006) sont allouées dans ce sens et
beaucoup d’utilisation de nanoparticules sont faites en imagerie médicale (Figure 23) (Brigger,
Dubermet et al. 2002; Alivisatos 2004; Ballou, Lagerholm et al. 2004; Hardman 2006).

L’usage des nanoparticules est favorisé dans ce domaine de recherche en raison de la
photoémission et de la photostabilité de ces composés (Hoshino Akiyoshi 2007). Ainsi les
particules sont aussi bien utilisées pour des expériences in vitro et in vivo (Medintz and
Mattoussi 2005). Ces particules subissent moins la photodégradation due aux lasers tels que
ceux des cytomeétres en flux (Grieve, Mulvaney et al. 2000; Medintz and Mattoussi 2005). Si
bien que les points quantiques trés souvent remplacent les billes (fluorochromes) (Grieve,
Mulvaney et al. 2000; Lovri¢ 2005a). Pour les études in vivo par exemple, les points
quantiques sont utilisés comme agents de contraste ainsi chaque type tissulaire ou cellulaire
peut étre imagé (Smith 2004). 11 est important de noter que la grande surface d’attache des
points quantiques permet la fixation de nombreux composés (comme des anticorps, des
protéines, des molécules inhibitrices). Ces composés nommés conjugués, situés a la surface
des points quantiques, peuvent étre des anticorps et vont donc cibler des populations de

cellules bien définies (Ballou, Lagerholm et al. 2004).

La «révolution nanoparticulaire » prend toute son importance grice a Il’usage de
nanoparticules marquées, les points quantiques peuvent donc étre conjugués avec des
groupements caractéristiques comme les anticorps et certains types de ligands afin de marquer
des cellules cibles telles des cellules néoplasiques (Wu 2003; Brannon-Peppas and Blanchette
2004; Gao 2004). Ainsi les points quantiques portant & leur surface des conjugués spécifiques
comme des anticorps, des ligands, des petites molécules qui interagissent avec la surface des

cellules cancéreuses sont des priorités en imagerie cancéreuse (Maysinger 2007). Les points
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quantiques peuvent aussi marquer des peroxysomes (Colton, Falls et al. 2004), des récepteurs
membranaires, de ’ADN (Maysinger 2007) et des génes (Brannon-Peppas and Blanchette
2004; Maysinger 2007).
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Figure 23 : Récapitulatif des différentes fonctions des points quantiques utilisés en bioimagerie (Michalet
et al., 2005).

- Le quotidien

Sur 212 produits de consommation nanotechnique recensés, plus de la moiti¢ d’entre eux
(125) se révélent appartenir & la catégorie «santé et bien étre » suivi de la catégorie
« électronique et informatique » (30), « maison et jardin » (21) et enfin « produits alimentaires
et boissons » (19), le secteur de ’automobile en compte 10 et une catégorie enfant en contient
3. Dans ces groupes de produits, les domaines les plus importants sont les textiles, puis les
articles de sport, les cosmétiques, les soins corporels et les protections solaires. Les produits
de vitrification par déposition d’une couche nanométrique a la surface des objets courants sont
aussi trés employés. Les particules remplissent les microfissures 4 la surface des matériaux et
la rende lisse et suppriment tout point d’accrochage avec les poussiéres, cette technique est
utilisée dans le verre 2 vitre, les revétements de fagade, les cabines de douche, les carrosseries
de voitures. En Allemagne, ce principe a été utilisé pour un dentifrice qui vitrifiait les
minuscules fissures de 1’émail et permettait ainsi aux utilisateurs d’étre moins sensibles aux

réactions de chaud froid si désagréable pour les dents.
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Les nanoparticules sont aussi utilisées dans le domaine des cosmétiques (Hood 2004). En
effet, les fullerénes assurent une meilleure conservation des crémes pour le visage en piégeant
a leur surface les molécules responsables du rancissement des graisses. Dans les crémes

solaires le dioxyde de titane et I’oxyde de zinc sont déja utilisés pour bloquer les UV.

Dans I’alimentation, les nanoparticules de dioxyde de titane de silicium ou de zinc sont
utilisées dans les feuilles ou les bacs plastiques afin d’augmenter leur résistances. Leur
application & la surface intérieure des cannettes de biéres peut diminuer la perte de gaz
carbonique et donc améliorer la conservation du produit. Les nanoparticules se présentent
aussi sous la forme d’aromes naturels, de colorants conditionnés sous forme de nanocapsules

préte a la dissolution (Ostiguy, Lapointe et al. 2006).

- L’industrie, ingénierie, informatique

Qu’il s’agisse de matériaux d’ingénierie, d’électronique, de plastiques, et d’industries
automobiles et aérospatiale les produits de taille nanométrique sont de plus en plus utilisés
(Hoshino Akiyoshi 2007).Dans le domaine de I’électroluminescence, les nanoparticules sont
utilisées dans les composés électroluminescents tels que les diodes, LED (Hikmet 2003). La
couche recouvrant le noyau de la particule est trés étudiée car elle doit optimiser la

luminescence. Ainsi, il a été démontré que cette luminescence est liée aux orbitales d’énergie

et aux nombres d’électrons injectés dans le point quantique (Hikmet 2003).

Dans le domaine de I’ingénierie solaire, de nombreuses recherches s’intéressent aux
nanoparticules. Les cellules solaires produisent ce qu’il est communément appelé des couples
électrons et « trous » pour chaque photon et ce par le biais d’une réaction d’ionisation (Nozik
2002). Certains panneaux solaires sont basés sur des cellules de Gritzel, ces derniéres
permettent aussi la transformation d’énergie lumineuse en énergie électrique, ils représentent
une combinaison de billes comme agent sensibilisant et d’électrodes faites de nanoparticules
afin de séparer les charges électrique. Dans ce domaine les particules les plus utilisées sont
celles basées sur du TiO2 pour les procédés électroniques agissant dans ce type de cellules et

les liaisons créées entre les constituants (Grieve, Mulvaney et al. 2000).

L’informatique est un domaine en constante évolution ou les nanoparticules sont de plus en
plus introduites (Sastry 2003). D’une maniére concréte, les spécialistes cherchent a introduire
I’ére informatique du nano avec la nanoprocesseur. Ainsi cette technologie de pointe

permettrait de grandes avancées dans le stockage de données.
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5.3.1.3 Etudes toxicologiques déja menées sur les QDs
Concernant I’usage de ces nouveaux matériaux, les avis sont trés partagés et parfois
complétement opposés (Shiohara , Akiyoshi et al. 2004; Thurn K. Ted 2007); mais les
premiéres études de toxicité révélent qu’il existe bien une cytotoxicité des composés
(Oberdérster 2005). Différents tests, sur les effets potentiels des nanoparticules, ont donc été
mis en place, et ont révélé des résultats variables, liés a la taille et a la nature de la particule
(Oberdérster 2005; Lovri¢ 2005a) . 11 est essentiel de mentionner que des études in vitro sur
des modéles biologiques, sont souvent menées au préalable d’expériences in vivo et ce pour
deux raisons : Premiérement car les sondes sont difficiles a inclure dans les cellules et

deuxiémement car ces sondes sont potentiellement toxiques (Tableau 6) (Sutherland 2002). Le

Tableau 6 regroupe des études en toxicologie menées sur des QDs comportant un noyau de

cadmium, ces références sont en partie tirées de Hardman et al.,(2006).

Tableau 6 : Différentes études menées en toxicité des QDs sur différents modéles animaux.

Tissu / Identification
Typt;:seeNPs/ Etude Effets Référence
Organisme Nom latin
QDs enrobés Diminution viabilité avec
de TOPO et augmentation des
e, concentrations de QDs
solubilisés
Culture avec de l’ac:'dfe Hépatocytes rats . Exposition de 8 heures aux UV
primaire mercaptoaccti In vitro réduit significativement la (Derfus 2004)
que viabilité des hépatocytes
comparé aux autres temps
(0.0625 < 0.25 d’incubation (viabilité moyenne
< 1 mg/ml) de 6%
Mortalité augmente avec
Lignée CdSe/ZnS concentrations en QDs (Hoshino,
cellulaire EL-4 souris In vitro Hanaki et al.
lymphome T 10 mg/ml A 0,4 mg/ml aprés 6h 2004)
d’exposition
QDs CdSe/
ZnS enrobés
avec de I’acide
mercaptodéca
noide et du
sérum T s
Cellules d’agneau Singe Dlm.mu‘t ion de la viabilité (Shiohara ,
e ars h . cellulaire 4 0.1 et 0.2 mg/ml en . .
épithéliales de Cercopithecus In vitro corrélation avec I’augmentation Akiyoshi et al.
rein 3 types de aethiops gm 2004)
de concentration
QDs A =520,
570, 640 nm
02 0.4 mg/ml
24 h

56

e

Crmcas

e




Chromatine condensée

Cellules déformations de la membrane
QDs rouges phéochromocytes - cytotoxicité
Cellules 640 nm QDs | de rats (lignée PC
vertes 535 nm 12) In vitro Condensation noyaux (1 jour (Lovrié
phéochromocy 40 il d’exposition) 2005a)
tes e0a cellules
100pg/ml microgliales de QDs vertes (retrouvées dans le
souris (lignée N9) noyau) + toxiques que les
rouges
CdTe enrobé MCEF-7 cellules Génération d’EOR
Cellules du de MPA du cancer dusein | , .. (Lovric, Cho
cancer du sein Réduction du cytochrome ¢ et al. 2005b)
5ou 10 pg/ml Humain dans les mitochondries
Diminution des cellules
immunitaires
Capacité cytotoxique des
hémocytes a lyser les cellules de
mammiféres (K-562) fortement
CdTe augmenté
(American La peroxydation lipidique
Dye Source) augmente dans les branchies Gagné
Moule d’eau Elliptio v (5.6 mg/L) et diminué dansla | ( agne, |
douce 24hal5°C complanata MVIVO | glande digestive (<1.6 mg/L “;;(‘);e al.
CdTe) 2)
0,16,4and 8
mg/L CdSO4 Nombre de dommage sur
20.5mg/L I’ADN : dans les branchies
significativement réduit (<1.6
mg/L) CdTe, dans glande
digestive ont augmenté (faibles
concentration en QDs)
augmente fortement (grande
concentration)
CdTe
(American Toxicité des nanoparticules &
Cellules Dye Source) qa co-2 cellu'l e In vitro 0,01 mg/L due 2 leur taille (Koeneman,
d'intestin | (0,01 -1000 "g('i’,“:eth‘s’t'?“a'" Transport des QDs & travers la Zh‘;z)%;‘ al
mg de Cd/L) Intestin membrane intestinale (création )
24h de trous a travers la membrane)
Diffé;exit'es Toxicité plus forte avec I’acide
con(;:exé;aslons Souris mercaptopropionique, (enrobage
© l? d non stable), encapsulage avec de
%‘;‘(‘)Pi“’,:c °| csmue la silice-PEG réduit la toxicité.
Blastocytes ,
d’embryons sans ZnS) Et femelles IRC | 11" vitro Réduction potentielle du (Chan 2008)
ry

0-500 nmol/L
QDs

24h

(exprimant un
alléle d’un géne)

développement embryonnaire
post implantation

Apoptose cellulaire a 250 et 500
nmol/L (augmentation de 4.2 et
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6.6 / contréles)

Mortalité cellulaire,
cytotoxicité, effet tératogéne

Enrobage de phophosilicate
augmente I’effet toxique
(libération Cd2+ a I’intérieur de

NRK fibroblastes, la celtule).
: ZnS > Invitro ont un effet cytothlque (Kirchner
cancereuses et du sein, CHO, nvi semblable 2 celui des 2005)
fibroblastes 18h RBL nanoparticules de CdSe / ZnS
Humain Toxicité est liée a la
précipitation des nanoparticules
(la méthode dont elles sont
enrobées) et au relargage d’ions
Cd2+
QDs CdSe/
ZnS enrobés
avec de I’acide
mercaptodéca Mémes résultats que chez le
hHép?tocytES noide et du singe
umains et des sérum .
: L s, (Shiohara ,
cagzg;lézzes d’agneau Humain (HeLa) | Invitro D"T;T‘:llz?r: ;cl:l;n dzt:hte Akiyoshi et al.
du col de 3 types de concentrations de 0.1 et 0.2 2004)
I’utérus QDs A= 520, mg/ml corrélation avec
570, 640 nm. I’augmentation de concentration
de 0304
mg/ml/24H
les radiations et les
nanoparticules ont altéré I’ADN
Szi;i?: -> fabrication de radicaux libres
avec du ZnS et de SiO2 (résultant de
de la biotine Hélice I’ ADN ’oxydation de I’enrobage de
ADN Invitro ZnS). (Green 2005)
mis en (double brin)
. Proportion d’ADN altérée varie
pl;;a’sg\l/ce en fonction de la présence
(56%) ou de I’absence d’UV
(29%).
Dégradation intracellulaire des
QDsapH 4
Cd/s, Cd/Te 1774.A1 Cytotoxicité
Lignée 40 oM ’ o ) (Clift, Rothen-
cellulaire de Macrophages de In vitro Rédu?,tl_on sn.gmﬁcatnv'e de Rutishauser et
Souris 30,60 et 120 souris Pactivité mitochondriale al. 2008)
min Augmentation significative du
relargage du lactate
déshydrogénase
cellule QDs:CdTe | CellulesKS62 | Invitro | TOXicité de CdTe; CdS/CdTe (S“’Z‘ggg‘;‘ al.
leucémique Diminution de la viabilité
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myélogéne CdS/ CdTe HEK293T cellules. Mortalité & 100 %
aprés 48 h
cellule CdTe/CdS/Zn humain
embryonnaire S Non toxicité de CdTe/CdS/ZnS.
de rein A forte concentration durant un
3pM long temps d’exposition
Agrégation des QDs dans ia
phase particulaire 85% et 15%
dans la phase soluble
Diminution des cellules
immunitaires capables de
phagocyter des billes
fluorescentes
Capacité cytotoxique des
QDs CdTe hémocytes a lyser les cellules de
mammiféres (K-562) fortement
(American augmenté
Dye Source) .
Moule d’eau Elliptio In viv La peroxydation lipidique A ((lia.gn ‘:’ I
douce 24hal15°C complanata VYo | augmente dans les branchies uclair et al.
(5.6 mg/L) et diminué dans la 20082)
0,1.6,4 and 8 glande digestive (<1.6 mg/L
mg/L CdSO4 CdTe).
40.5 mg/L
Nombre de dommage sur
I’ADN dans les branchies
significativement réduit (<1.6
mg/L) CdTe.
Glande digestive, les dommages
sur I’ADN ont augmenté
(faibles concentration en QDs)
augmente fortement (grande
concentration)
QDs CdTe
CdS Augmentation de la sécrétion de
métallothionéines
(Vive Nano)
(0,6,2¢t6 Réduction des niveaux
Truite arc-en- pg/L) :;f::g;hy:g: g: In vivo d’ubiquitine avec QDs (Louis, Gagné
ciel juvénile . et al. 2010)
CdsO4 truites Augmentation du niveau HSP72
(0.6, 1 and 2
pg/L) Augmentation des niveaux de
lactate et de pyruvate
48h - 15°C
Activation et prolifération des
QD(s:deTe macrophages
. . Leucocytes du Induction d’inflammation et (Gagné,
Tr:u:t?, arc-en- (Vive Nano) pronéphros de In vivo stress oxydatif Fortier et al.
ciel juvénile .
1,2t 6 pg/L truites o ) 2010)
Activation et suppression

géniques

Induit ’expression génique de
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la vitellogénine

Couche d’enrobage de la
particule pouvait altérer la
distribution du nanomatériel
dans les tissus et les organes

Le PEG réduit la capture des
QDs dans le foie et la rate
(95%),

e

Souri QDs CdSe / . , (Akerman
ouris ZnS Souris In vivo o 2002)
n Enrobage prolonge la demi-vie
des particules dans le flux
sanguin. Autres types
d’enrobages (avec ces peptides)
augmentent la distribution des
particules dans les poumons ou
dans les tumeurs du cancer du
sein
QDs
CdSe/ZnS Augmentation significative du
Souris nombre de neutrophiles et de
(Evident Souris male . macrophages suite a I’injection
(sang, Technologies) Balb/c In vivo N (Geys,t 1
poumon) Invi Diminution des lymphocytes emmar et al.
1.44-144 Humain n vitro 2008)
Humain (sang) | pmol/souris Forte toxicité des QDs a
fonction carboxyles et amine
1,2, 24h
(CdSe) ZnS
enrobés avec faible activité toxique.
du n-poly anormalités concernant 1’aspect
(éthyléne des cellules, la mortalité (Dubertret and
Embryon de glycol) Crapaud In vivo cellulaire, les mouvements Vincent
xenopus phophatidyléth (Xenopus) cellulaires, I’élongation axiale Noireaux
anolamine de I’embryon (doublement de 2002)
(PEG-PE) et I’axe « spinal » et troncation de
phosphatidylc la partie postérieure)
holine (PC)
QDs Cd/Te
Cd/s Accumulation QDs dans la
. glande digestive, les branchies
Moule d’eau éAmencan Elliptio In vivo et les gonades G a(P?::tt’ al
douce ye source) complanata %1009) ’
10 mg/l sécrétion accrue de
métallothionéines
24h-15°C
120h
0.2-20 pM de Embryons de toxicités plus élevées pour les | (King-Heiden,
Poisson Cd est plus oissorgls Danio In vivo QDs que pour des doses de Wiecinski et
importante p cadmium particulaire équivalent al. 2009)
que celle du
CdC12
Daphnies QDs Daphnia magna | In vivo - i .
CdSe/ZnSe Pas de mortalité pour les MPA (Kim, Park et
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différents QDs al. 2010)
enrobages
Mortalité avec Ga-QDs
50 mg/l et 20
mg/l 48h Production d’EOR a 30 pg/L

Les QDs CdTe / CdS induisent donc une toxicité cellulaire. Ceci pourrait étre du a
I’oxydation de 1’enrobage de la particule. En effet, le relargage d’ions Cd”* est bien reconnu
pour étre toxique pour les cellules chez I’humain (Lovric, Cho et al. 2005b). L encapsulation
des points quantiques avec du ZnS tend a réduire cet effet (66% de viabilité) mais la mortalité
tombe a zéro si les nanoparticules sont enrobées de 98% de sérum de veau fétal.

Selon les études présenté précédemment, les QDs CdTe / CdS présentent un risque potentiel
pour les organismes, ’usage des points quantiques, in vivo, peut donc étre remis en question
car selon les études de Derfus et al (2003), le cadmium peut étre relargué dans la cellule a
chaque instant (Derfus 2004). Cependant, I’imagerie par I’intermédiaire des nanoparticules,
ne peut pas étre remise en question, et il est connu que les effets toxiques varient avec la
structure, la taille, I’activité redox et la préparation des nanoparticules. La toxicité cellulaire
est dépendante de la concentration en nanoparticules et de la nature cellulaire (Lovrié 2005a),
il apparait donc nécessaire de signaler les processus de synthése, d’enrobage des points

quantiques afin de minimiser la toxicité biologique.

5.3.2 Les nanoparticules d’argent

5.3.2.1 Propriétés des nanoparticules d’argent
Les nanoparticules d’argent sont surtout employées pour leurs caractéristiques

antimicrobiennes (Lok, Ho et al. 2007; Rai, Yadav et al. 2009; Sharma, Yngard et al. 2009)
elles sont aussi beaucoup utilisées pour leur stabilité (Asharani, LianWu et al. 2008a). Les
nanoparticules d’argent peuvent étre synthétisées de différentes maniéres, actuellement

certaines méthodes dites « vertes » (Sharma, Yngard et al. 2009).

Le plus problématiques avec les nanoparticules d’argent sont les phénoménes de lavage,
abrasion, détérioration qui induise un lessivage des nanoparticules et I’entrée des particules
dans le milieu environnant sous différentes formes : nanoparticulaires, agrégat d’argent ou
ions solubles (Liu and Hurt 2010). Les propriétés antimicrobiennes sont décuplées avec la
diminution en taille de la particule, en effet plus la particule est petite plus la surface totale par
unité de volume est forte (Duffin, Tran et al. 2007; Lok, Ho et al. 2007; Carlson, Hussain et
al. 2008; Sager and Castranova 2009).
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De plus les nanoparticules sont souvent aérosolisées et les expositions aux nanoparticules
d’argent se font la plupart du temps soient directement par I’air présent dans I’usine de
fabrication de nanoparticules ou par l’air extérieur, celui de I’environnement (Quadros and

Marr 2010).

5.3.2.2 Domaines d’utilisation
Du fait de leurs propriétés, les nanoparticules d’argent sont surtout utilisées comme agent

antibactérien (Panacék, Kvitek et al. 2006; Carlson, Hussain et al. 2008; Rai, Yadav et al.
2009; Quadros and Marr 2010). Les nanoparticules sont utilisées dans des domaines trés
variés. La moitié des nanoparticules produites sont destinées a la fabrication de produit (29%)
et I’autre moitié sert a la fabrication de cosmétiques ou aux vétements et habillement médical

(21%).

Pour le quotidien, la plupart des aérosols désinfectants, des déodorants, et des sprays oraux
contiennent de l’argent sous forme liquide, les shampooings (sous forme de revétements
solide), les cosmétiques (forme de poudre ou de créme) les lentilles etc. (Santoro, Duchsherer
et al. 2007). Les réfrigérateurs, les machines a laver, les détergents & lessive. Mais aussi le
domaine de I’alimentation (Chau, Wu et al. 2007), comme les instruments de cuisines, les
contenants alimentaires, les biberons pour bébé, les tétines, comme agents de surface. Les
nanoparticules sont ainsi enrobées autour des matériaux (Markarian 2002). Les nanoparticules
d’argent sont aussi souvent utilisées comme agent antimicrobien dans les textiles (Gupta,

Bajpai et al. 2008).

Mais aussi les instruments médicaux comme les cathéters, les systémes de perfusions, les
vétements textiles, dans les amalgames dentaires, dans les prothéses (Hollinger 1996;
Markarian 2002; Gosheger, Hardes et al. 2004; Samuel and Guggenbichler 2004; Blaser,
Scheringer et al. 2008; Laban, Nies et al. 2009). D’autre part, les nanoparticules sont aussi
employées afin de limiter les infections bactériennes chez les grands brulés (Jones, Bowler et
al. 2004; Ulkur, Oncul et al. 2005; Ahamed, Karns et al. 2008). Elles sont aussi bien sur
produites & grande échelle en usine (Wood, Hogstrand et al. 1996) et dans les recycleurs d’air
afin de purifier I’air (Sharma, Yngard et al. 2009) et I’eau (Pradeep and Anshup 2009).

Dans le domaine de I’industrie textile, les nanoparticules d’argent ont montré des effets
antibactériens. Les particules d’argent fabriqués par Fusarium oxysporum peuvent étre
incorporées aux vétements d’hopitaux. Associées a des composés antibiotiques, les AgNPs

garantissent une stérilité aux vétements et minimisent ainsi les infections dues a des bactéries
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comme Staphylococcus aureus (Sastry 2003; Mohanpuria Prashant 2007; Shahverdi, Fakhimi
et al. 2007).

Ainsi, les diverses formes de nanoparticules d’argent employées dans la plupart des
instruments du quotidien, mais aussi & grand échelle, rendent la classification des particules
difficiles. Peu de documentation existent sur I’incorporation des nanoparticules dans le
matériel et comment elles vont étre relarguées. Trés souvent seulement les indications « inclus
nanoparticules d’argent » sont notées sur les produits (Quadros and Marr 2010). Cependant,
ces nanoparticules entrent dans l’environnement par lessivage (corrosion des matériaux
portant a leur surface des nanoparticules), dans les déchets de traitement (plantes) ou sont

relichées directement dans 1’eau (Blaser, Scheringer et al. 2008; Gao, Youn et al. 2009).

5.3.2.3 Etudes toxicologiques menées sur les AGNPs
La toxicité des nanoparticules d’argent est surtout liée au stress oxydatif. Comme la plupart

des métaux I’argent est susceptible de générer des espéces d’oxygénées réactives qui vont étre
néfastes aux cellules (Argyle 2006). Certaines études ont pu ainsi évaluer la toxicité des
nanoparticules sur différents modéles d’animaux et selon les organes / tissus / cellules ciblées

(Tableau 7).

Tableau 7 : Différentes études menées sur les nanoparticules d'argent et leur toxicité relative.

Tissu / Identification
];rlfls ';:'Id: Etude Effets Référence
Organisme ose Nom latin
5,10, 25, 50, C18-4
and 100 Inhibition de la fonction
Cellule pg/mi (spermatogonie) mitochondriale (Braydich-
inal In vitro Stolle 2005
germinales 15 nm souris Augmentation lyse ofte )
membranaire
0,25,5,10, Augmentation de la sécrétion de
Cellule 25, 50 pg/mi BRL 3A ROS (Hussain,
In vitro Hess et al.
de foie 15nmet 100 rats Réduction de la fonction 2005)
nm mitochondriale
Induction apoptose
Cellule 25 nm (Ahamed,
Cells souf:he de In vitro Diminution de la viabilité Karns et al.
souche 50 pg/ml sourls 2008)
Dommage sur I’ADN
7-10 nm , . y \
Cellule HepG2 In vitro Induction d’hormése (Kawata,
0.0.1: Osawa et al.
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foie 0,2;0,5;1; humain Diminution de la viabilité 2009)
1,5,2;
2.5 ;3 mg/l Dommage sur les chromosomes
Variation ontologie génique
0, 25, 50,75, Change membranaire de (Morones,
Bactérie 100 pg/mi E. coli In vitro surface, lyse membranaire, Elechiguerra
5nm TEM images et al. 2005)
Sécrétion HSP 70 induction P53
50 and 100 .
ug/ml for 24 D. mc(ell;z;:/c;g)aster Surexpression P 38 (Ahamed,
Insecte and 48 h. In vitro Induction d’apoptose Posgai et al.
2009)
10 nm Stress oxydative induction
SOD, CAT, MDA
Pas d’Induction de ROS
0.063, 1.9, Forte cytotoxicité
. (Farkas,
Ce'llule foie 6.35,19 Oncorhjfncltus In vitro Réduction de I"activité Christian et
Hépatocyte mg/L mykiss mitochondriale 100% al)
15,10 nm Réduction de I’activité
métabolique
Diminution de la viabilité
Ct:llules 0,30,60,90,1 . Induction d’apoptose (Mfura and
cancéreuse col Hela rate nvitro Shinohara
e 20 pg/ml
de P'utérus Induction des génes des stress 2009)
(mt-2A, Ho-1)
Macrophages | 052:4;6; RAW264.7 o o
10 pM Peu d’action bactéricide
souris macrophage (Santoro,
20, 40, 60 In vitro Activation des cytokines pro Duchsherer
HCE-T cellule . . . et al. 2007)
Cellules nm (Ted , inflammatoires (faible)
humaines Pella) corncenne
Changement de structure
protéique du SVF,
0.7 *10°
" g/ml Serum Veau Fétal . modification spatiale (Liu, Sun et
Protéine (SVF) In vitro al. 2009)
40 nm Perte des cycles aromatiques

des acides aminés
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Endocytose et macropinocytose
via les clathrines

0, 25, 100, Action s/ le calcium
Cellules 200, 400 Fibroblaste . intracellulaire (AshaRani,
poumon pg/mi ns humain In vitro Hande et al.
humain poumo a Aberration chromosomale 2009)
6a20nm
Inhibition prolifération
cellulaire déformation
cytosquelette
0,05;0,1;
) 0,5 ug/mi Caenorhabditis . Surexpression génique (M162.5, | (Roh, Sim et
Hematoge elegans In vive mtl-2, sod-3, daf-12) al. 2009)
<100 nm
35 nm
Diminution de la viabilité des
0, 0,625, Pimephales embryons
Poisson d’eau 1.25,2.5, 5, promelas In vivo (Laban, Nies
douce 7.5, 10, 20 Malformation des embryons et al. 2009)
mg/L (larve) (déformation craniales, cedéme,
hémorragies)
Et < 100 nm
Danio rerio,
Daphinia pulex,
Différents Ceriodaphnia i vive | TOXiCité trés forte & de faibles | (Griffitt, Luo
modéles dubia, doses et al. 2008)
Pseudokirchneriel
la subcapitata
Diminution de la viabilité
1 pg/Let25 . . . .

Poisson d’eau pg/mi Oryzias latipes o Inducl::g:c(ti; :tl::ss I::1x1¥dat1f (Chae, Pham
douce ° et al. 2009)
49,6 nm Surexpression génique HSP70,

p 53, CYP1A
8;28et35 IE} ;‘7’;’) “ Zﬁc Augmentation du diamétre
ug/g &n d’inhibition de croissance (Yoon,
Bactéries Nano Bascillus subrilis frvive Gram + sont plus sensibles que Rty
aérosolisées | P izizenii (ATCC lespGram ! 2009
6633) gram +
E. coli (AT
03;18?6) cc Forte inhibition de la croissance
20 pl de de bactéries et levure (Kim, Kuk et
Bactéries 33nM S. aureus (ATCC In vivo al. 2007)

19636)

Levures (mastitis

Inhibition différentes selon les
types bactériens
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o o bovin)_' h
Augmentation de la mortalité
0, 25,50, 75 .
Poisson M , . . (Asharani,
100 pg/ml Da(r[r::" :;no In vivo Malformation du corps LianWu et al.
d’eau douce 5-20 nm Diminution des battements du 2008a)
coeur
Létalité
Localisation des NP dans les
noyaux et membrane cellulaire
0;30;60;
. . Hist ie : foi .
. 120250, Danio rerio , istopathologie : foie (Choi, Kim et
Poisson 270 mg/L y In vivo [
adulte Cellules apoptotiques, al.)
5-20 nm Condensation chromatine
Augmentation de ’induction de
MT2 ARNm, Bax Noxa
(apoptose)

Ainsi, la toxicité des nanoparticules d’argent a été observée dans différents modéles
d’animaux, dans le milieu aquatique et les plantes (Blaser, Scheringer et al. 2008). Elles sont
donc bien toxiques pour les bactéries comme Escherichia coli et Staphylococcus aureus
(Fabrega, Fawcett et al. 2009), les champignons (4pergillum sp. Penicillium sp.), et les algues

vertes Chlamydomonas reinhardtii (Navarro, Piccapietra et al. 2008).

5.4 Observation des nanoparticules
Les nanoparticules sont utilisées dans différents domaines de recherche comme il a été

mentionné précédemment. Actuellement, il est fondamental de caractériser ces particules et de
les observer, étant donné I’importance de leur taille, de leur forme, de leur intégrité, et de leur
capacité a s’agréger. Il est donc possible de les observer au microscope optique a
épifluorescence (Empedocles and Bawendi 1999) microscope confocal (Carlson, Hussain et
al. 2008) et au microscope électronique (4 balayage ou en transmission) (Holmes 1997,
Morones, Elechiguerra et al. 2005; Maysinger 2007; Mohanpuria Prashant 2007; Thurn K.
Ted 2007; Schrand, Schlager et al. 2010) (Figure 24). Dans le cas d’observation sur des
organismes entiers comme chez les souris le microscope optique a fluorescence peut aussi étre

utilisé (modéle microscope inversé Axiovert 135 TV ; (Ballou, Lagerholm et al. 2004).
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Figure 24 : Structure d’une nanoparticule d’argent observée au microscope électronique en transmission
(tirée de Morones et al, 2005).

Ce type de recherche a pris beaucoup d’expansion en raison de la nature méme des
nanoparticules. Elles sont plus stables et fluorescent plus longtemps (Medintz and Mattoussi
2005; Thurn K. Ted 2007; Chan 2008). Ainsi leur tragabilité est importante pour des durées

supérieures a celles des fluorochromes (marqueur FITC).

5.5 Impact des nanoparticules
Les multiples usages des nanoparticules impliquent un fort enjeu économique, ainsi de

nombreux pays, tels les Etats unis, I’Europe de 1’Ouest, le Japon, la Corée etc. investissent des
millions dans les nanotechnologies depuis 1999 (Biswas 2005). De plus, les nanotechnologies
atteindraient un budget « mondial » de 1 trillion de dollars (mille milliards) en 2012
(Hardman 2006). De nouvelles interrogations se posent alors : les propriétés uniques de ces
particules et les comportements des nouvelles nanotechnologies pourraient-elles engendrer

des risques émergents pour la santé et I’environnement ? (Maynard 2007).

En effet, bien que I’attrait pour ces nouveaux matériaux soit exacerbé, peu de recherches ont
¢été menées sur les aspects toxiques de ces particules (Braydich-Stolle 2005; Lovri¢ 2005a;
Argyle 2006; Moore, Icarus Allen et al. 2006; Maynard 2007). Cependant, il apparait
primordial d’évaluer la toxicité des nanoparticules étant donné qu’elles nécessitent 1’usage de
produits toxiques pour leur fabrication (Sastry 2003). D’autre part, comme il a été évoqué au
paragraphe précédent, I’abondance de leur utilisation entraine forcément des échappées dans
Penvironnement (Figure 25) (Hardman 2006). De plus, leurs propriétés physiques entrainent
une grande mobilité des particules dans I’environnement (Argyle 2006; Koeneman, Zhang et
al. 2009). Ainsi, a I’heure actuelle un contréle des particules de leur toxicité et des impacts

nocifs sur les organismes vivant devient prioritaire.
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